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Streszczenie

Benzydyna to biate krystaliczne cialo state stosowane dawniej do produkcji barwnikéw, a obecnie w analizie chemicz-
nej. Benzydyna moze powodowa¢ nowotwory pecherza moczowego u ludzi. Celem prac badawczych bylo opracowa-
nie metody oznaczania benzydyny w powietrzu na stanowiskach pracy, ktéra umozliwi oznaczanie jej stezen na jak
najnizszym poziomie. Metoda polega na: chemisorpcji benzydyny na filtrze z wiokna szklanego z naniesionym kwa-
sem siarkowym(VI), ekstrakeji disiarczanu benzydyny woda i roztworem wodorotlenku sodu, a po ekstrakeji do fazy
statej (SPE) eluowaniu benzydyny z kolumienki do SPE przy uzyciu 1 ml metanolu. Otrzymany roztwor jest analizo-
wany chromatograficznie. Badania wykonano z zastosowaniem chromatografu cieczowego (HPLC) serii 1200 fir-
my Agilent Technologies z detektorem fluorescencyjnym (FLD). Oznaczenia prowadzono z zastosowaniem kolumny
Ultra C18 (250 x 4,6 mm, o uziarnieniu 5 pm). Walidacje metody przeprowadzono zgodnie z wymaganiami zawar-
tymi w normie europejskiej PN-EN 482. Metoda umozliwia oznaczanie benzydyny w powietrzu $rodowiska pracy
w zakresie stezen 0,1 + 2 pg/m®. Granica oznaczalnosci LOQ wynosi 0,25 ng/m®. Caltkowita precyzja badania wynio-
sta 5,36%, a niepewno$¢ rozszerzona metody 23%. Opisywana metoda umozliwia selektywne oznaczanie benzydy-
ny w powietrzu na stanowiskach pracy, w obecnosci wigkszosci substancji, ktore nie wykazuja zjawiska fluorescencji,
a takze w obecnoéci: bifenylo-4-aminy, 1-naftyloaminy i 2-naftyloaminy. Metoda oznaczania benzydyny zostala przed-
stawiona w postaci procedury analitycznej, ktéra zamieszczono w zalgczniku. Zakres tematyczny artykulu obejmuje za-
gadnienia zdrowia oraz bezpieczenistwa i higieny srodowiska pracy bedace przedmiotem badan z zakresu nauk o zdrowiu
oraz inzynierii Srodowiska.

Stowa kluczowe: benzydyna, substancja rakotworcza, metoda analityczna, powietrze na stanowiskach pracy, nauki
o zdrowiu, inzynieria $rodowiska.

! Publikacja opracowana na podstawie wynikéw V etapu programu wieloletniego ,,Poprawa bezpieczenstwa i warunkéw pracy’, finansowanego
w latach 2021-2022 w zakresie zadan stuzb panstwowych ze érodkoéw Ministerstwa Rozwoju, Pracy i Technologii.

Koordynator programu: Centralny Instytut Ochrony Pracy — Panistwowy Instytut Badawczy.

This paper has been based on the results of a research task carried out within the scope of the fifth stage of the National Programme “Improvement
of safety and working conditions” partly supported in 2021-2022 — within the scope of state services — by the Ministry of Economic Development,
Labour and Technology.

The Central Institute for Labour Protection — National Research Institute is the Programme’s main co-ordinator.

51




Anna Jezewska, Agnieszka WoZnica

Abstract

Benzidine is a white, crystalline solid. In the past, it was used mainly for the production of dyes, and nowadays
in chemical analysis. Benzidine can cause bladder cancer to humans. The aim of this study was to develop
a method for determining benzidine in workplace air, which will makes it possible to determine its concentrations at
the lowest possible level. The method is based on the chemisorption of benzidine on a glass fiber filter treated with
sulphuric acid(VI), extraction of benzidine disulphate with water and sodium hydroxide solution, and after extraction
to the solid phase (SPE), benzidine is eluted from the SPE cartridge using 1 mL of methanol. The obtained solution
is analyzed chromatographically. The tests were performed using a liquid chromatograph (HPLC) 1200 series of
Agilent Technologies with a fluorescence detector (FLD). Determinations were performed using an Ultra C18 column
(250 x 4.6 mm, dp = 5 um). The procedure was validated according to Standard No. EN 482. The method can be used
to determine benzidine in workplace air in the concentration range from 0.1 to 2 ug/m’. The limit of quantification
(LOQ) is 0.25 ng/m>. The overall accuracy of the method was 5.36% and its relative total uncertainty was 23%. This
method makes it possible to selectively determine benzidine in workplace air in the presence of most substances
that do not show fluorescence, and in the presence of: biphenyl-4-amine, 1-naphthylamine and 2-naphthylamine,
which show fluorescence. The method of determining benzidine 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: benzidine, carcinogens, determination method, workplace air, health sciences, environmental engineering.

WPROWADZENIE / INTRODUCTION

Benzydyna to biale krystaliczne cialo stale, ciem-
niejace na powietrzu i pod wplywem $wiatla.
Podczas ogrzewania powyzej temperatury 100 °C
rozklada si¢ z wydzieleniem silnie toksycznych
par i aerozoli. Benzydyna rozpuszcza si¢ w: eta-
nolu, eterze dietylowym i sulfotlenku dimetylu.
Masa molowa benzydyny wynosi 184,23 g/mol,
a jej temperatury topnienia i wrzenia wynosza
odpowiednio 128 i 402 °C. Pr¢znos¢ par benzydy-
ny w 25 °C wynosi 0,067 Pa (CHEMINFO 2007;
ChemPyt 2020; GESTIS 2011).

Benzydyna nie wystepuje naturalnie w przyro-
dzie, otrzymuje si¢ ja z nitrobenzenu lub 1,2-difeny-
lohydrazyny, jednak jej produkgja, jak i stosowanie
w wielu krajach zostaly znacznie ograniczone lub
zakazane ze wzgledu na silny zwigzek miedzy na-
razeniem na benzydyne a zwiekszonym ryzykiem
wystgpienia raka pecherza moczowego u ludzi.
W Polsce zakazane s3 produkcja, obrét lub stoso-
wanie benzydyny i jej soli jako substancji w posta-
ci wlasnej lub substancji wchodzacej w sktad innej
substancji lub w mieszaninach w stezeniu réwnym
lub wiekszym niz 0,1% masy. Pod pewnymi warun-
kami produkcja, obrét lub stosowanie benzydyny
s3 mozliwe do celéw badan naukowych i rozwojo-
wych lub do przeprowadzania analiz chemicznych
(Obwieszczenie... 2019).
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Benzidine is a white crystalline solid that darkens
in the air and when exposed to light. When heated
above100°C,itdecomposeswiththereleaseothighly
toxic vapours and aerosols. Benzidine dissolves
in ethanol, diethyl ether and dimethyl sulfoxide.
The molar mass of benzidine is 184.23 g/mol
and its melting and boiling points are 128 and
402 °C, respectively. The vapour pressure of
benzidine at 25 °C is 0.067 Pa (CHEMINFO 2007;
ChemPyl 2020; GESTIS 2011).

Benzidine does not occur naturally in
nature. It is obtained from nitrobenzene or
1,2-diphenylhydrazine,butitsproductionandusein
many countries have been significantly restricted or
prohibited due to the strong link between exposure
to benzidine and increased risk of bladder cancer
in humans. In Poland, the production, marketing
or use of benzidine and its salts is prohibited as
a substance on its own or as a component of
another substance or in mixtures in a concentration
equal to or greater than 0.1% by weight. Under
certain conditions, the production, marketing
or use of benzidine is possible for research and
development purposes or for chemical analyses
(Notice... 2019).

In the past, benzidine was used mainly for the
production of dyes, in particular azo dyes, which
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W przesztosci  benzydyne wykorzystywa-
no gléownie do produkeji barwnikéw, zwlaszcza
barwnikéw azowych, ktére stosowano w przemysle
skérzanym, widkienniczym 1  papierniczym.
Stosowano ja réwniez do produkgji folii z tworzyw
sztucznych oraz w syntezie organicznej. Zdolnos¢
benzydyny do reakcji z wieloma kationami,
anionami i substancjami organicznymi, takimi jak
czynniki utleniajace i krew, jest wykorzystywana
do celéw analitycznych i diagnostycznych (IARC
2010; PubChem 2011; Schwenecke, Mayer 2005).
W kryminalistyce stosowana jest do wykrywania
plam krwi, a w analizie chemicznej do wykrywania
metali ciezkich (np. manganu).

Benzydyna wchtania si¢ do organizmu gtéwnie
przez uklad oddechowy i skdre. Po kilkugodzin-
nym narazeniu na bardzo duze st¢zenia benzydyny
moga wystapi¢: bol glowy, duszno$¢, sinoniebie-
skie zabarwienie warg, paznokci i skory. Skazenie
skory wywoluje jej zaczerwienienie, a po prze-
dluzonym kontakcie sinoniebieskie zabarwienie.
Skazenie oczu pylem moze wywola¢: tzawienie,
bdl i zaczerwienienie spojowek z ryzykiem uszko-
dzenia rogéwki (ChemPyl 2020).

Obecnie narazenie zawodowe na benzydyne
moze wystgpi¢ glownie podczas laboratoryjnego
kontaktu z tg substancjg. Juz od lat 50. ubieglego wie-
ku wiadomo, Ze benzydyna moze powodowa¢ nowo-
twory pecherza moczowego (Case i in. 1954; IARC
1972; Scott 1952). Wedlug IARC benzydyna jest sub-
stancja o udowodnionym dzialaniu rakotwdrczym
(grupa 1), (IARC 1982; 1987; 2010; 2012). W Unii
Europejskiej benzydyne sklasyfikowano jako sub-
stancje rakotworcza kategorii zagrozenia 1A (steze-
nie graniczne C > 0,01%), toksyczna i stwarzajacg za-
grozenie dla srodowiska wodnego (kat. 1). Substancji
tej przypisano nastepujace zwroty okreslajace rodzaj
zagrozenia (Rozporzadzenie... 2018):

- H350: moze powodowac raka.

- H302: dziata szkodliwie po potknieciu.

- H410: dziata bardzo toksycznie na organi-
zmy wodne, powodujac diugotrwale skutki.

Obowigzujagca w Polsce warto§¢ normatywu
higienicznego - najwyzszego dopuszczalnego
stezenia (NDS) dla benzydyny w powietrzu na
stanowiskach pracy wynosi 0 mg/m’. Benzydy-
na dodatkowo ma oznakowanie notacjg ,skora”
informujace, Ze wchlanianie substancji przez skore
moze by¢ tak samo istotne, jak przy narazeniu dro-
ga oddechowa.
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wereused in theleather, textileand paperindustries.
It was also used in the manufacture of plastic foils
and organic synthesis. The ability of benzidine to
react with multiple cations, anions and organic
substances, such as oxidising agents and blood, is
leveraged for analytical and diagnostic purposes
(IARC 2010; PubChem 2011; Schwenecke, Mayer
2005). In crime detection, it is used to detect blood
spots, and in chemical analysis, it is used to detect
heavy metals (e.g. manganese).

Benzidine enters the body mainly through
respiratory system and the skin. After several
hours of exposure to very high concentrations
of benzidine, headaches, shortness of breath and
cyanosis of the lips, nails and skin may occur.
Contamination of the skin causes redness and,
after prolonged contact, cyanosis. Contamination
of the eyes with dust may cause: lacrimation, pain
and redness of the conjunctiva with the risk of
corneal damage (ChemPyt 2020).

Currently, occupational exposure to benzidine
may occur primarily during laboratory exposure
to the substance. It has been known since the 1950s
that benzidine may cause bladder cancer (Case
et al. 1954; IARC 1972; Scott 1952). According
to the IARC, benzidine is a proven carcinogenic
substance (group 1), (IARC 1982; 1987; 2010;
2012). In the European Union, benzidine is
classified as a category 1A carcinogenic substance
(concentration limit C = 0.01%), toxic and
hazardous to the aquatic environment (cat. 1). The
following hazard statements have been assigned to
this substance (Regulation... 2018):

- HB350: may cause cancer.

- H302: harmful if swallowed.

— H410: very toxic to aquatic life with long-
lasting effects.

The hygiene standard permissible in Poland -
the threshold limit value (TLV) for benzidine in
workplace air is 0 mg/m®. Benzidine is additionally
labelled with the notation ‘skin’ indicating that
dermal absorption may be as significant as
inhalation exposure.
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The available methods for determining benzidine
in workplace air are presented in Table 1.

Dostepne metody oznaczania benzydyny
w powietrzu na stanowiskach pracy przedstawio-

no w tabeli 1.

Tabela 1. Metody oznaczania benzydyny w powietrzu srodowiska pracy
Table 1. Methods for determining benzidine in the air of the working environment

Pobieranie Praveotowanie Granica Granica Zakres
. zygotowanie ) . wykrywalnosci, | oznaczalnosci, | pomiarowy /
L prébek prébek do analizy Sposéb analizy L Inosc IR
p. ] oD LOQ oznaczalnos¢ | Pismiennictwo
powietrza Preparation of Method of
No Collecti sarr? les for analvsis Limit of Limit of Measurement | References
? ection | analpsis y detection quantification | range / limit of
L y (LOD) (LOQ) determination
1 filtr z wtdkna ekstrakcja HPLC/UV, faza 3ug/m? bd. bd. Moralesiin.
szklanegoizel | trietyloaming metanol: woda 1979
krzemionkowy | w metanolu (60: 40) NDA NDA
lass fibre filter | extraction HPLC/UV,
and silica gel with triethylamine | methanol phase:
in methanol water (60:40)
2 filtr celulozowy | ekstrakcja LC/UV, faza bd. bd. bd. Krajewskiiin.
cellulose filter | [OZtWorem chioroform/ NDA NDA NDA 197
weglanu(V1) sodu heksan
extraction with LC/UV,
sodium (VI) chloroform/
carbonate solution hexane phase
3 saczki ekstrakcja kwasem | spektrofotometr, bd. bd. 2ug/m? PN-Z-04145-
Whatman 4 solnym, reakcja A= 445nm -02:1985
z chloroaming, NDA NDA
Whatman 4 . Spectrophoto-
! ekstrakcja
filters hlorof meter,
chloroformem A= 445 nm
extraction with
hydrochloric
acid, reaction
with chloramine,
extraction with
chloroform
4 saczki ekstrakcja HPLC/UV bd. bd. 0,7 pg/m?3 PN-Z-04145-
Whatman 4 roztworem -03:1985
weglanu(VI) NDA NDA
Whatman 4 .
) sodu, ekstrakcja
filters
chloroformem
extraction with
sodium (V1)
carbonate solution,
extraction with
chloroform
5 2 filtry ekstrakcja woda, GC/ECD bd. 31ng/m? bd. Elskamp 1989;
z widkna zmiana Srodowiska NDA dla prébki NDA metoda
szklanego na zasadowe, powietrza OSHA 65
z naniesionym | ekstrakcja 1001 / OSHA 65
kwasem toluenem, 31 na/m? for method
siarkowym derywatyzacja airgsé mple
2 glass fibre HFAA 1001
filters coated extraction with
with sulphuric | water, environment
acid changed to
alkaline, extraction
with toluene, HFAA
derivatisation
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triethylamine
solution

in methanol
(0.17%; v/v)

N . Granica Granica Zakres
Pobieranie Przygotowanie e o -
) ) ’ ) . wykrywalnosci, | oznaczalnosci, | pomiarowy /
prébek prébek do analizy Sposéb analizy L R
Lp. ; LOD LOQ oznaczalnos¢ | Pismiennictwo
powietrza .
Preparation of Method of - -
No . ] Limit of Limit of Measurement | References
Collection samples for analysis . L limit of
of air samples | analysis detection quantification | range /' imit o
(LOD) (LOQ) determination
6 filtr z widkna ekstrakcja HPLC/UV bd. bd. / NDA 4 +200 pg/m* | Seymour1994
szklanego roztworem dla prébki
trietyloamin NDA owietrza 50 |
glass fibre filter Y y P
w metanolu 42200 S
(0,17%; v/v) +200 pg/m
for air sample
extraction with of 501

Objasnienie: / Explanation:
bd. - brak danych / NDA - no data available.

Celem prac badawczych bylo opracowanie me-
tody oznaczania benzydyny w powietrzu na stano-
wiskach pracy w mozliwie jak najnizszym zakresie
stezen, poniewaz obowigzujaca wartos¢ NDS dla
benzydyny wynosi 0 mg/m”.

Zakres tematyczny artykutu obejmuje zagadnie-
nia zdrowia oraz bezpieczenstwa i higieny $rodo-
wiska pracy bedace przedmiotem badan z zakresu
nauk o zdrowiu oraz inzynierii Srodowiska.

The purpose of the research was to develop
amethod for determining benzidine in workplace
air in the lowest possible concentration range, as
the applicable TLV for benzidine is 0 mg/m”’.

The subject matter of the article covers
occupational health and safety issues, which are
the subject of health sciences and environmental
engineering studies.

CZESC DOSWIADCZALNA / EXPERIMENTAL PART

Metoda badan

Na podstawie danych z pismiennictwa zdecydo-
wano, ze benzydyna bedzie pobierana na filtry
z widkna szklanego z naniesionym kwasem siar-
kowym(VI), (Elskamp 1989). Liczne doniesienia
literaturowe (w tym metoda OSHA 65) zalecaja
ten sposdb pobierania probek powietrza zawiera-
jacych aminy aromatyczne w celu poprawy trwa-
tosci probek, poniewaz sole amin sg bardziej sta-
bilne niz sama amina (Elskamp 1989; Jezewska,
Buszewski 2010; 2011). Aminy wykazuja wlasci-
woséci zasadowe i latwo ulegaja dzialaniu kwa-
séw nieorganicznych, tworzac sole. Benzydyna
bardzo dobrze rozpuszcza si¢ w rozpuszczalni-
kach organicznych takich jak metanol czy toluen,
a bardzo slabo w wodzie, podczas gdy sole ben-
zydyny bardzo dobrze rozpuszczaja sie w wodzie.
Wykorzystujac te wlasciwos¢, zdecydowano, ze
disiarczan benzydyny bedzie wymywany z filtra
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Study methodology

On the basis of the data from the literature, it
was decided that benzidine would be collected
on glass fibre filters coated with sulphuric acid
(Elskamp 1989). Numerous literature reports
(including the OSHA 65 method) recommend
this method of sampling air containing aromatic
amines to improve sample persistence, as amine
salts are more stable than amine alone (Elskamp
1989; Jezewska, Buszewski 2010; 2011). Amines
have alkaline properties and are easily exposed to
inorganic acids to form salts. Benzidine dissolves
very well in organic solvents such as methanol and
toluene, and very poorly in water, while the salts
of benzidine dissolve very well in water. Using
this characteristic, it was decided that benzidine
disulfate would be washed out of the filter with
water and with the use of sodium hydroxide
solution returned back to benzidine. Then the
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wodg i przy uzyciu roztworu wodorotlenku sodu
przeprowadzany z powrotem w benzydyne. Na-
stepnie probka bedzie poddana ekstrakeji do fazy
stalej (SPE) na kolumienkach wypelnionych ko-
polimerem N-winylopirolidonu i diwinyloben-
zenu (Oasis HLB) w celu wzbogacenia analitu
i wymiany rozpuszczalnika na metanol (Jezewska,
Buszewski 2010; 2011). Roztwér benzydyny w me-
tanolu bedzie oznaczany chromatograficznie.

Zakres pomiarowy wg PN-EN 482 powinien
obejmowaé zakres stezen odpowiadajacy war-
toSciom normatywu higienicznego oznaczane-
go skladnika w powietrzu 0,1 + 2 wartosci NDS.
W przypadku benzydyny, ktérej wartos¢
NDS = 0 mg/m’, nie ma mozliwosci wyznaczenia
takiego zakresu, dlatego przy doborze zakresu po-
miarowego zostala przyjeta warto$¢ NDS ustalona
dla innej rakotwdrczej aminy aromatycznej kat.
zagrozenia 1A - bifenylo-4-aminy, dla ktérej NDS
ustalono na poziomie 1 ug/m’. W takim przypadku
zalozony zakres pomiarowy dla benzydyny wynosi
0,1 + 2 pg/m’.

Aparatura

Do wykonania oznaczen stosowano chromato-
graf cieczowy (Agilent Technologies, Niemcy)
serii 1200 z detektorem fluorescencyjnym (FLD)
sprzezonym on-line oraz automatycznym do-
zownikiem probek. Do sterowania procesem,
oznaczania i zbierania danych korzystano z opro-
gramowania ChemStation. W badaniu stosowa-
no kolumne Ultra C18 o diugosci 25 cm i $red-
nicy wewnetrznej 4,6 mm, o uziarnieniu 5 um,
z przedkolumng o wymiarach: 10 x 4,0 mm
(Restek, USA).

Do pobierania probek powietrza stosowano
aspiratory typu Gilian LFS i GilAir plus (Sensidy-
ne, USA).

Do przeprowadzenia ekstrakcji do fazy stalej
(SPE) - zestaw prézniowy do SPE firmy Supelco
i pompe prézniowa firmy Laboport.

Do przeprowadzenia ekstrakcji benzydyny
z filtréw korzystano z wytrzasarki mechanicznej
WL-2000 (JWElectronic, Polska). Wzorce od-
wazano na wadze analitycznej Sartorius TE214S
(Sartorius Corporation, USA). Probki przecho-
wywano w eksykatorze szafkowym serii EKS
(WSL, Polska), roztwory wzorcowe przechowy-
wano w chtodziarce ARDO CO23B-2H (Merloni,
Polska).
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sample would be extracted to the solid phase
(SPE) on cartridges filled with N-vinylpyrrolidone
and divinylbenzene copolymer (Oasis HLB) in
order to enrich the analyte and replace the solvent
with methanol (Jezewska, Buszewski 2010; 2011).
The benzidine solution in methanol would be
determined chromatographically.

The measurement range according to Standard
No. PN-EN 482 should include a range of
concentrations corresponding to the hygienic
normative values of the identified component in
air of 0.1+2 TLVs. For benzidine, whose TLV = 0
mg/m’, it is not possible to determine such a range;
therefore, when selecting the measurement range,
the TLV value determined for another category
1A carcinogenic aromatic amine, i.e. biphenyl-
4-amine, was adopted, for which the TLV was
determined at 1 pg/m’. In this case, the assumed
measurement range for benzidine is 0.1+2 pg/m’.

Apparatus

A 1200 series liquid chromatograph (Agilent
Technologies, Germany) with an online coupled
fluorescence detector (FLD) and an automatic
sample dispenser were used to perform the
determinations. ChemStation software was used
to control the process and determine and collect
data. An Ultra C18 column with a length of 25 cm
and an internal diameter of 4.6 mm with a grain
size of 5 um was used in the test, together with
a pre-column with dimensions of: 10 x 4.0 mm
(Restek, USA).

For air sampling, Gilian LFS and GilAir plus
type aspirators (Sensidyne, USA) were used.

An SPE vacuum set by Supelco and a Laboport
vacuum pump were used for solid phase extraction
(SPE).

Extraction of benzidine from the filters was
performed using a WL-2000 mechanical shaker
(JWElectronic, Poland). The standards were weighed
on a Sartorius TE214S analytical balance (Sartorius
Corporation, USA). The samples were stored in
a cabinet desiccator of the EKS series (WSL, Poland);
the standard solutions were stored in an ARDO
CO23B-2H refrigerator (Merloni, Poland).

Reagents and materials

The tests used the following reagents of at least
analytical grade: benzidine, 2-naphthylamine,
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Odczynniki i materiaty

W badaniach stosowano nastepujace odczyn-
niki o czystosci co najmniej cz.d.a.: benzydyna,
2-naftyloamina, 1-naftyloamina (Sigma-Al-
drich, Niemcy), bifenylo-4-amina, kwas octowy
(Riedel-de Haén), metanol, acetonitryl (Honey-
well, USA), kwas siarkowy, wodorotlenek sodu
(POCh, Polska). Stosowano takze wode o wyso-
kiej czystosci uzyskang z aparatu Milli-Q (Milli-
pore, USA).

Ponadto stosowano: filtry z wldkna szklanego
o $rednicy 37 mm Whatman GF/A, (Whatman,
UK) w oprawkach o $rednicy 37 mm (SKC, USA),
kolumienki do SPE wypelnione 30-miligramowa
warstwa kopolimeru N-winylopirolidonu i diwiny-
lobenzenu - Oasis HLB (1 ml) firmy Waters, a takze
szklo laboratoryjne oraz strzykawki do cieczy.

Benzydyna. Metoda oznaczania w powietrzu na stanowiskach pracy
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1-naphthylamine (Sigma-Aldrich, Germany),
biphenyl-4-amine, acetic acid (Riedel-de Haén),
methanol, acetonitrile = (Honeywell, USA),
sulphuric acid, sodium hydroxide (POCh,
Poland). High purity water obtained from Milli-Q
apparatus (Millipore, USA) was also used.

In addition, the following were used: glass
fibre filters with a diameter of 37 mm Whatman
GF/A (Whatman, UK) in holders with a diameter
of 37 mm (SKC, USA), SPE cartridges filled
with 30 milligrams of N-vinylpyrrolidone and
divinylbenzene copolymer - Oasis HLB (1 ml) by
Waters, as well as laboratory glassware and liquid
syringes.

WYNIKI BADAN | ICH OMOWIENIE / TEST RESULTS AND THEIR REVIEW

Ustalenie warunkéw oznaczania
chromatograficznego

W wyniku wstepnych badan ustalono, Ze benzydy-
na bedzie oznaczana z zastosowaniem HPLC/FLD
w nastepujacych warunkach oznaczania chroma-
tograficznego: kolumna Ultra C18 w temperatu-
rze 40 °C, faza ruchoma (metanol: kwas octowy,
roztwor 0,1%) w stosunku objeto$ciowym 90: 10
(v/v), natezenie przeptywu strumienia fazy rucho-
mej 0,6 ml/min, dozowanie prébki 10 pl, ustalo-
ne dlugosci fali analitycznej detektora FLD to:
Aee = 288 nm, A, = 389 nm. W tych warunkach
benzydyne mozna oznaczaé w obecnosci wigk-
szosci substancji, ktore nie wykazujg zjawiska flu-
orescencji, a takze w obecnosci: bifenylo-4-aminy,
1- naftyloaminy i 2-naftyloaminy (rys. 1.).

FLD1 A, Ex=288, Em=389 (C:\CHEMS2VI\DATAVANIABISIG5000396.D)

Establishing chromatographic
determination conditions

The preliminary studies showed that benzidine
would be determined using HPLC/FLD under
the following chromatographic conditions: Ultra
C18 column at 40 °C, mobile phase (methanol:
acetic acid, solution 0.1%), in volumetric ratio
of 90:10 (v/v), mobile phase volumetric flow rate
0.6 ml/min, sample dose of 10 pl, determined
wavelengths of the FLD’s analytical wave are:
Ao = 288 nm, A, = 389 nm. Under these
conditions, benzidine may be determined in the
presence of most substances which do not show
the phenomenon of fluorescence, as well as in the
presence of: biphenyl-4-amine, 1-naphthylamine
and 2-naphthylamine (Fig. 1).
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Rys. 1. Chromatogram roztworu wzorcowego benzydyny w metanolu w obecnosci 2-naftyloaminy, 1-naftyloaminy i bifenylo-4-aminy.
HPLC-FLD (Ao = 288/389 nm). Kolumna Ultra C18 (250 mm), temperatura kolumny 40 °C, faza ruchoma: metanol i kwas octowy,
roztwor 0,1% (90: 10, v/v), natezenie przeptywu strumienia fazy ruchomej przez kolumne 0,6 ml/min.

Podstawy i Metody Oceny Srodowiska Pracy 2021, nr 1(107)

57



Anna Jezewska, Agnieszka WoZnica

Legenda: benzydyna (t, = 4,058 min), 2-naftyloamina (t, = 5,062 min), bifenylo-4-amina (t, = 5,467 min). 1-Naftyloamina nie daje

sygnatu w tych warunkach

Fig. 1. Chromatogram of the standard solution of benzidine in methanol in the presence of 2-naphthylamine, 1-naphthylamine and bi-
phenyl-4-amine. HPLC-FLD (A, = 288/389 nm). Ultra C18 column (250 mm), column temperature 40 °C, mobile phase: methanol and
acetic acid, solution 0.1% (90:10, v/v), mobile phase volumetric flow through the column 0.6 ml/min.

Key: Benzidine (t, = 4.058 min), 2-naphthylamine (t, = 5.062 min), biphenyl-4-amine (¢, = 5.467 min). 1-Naftylamine does not present

a signal under these conditions

Ustalenie warunkow pobierania
probek powietrza

Do pobierania probek powietrza zawierajacego
benzydyne zastosowano filtry z widkna szklanego
o $rednicy 37 mm z naniesionym kwasem siarko-
wym(VI), jak w metodzie OSHA 65. Na filtry na-
niesiono 50 pl roztworu benzydyny w metanolu
o stezeniu 24 pg/ml, co odpowiada 1,2 pg benzy-
dyny (10 pug/m®), a po tym, jak wyschly, umiesz-
czono je szeregowo w oprawkach: I filtr z naniesio-
ng substancjg i II filtr bez naniesionej benzydyny.
Nastepnie ztozono uklad skladajacy si¢ z polaczo-
nych szeregowo filtréw i pompy ssacej o regulo-
wanym i kontrolowanym rotametrem strumieniu
objetosci powietrza. Przez ten uklad przepusz-
czono 120 | powietrza ze stalym strumieniem
objetosci: 120; 60 i 20 1/h. Takie same badania
przeprowadzono, gdy na filtry z widkna szklane-
go pokryte kwasem siarkowym(VI) naniesiono
25 ul roztworu benzydyny w metanolu o stgze-
niu 24 pg/ml, co odpowiada 0,6 pg benzydyny
(5 pg/m’). Po pobraniu prébki powietrza kaz-
dy filtr przeniesiono do oddzielnej kolby, doda-
no po 2 ml wody i pozostawiono na 1 h. Po tym
czasie dodano 3 ml roztworu wodorotlenku sodu
o stezeniu 0,135 mol/l i calo$¢ wytrzasano przez
30 min. Nastepnie probki poddano ekstrakeji do
fazy stalej na kolumienkach Oasis HLB w celu
wzbogacenia analitu i wymiany rozpuszczalnika na
metanol. Roztwory benzydyny w metanolu ozna-
czano chromatograficznie. Sposob przygotowania
probki do analizy przedstawiono schematycznie na
rysunku 2.
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Determination of air sampling conditions

For sampling of air containing benzidine, glass
fibre filters with a diameter of 37 mm, coated
with sulphuric acid were used, as in the OSHA
65 method. Then, 50 yl of the benzidine solution
in methanol with a concentration of 24 ug/ml
was applied to the filters, which corresponds to
1.2 pg of benzidine (10 ug/m3), and after drying,
they were placed in series in the holders: The
Ist filter coated with the substance and the 2nd
filter without any benzidine applied. A system
consisting of serially connected filters and
a suction pump with an adjustable and rotameter-
controlled air volumetric flow was then
assembled. Then, 120 1 of air was passed through
this system with a constant volumetric flow of:
120; 60 and 20 1/h. The same tests were carried out
when 25 pl of the benzidine solution in methanol
with a concentration of 24 pg/ml was applied to
the glass fibre filters coated with sulphuric acid,
corresponding to 0.6 pg of benzidine (5 pg/m’).
After collection of the air sample, each filter
was moved to a separate flask, 2 ml of water was
added and was left for 1 h. After this time, 3 ml of
sodium hydroxide solution with a concentration
of 0.135 mol/l was added and the whole mixture
was shaken for 30 minutes. The samples were
then extracted to the solid phase on Oasis HLB
cartridges to enrich the analyte and to replace the
solvent with methanol. Solutions of benzidine in
methanol were determined chromatographically.
The method of preparing the sample for analysis
is presented schematically in Fig. 2.

Podstawy i Metody Oceny Srodowiska Pracy 2021, nr 1(107)



Pobieranie prébek powietrza
zawierajacego benzydyne na filttr
z naniesionym H,S0,

Sampling of the air containing
benzidine per filter with H;504

v

Qdzysk benzydyny z filtra:
2ml H;0, po 1h -3 ml NaOH

Recovery of benzidine from filter:
2 mlof H,0, after 1h—3 ml of NaOH

v

Wytrzasanie przez 30 min

Shaking for 30 min
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Kondycjonowanie kolumienek Oasis HLB
1 ml metanoly; 1 ml NaOH (0,135 mmol/1)

Conditioning of Qasis HLB cartridges
1 ml of methanol; 1 ml of NaOH (0.135 mmal/1)

v

Sorpcja benzydyny z roztworu znad filtra na
ztozu kolumienek Oasis HLB

Sorption of benzidine from the solution above
the filter on the Qasis HLB bed

v

Przemywanie ztoza 1ml H,0

Rinsing of the bed with 1 ml of H,0

v

Suszenie zfoza przez 5 min.
Odzysk benzydyny ze ztoza; 1 ml metanolu

Drying of the bed for 5 minutes
Recovery of benzidine from the bed;
1ml of methanol

v

L |

Rys. 2. Schemat przygotowania prébki do analizy
Fig. 2. Diagram of sample preparation for analysis

Wyniki badan adsorpcji benzydyny na filtrach
z naniesionym kwasem siarkowym(VI) przedsta-

wiono w tabeli 2.

Analiza HPLC/FLD
HPLC/FLD analysis

The results of the benzidine adsorption tests on
filters coated with sulphuric acid are presented in

Table 2.

Tabela 2. Badania adsorpcji benzydyny na filtry z witbkna szklanego z naniesionym kwasem siarkowym(VI), potaczone szeregowo.
Kolumna Ultra C18, temperatura kolumny 40°C, detektor FLD

Table 2. Tests of benzidine adsorption onto glass fibre filters with sulphuric acid, connected in series. Ultra C18 column, column temperature

40 °C, FLD detector

Strumieri objetosci Przyblizone stezenie Powierzchnia pikow substandji
— pochtanianego Czas pochtaniania substancji w powietrzu, w roztworach po odzysku
prébki povxlne;rza, h ug/m’ Area of the substance’s peaks
Sample / Absorotion fime Approximate in solutions after recovery
No P Flow rate of P h ' concentration of the | filtr I filtr

’ absorbed ar, substance in the air,
I/h pg/m? 1st filter 2nd filter

1 4040,8 -
2 120 1 10 4307,4 -
1 3413,3 -
2 60 2 10 30956 -
1 2850,1 -
2 20 6 10 2767,6 -
1 1976,4 -
2 120 L > 1927,2 -
1 1659,5 -
2 60 2 5 1351,0 -
1 1230,7 -
2 20 B 3 1456,8 -
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Uzyskane wyniki wskazuja na calkowite za-
trzymywanie si¢ benzydyny na pierwszym fil-
trze. Na tej podstawie ustalono, ze jeden filtr
z widkna szklanego z naniesionym kwasem siarko-
wym(VI) zapewnia ilo§ciowe wyodrebnienie ben-
zydyny z powietrza.

Badanie stopnia odzysku/desorpiji

W celu okredlenia stopnia odzysku/desorpcji
benzydyny z filtrow dla trzech stezen zakresu
pomiarowego przeprowadzono nastepujace ba-
dania. Na sze$¢ filtrow naniesiono po: 10; 100
1200 pl roztworu benzydyny w metanolu o stezeniu
1,2 ug/ml. Zlozono zestaw sktadajacy sie z filtrow
z naniesionym analitem umieszczonych w opraw-
kach. Przez filtry te przepuszczano 120 1 czystego
powietrza ze strumieniem objetosci 20 1/h. Po po-
braniu probki powietrza kazdy filtr przeniesiono
do kolby i dalej postepowano wg schematu przed-
stawionego na rysunku 2. Roztwory uzyskane
po wzbogacaniu analitu oznaczano chromatogra-
ficznie.

Po odczytaniu powierzchni pikéw z chroma-
togramoéw badanych roztworéw obliczono wspét-
czynniki odzysku/desorpcji. Wyniki badan przed-
stawiono w tabeli 3.

The results obtained indicate that benzidine
is completely retained on the first filter. On this
basis, it was established that one glass fibre filter
coated with sulphuric acid ensures the quantitative
extraction of benzidine from the air.

Recovery/desorption rate test

The following tests were carried out to determine
the degree of benzidine recovery/desorption from
the filters for three concentrations of the measuring
range. Six filters were coated with: 10; 100 and 200 pl
of a methanol solution of 1.2 ug/ml. A set consisting
of filters coated with the analyte placed in holders
was assembled. These filters were blown with
120 litres of clean air at the volumetric flow rate of
20 I/h. After collection of the air sample, each filter
was moved to the flask and the test was continued
in accordance with the diagram presented in
Fig. 2. The solutions obtained after enrichment were
determined chromatographically.

Recovery/desorption rates were calculated after
reading the peak area from the chromatograms of
the tested solutions. The results are presented in
Table 3.

Tabela 3. Badania stopnia odzysku/desorpcji benzydyny z filtra. HPLC-FLD, kolumna Ultra C18
Table 3. Testing the degree of recovery /desorption of benzidine from the filter. HPLC-FLD, Ultra C18 column

Masa benzydyny
naniesiona na filtr, Srednia powierzchnia pikéw
ng z roztworéw po odzysku/desorpdji

Benzidine mass
applied to a filter,

Average area of peaks
from recovery/desorption

Srednia powierzchnia pikéw
z roztworéw poréwnawczych

Average area of peaks
from comparative solutions

Sredni wspétczynnik odzysku/desorpdji

Average recovery/desorption rate

ng
12 25,8 32,95 078
120 268,9 324,39 0,83
240 543,0 698,0 078

Sredni wspotczynnik odzysku/desorpcji wynosi
0,80.

Kalibracja i precyzja

Oznaczanie kalibracyjne wykonywano dla roztwo-
réw benzydyny w metanolu. Zakres stezen roztwo-
réw wzorcowych wynosi 12 + 240 ng/ml. Do ozna-
czen kalibracyjnych przygotowano po trzy serie
roztwordw, ktére poddano analizie chromatogra-
ficznej w warunkach opisanych wyzej. Wykresy za-
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The average recovery/desorption rate is 0.80.

Calibration and precision

Calibration determination was performed for
solutions of benzidine in methanol. The range
of concentrations of standard solutions was
12+240 ng/ml. Three series of solutions were
prepared for the calibration determinations,
which were subjected to chromatographic analysis
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leznosci powierzchni pikdw benzydyny od jej stezen
w roztworach wzorcowych przedstawiono na rysun-
ku 3. Wspdlczynnik nachylenia b krzywej kalibracji
(rys. 3.) o rownaniu y = bx + g, charakteryzujacy czu-
to$¢ metody, wynosi 2,89. Liniowo$¢ krzywej wzor-
cowej charakteryzowana jest warto$cig wspdlczynni-
ka korelacji. Wspdlczynnik korelacji r wynosi 1.

under the conditions described above. Diagrams
of dependency of the benzidine peak areas on its
concentrations in the standard solutions are shown
in Fig. 3. The slope factor b of the calibration curve
(Fig. 3.) with the equation y = bx + g, characterising
the sensitivity of the method, is 2.89. The linearity
of the calibration curve is characterised by the
value of the correlation coefficient. The correlation
factor ris 1.

800
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y=2,89x+4,18 i
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Stezenie benzydyny / Concentration of benzidine, ng/ml

Rys. 3. Wykres zaleznosci powierzchni pikéw od stezenia benzydyny w roztworach wzorcowych. Kolumna Ultra C18, temperatura kolum-

ny 40 °C, detektor FLD

Fig. 3. Diagram of the relationship between the peak area and the concentration of benzidine in the standard solutions. Ultra C18 column,

column temperature 40 °C, FLD detector

W celu oceny precyzji oznaczen kalibracyjnych
przygotowano trzy serie po osiem roztworéw ro-
boczych benzydyny w metanolu o stezeniach: 12;
120 i 240 ng/ml. Dla kazdego roztworu wykonano
po dwa pomiary chromatograficzne w warunkach
identycznych z tymi przy wykonaniu oznaczen
kalibracyjnych. Na podstawie uzyskanych wynikéw
obliczono odchylenie standardowe i wspotczynnik
zmiennos$ci. Wartoéci charakteryzujace precyzje
oznaczen kalibracyjnych zestawiono w tabeli 4.
Wspolczynniki zmiennoéci dla kolejnych pozio-
moéw stezenia wynosza odpowiednio: 2,85; 1,65
i0,53%.

Badanie trwatosci probek

Trwalo$¢ pobranych prébek powietrza badano po
1 dniu oraz po: 3, 5, 7 i 10 dniach przechowywa-
nia w eksykatorze po zabezpieczeniu filtrow przed
dzialaniem promieni stonecznych. Wyniki przed-
stawiono w tabeli 5.
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To assess the precision of the calibration
determinations, three series of eight working solutions
of benzidine in methanol were prepared in the
following concentrations: 12; 120 and 240 ng/ml. For
each solution, two chromatographic measurements
were performed under conditions identical to those
of the calibration determinations. On the basis of
the results obtained, the standard deviation and
the coefficient of variation were calculated. The
values characterising the precision of the calibration
determinations are listed in Table 4. The coefficients
of variation for successive concentration levels are:
2.85; 1.65 and 0.53%, respectively.

Durability testing of samples

The durability of the air samples collected was
tested after 1 day and after: 3, 5, 7 and 10 days
of storage in the desiccator after protecting the
filters against the effects of sunlight. The results are
presented in Table 5.
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Tabela 4. Precyzja oznaczef kalibracyjnych benzydyny. Kolumna Ultra C18, temperatura kolumny 40 °C, detektor FLD

Table 4. Precision of the calibration determinations of benzidine. Ultra C18 column, column temperature 40 °C, FLD detector

Seria pomiar6w / Measurement series (n = 8)

Badany parametr / Tested parameter | | "
Stezenie roztworu / Solution concentration, ng/ml 12 120 240
Srednia powierzchnia piku / Average area of peak 32,95 324,39 647,05
Odchylenie standardowe / Standard deviation 0,94 5,35 3,44
Wsp6tczynnik zmiennosci / Coefficient of variation, % 2,85 1,65 0,53
Srednia precyzja — $redni wspétczynnik zmiennosci dla zakresu pomiarowego /

- e L 1,93
Average precision — mean coefficient of variation for the measurement range, %

Tabela 5. Trwatos¢ probek przechowywanych w eksykatorze. Kolumna Ultra C18, temperatura kolumny 40 °C, detektor FLD
Table 5. Durability of samples stored in the desiccator. Ultra C18 column, column temperature 40 °C, FLD detector

. Czas przechowywania, ¢ . . .
U i liczba dni STELlLS p(;liié)vt\)lmerzchnl Srednia QOdchylenie standardowe
Filter Storage time, number Average Standard deviation
number Average area of peaks

of days

1 255,00
2 1 249,30 252,15 4,0
1 228,50
2 3 25110 239,80 16,0
1 235,90
2 5 255,65 245,78 14,0
1 278,05
2 7 204.40 241,23 52,1
1 258,05
2 10 293,30 275,68 24,9

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwier-
dzono, ze probki przechowywane w temperaturze
pokojowej (2012 °C) zachowujg trwalos$¢ co naj-
mniej 7 dni.

Wyznaczenie granicy wykrywalnosci
i oznaczalnosci

Granice wykrywalno$ci oraz granice oznaczalnosci
wyznaczono na podstawie wynikow analizy trzech
Slepych prob. Granice wykrywalnosci obliczono na
podstawie wartosci odchylenia standardowego S,
zbioru sygnalow dla slepej proby i kata nachylenia
krzywej kalibracji — wspoélczynnika kierunkowego
b krzywej kalibracji (rys. 3.) o réwnaniu y = bx + a.
Do obliczenia wartosci granicy wykrywalnosci wy-
korzystano zaleznos¢:

LOD =

62

On the basis of the results obtained, it was
found that samples stored at room temperature
(2042 °C) remain stable for at least 7 days.

Determination of the limit
of detection and quantification

Thelimit of detection and the limit of quantification
were determined on the basis of the results of the
analysis of three blank tests. The limit of detection
was calculated from the standard deviation values
S, of a set of signals for the blank test and the angle
of inclination of the calibration curve — directional
factor b of the calibration curve (Fig. 3.) with
the equation y = bx + a. To calculate the limit of
detection, the following equation was used:

3,3.S,
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W celu obliczenia odchylenia standardowe-
go wynikéw uzyskanych dla serii probek slepych
przeprowadzono dziesie¢ niezaleznych pomiaréw
powierzchni piku o czasie retencji benzydyny dla
trzech niezaleznie przygotowanych Slepych préb
(prébka przygotowana identycznie jak probka rze-
czywista, bez benzydyny).

Granica oznaczalnosci (LOQ) jest wielokrot-
no$ciag wyznaczonej wartosci granicy wykrywal-
nosci (LOD) i obliczono jg ze wzoru:

In order to calculate the standard deviation of
the results obtained for a series of blank samples,
ten independent measurements of the peak area
with a benzidine retention time were carried out
for three independently prepared blank samples
(sample prepared identical to the actual sample,
without benzidine).

The limit of quantification (LOQ) is a multiple
of the determined limit of detection (LOD) and is
calculated by the formula:

LOQ =3-LOD.

Wyniki przedstawiono w tabeli 6. The results are presented in Table 6.

Tabela 6. Wyznaczanie granicy wykrywalno3cii oznaczalnosci benzydyny dla wartosci parametrow regresyjnych krzywej wzorcowej sporza-
dzonej z roztwordéw wzorcowych w metanolu. HPLC-FLD, kolumna Ultra C18

Table 6. Determination of the limit of detection and determination of benzidine for the regression parameter values of the calibration curve
made from standard solutions in methanol. HPLC-FLD, Ultra C18 column

Badany parametr / Slepe préby / Blank tests

Tested parameter 1 2 3
0,12 0,047 0,0088
0,12 0,049 0,0084
omn 0,049 0,0086

Powierzchnia piku

chromatograficznego 012 0,042 0,0043

o czasie retencji benzydyny on 0,055 0,0047

Chromatographic peak area on 0,060 0,0051

::I,IT:Z benzidine retention 0 0,044 0,0034
0,12 0,044 0,0037
0,13 0,054 0,0080
0,13 0,043 0,0087

Odchylenie standardowe

wynikéw uzyskanych dla

serii probek slepych, S,

0,008 0,006 0,002

Standard deviation of the

results obtained for a series

of blank samples, S,

Odchylenie standardowe wynikéw uzyskanych dla serii prébek slepych, S, 0,0054

Standard deviation of the results obtained for a series of blank samples, S,

Réwnanie krzywej kalibracji / Calibration curve equation: y = bx+ a y=2,89x+4,18

Wsp6tczynnik kierunkowy krzywej kalibracji / Directional coefficient of the calibration curve, b 2,89

Granica wykrywalnosci / Limit of detection, LOD, pg/ml 6,2

Granica oznaczalnosci / Limit of quantification, LOQ, pg/ml 18,5

Kalibracja z filtrow po ekstrakcji
do fazy statej (SPE)

Ze wzgledu na wieloetapowy sposéb przygo-
towania probki do analizy przyjeto, ze krzywa
kalibracyjna bedzie przygotowywana poprzez
nanoszenie na filtry roztworéw wzorcowych
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Calibration from filters after solid
phase extraction (SPE)

Due to the multistage method of preparing the
sample for analysis, it was assumed that the
calibration curve would be prepared by applying
standard solutions with increasing concentrations
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o wzrastajacych stezeniach. Przy takim sposo-
bie sporzadzania krzywej kalibracji nie ma ko-
niecznosci wyznaczania wspolczynnika odzysku,
poniewaz filtry z benzydyng pobierang na sta-
nowiskach pracy beda poddawane takiej samej
procedurze przygotowania do analizy, jak filtry
z substancja naniesiong w laboratorium do spo-
rzadzenia krzywej kalibracyjnej. Ewentualne
straty substancji wynikajace ze sposobu przygo-
towania probki do analizy bedg identyczne w obu
przypadkach.

Oznaczanie kalibracyjne wykonywano dla
osiemnastu filtréw z naniesionym kwasem siar-
kowym(VI). Na kazde trzy filtry naniesiono
kolejno: 10; 20; 30; 50; 100 i 200 ul (trzy serie
kalibracyjne) roztworu wzorcowego benzydyny w
metanolu o stezeniu 1,2 pg/ml i pozostawiono do
nastepnego dnia. Nastepnie probki przygotowano
do analizy wedlug procedury przedstawionej na
rysunku 2. Uzyskane w ten sposob roztwory ka-
libracyjne poddano analizie chromatograficznej
i sporzadzono wykres zaleznosci powierzchni
pikéw benzydyny od masy substancji naniesionej
na filtr (rys. 4.).

on the filters. With this method of creating the
calibration curve, it is not necessary to determine
the recovery factor, since the filters with benzidine
collected at workplaces will be subjected to the
same procedure of preparation for analysis as the
filters coated with the substance in the laboratory
for the preparation of the calibration curve.
Possible losses of the substance resulting from the
method of sample preparation for analysis would
be identical in both cases.

Calibration determination was performed
for eighteen filters coated with sulphuric acid.
The following was applied successively on each
three filters: 10; 20; 30; 50; 100 and 200 pl (three
calibration series) of the standard solution of
benzidine in methanol at 1.2 pg/ml and was left
until the next day. Then the samples were prepared
for analysis in accordance with the procedure
presented in Fig. 2. The calibration solutions
obtained were subjected to chromatographic
analysis and a diagram was drawn up showing the
relation between the surface of benzidine peaks
and the weight of the substance applied to the filter
(Fig. 4.).
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Rys. 4. Wykres zaleznodci powierzchni pikdw od masy benzydyny naniesionej na filtr. Kolumna Ultra C18, temperatura kolumny

40 °C, detektor FLD

Fig. 4. Diagram of the relationship between the peak area and the weight of benzidine applied to the filter. Ultra C18 column, column

temperature 40 °C, FLD detector
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Wspolczynnik nachylenia b krzywej kalibracji
(rys. 4.) o réwnaniu y = bx + a, charakteryzujacy
czulos¢ metody, wynosi 1,82. Wspdlczynnik kore-
lacji r charakteryzujacy liniowos$¢ krzywej wzor-
cowej wynosi 0,9997. Przy takim sposobie prze-
prowadzania kalibracji wydajnos¢ odzysku jest
uwzgledniona w krzywej wzorcowej.

Walidacja metody

Walidacj¢ metody przeprowadzono wedlug
wytycznych zawartych w normie PN-EN 482.
Granice wykrywalnosci i granice oznaczalnosci
wyznaczono na podstawie wynikéw analiz trzech
niezaleznie przygotowanych slepych prob w taki
sam sposob, jak przedstawiono wyzej. Wyni-
ki wyznaczania granicy wykrywalnosci i ozna-
czalnoéci benzydyny dla wartosci parametréow
regresyjnych krzywej wzorcowej sporzadzonej
z filtréw z uwzglednieniem odzysku/desorpcji
przedstawiono w tabeli 7.

Dane walidacyjne uzyskane na podstawie prze-
prowadzonych badan przedstawiono w tabeli 8.

Benzydyna. Metoda oznaczania w powietrzu na stanowiskach pracy
Benzidine. Determination in workplace air

The slope factor b of the calibration curve (Fig.
4.) with the equation y = bx + a, characterising the
sensitivity of the method, is 1.82. The correlation
factor r, characterising the linearity of the standard
curve, is 0.9997. With this method of calibration,
the recovery efficiency is taken into account in the
calibration curve.

Method validation

The method was validated according to the
guidelines included in Standard No. PN-EN
482. The limit of detection and the limit of
quantification were determined on the basis of
the results of the analyses of three independently
prepared blank samples in the same way as shown
above. The results of the determination of the limit
of detection and quantification of benzidine for the
regression values of the standard curve made from
filters taking into account recovery/desorption are
shown in Table 7.

The validation data obtained on the basis of the
tests performed are presented in Table 8.

Tabela 7. Wyznaczanie granicy wykrywalnosci i oznaczalnosci benzydyny dla wartosci parametrow regresyjnych krzywej wzorcowej sporza-
dzonej z uwzglednieniem odzysku (roztwory z filtréw). HPLC-FLD, kolumna Ultra C18

Table 7. Determination of the limit of detection and quantification of benzidine for the regression parameter values of the calibration curve
prepared taking into account recovery (solutions from filters). HPLC-FLD, Ultra C18 column

Parametr / Parameter Wartos¢ / Value
Odchylenie standardowe wynikdw uzyskanych dla serii prébek slepych, S, 0,0054
Standard deviation of the results obtained for a series of blank samples, S,
Réwnanie krzywej kalibracji / Calibration curve equation: y = bx+a y=182x+228
Wsp6tczynnik kierunkowy krzywej kalibracji / Directional coefficient of the calibration curve, b 1.82
Granica wykrywalnosci / Limit of detection, pg/ml 9.8
Granica oznaczalnoici / Limit of quantification, pg/ml 29,4

Tabela 8. Parametry walidacyjne metody oznaczania benzydyny

Table 8. Validation parameters of the method for determining benzidine
Parametr / Parameter Wartos¢ / Value
Zakres pomiarowy / Measurement range 0,1+2ug/m?
llo3¢ pobranego powietrza / Amount of air collected 1201
Zakres krzywej wzorcowej / Calibration curve range 12+ 240 ng/ml

Granica wykrywalnosci / Limit of detection

Granica oznaczalnosci / Limit of quantification

Catkowita precyzja badania / Total precision of the test
Wzgledna niepewnos¢ catkowita / Total relative uncertainty

Niepewnos¢ rozszerzona / Expanded uncertainty

9,8 pg/ml (0,082 ng/m?)
29,4 pg/ml (0,25 ng/m?)
5,36%

12%

23%
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PODSUMOWANIE / CONCLUSION

W wyniku badan opracowano metod¢ oznaczania
benzydyny w powietrzu na stanowiskach pracy
z zastosowaniem wysokosprawnego chromato-
grafu cieczowego z detektorem fluorescencyj-
nym. Metoda polega na przepuszczeniu badanego
powietrza zawierajacego benzydyne przez filtr
z widkna szklanego z naniesionym kwasem siar-
kowym(VI). Po odzysku woda i roztworem wo-
dorotlenku sodu, a nastgpnie ekstrakcji do cia-
fa stalego na kolumienkach Oasis HLB roztwor
benzydyny w metanolu jest analizowany z zasto-
sowaniem kolumny Ultra C18 (250 x 4,5 mm,
5 um). Krzywa kalibracji sporzadzano poprzez
naniesienie benzydyny na filtry. Przy takim spo-
sobie wyznaczania krzywej kalibracji nie jest wy-
magane wyznaczanie wspolczynnika odzysku/
desorpcji. To z kolei powoduje zmniejszenie ilosci
wykonywanych czynnosci, a w rezultacie skrécenie
czasu analizy i zmniejszenie zuzycia odczynnikéw.

Opracowana metoda umozliwia oznacza-
nie benzydyny w zakresie stezen 0,1 + 2 pg/m’.
Metoda charakteryzuje si¢ dobra precyzja oraz do-
ktadnoscig i moze by¢ wykorzystywana do ozna-
czania benzydyny w powietrzu na stanowiskach
pracy w celu oceny narazenia pracownikéw na te
substancje.

As a result of the research, a method for the
determination of benzidine in the air at workplaces
was developed using a high-performance liquid
chromatograph with a fluorescence detector. The
method consists of passing the tested air containing
benzidine through a glass fibre filter coated with
sulphuric acid. After recovery with water and
sodium hydroxide solution, and then extraction
to a solid on Oasis HLB cartridges, the solution of
benzidine in methanol is analysed using the Ultra
C18 column (250 x 4.5 mm, 5 um). The calibration
curve was prepared by applying benzidine to the
filters. With this method of determination of
the calibration curve, no recovery/desorption
rate determination is required. This in turn
reduces the number of operations performed and
consequently reduces the time of the analysis and
reagent consumption.

The prepared method allows for the
determination of benzidine within the range of
concentrations of 0.1+2 ug/m’. The method is
characterised by optimum precision and accuracy
and may be used for the determination of benzidine
in workplace air in order to assess the exposure of
workers to the substance.
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ZAYACZNIK / APPENDIX

PROCEDURA ANALITYCZNA OZNACZANIA BENZYDYNY
W POWIETRZU NA STANOWISKACH PRACY

ANALYTICAL PROCEDURE FOR THE DETERMINATION OF BENZIDINE
IN WORKPLACE AIR

1. Zakres procedury

W niniejszej procedurze podano metod¢ oznacza-
nia benzydyny w powietrzu na stanowiskach pracy
z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z detektorem fluorescencyjnym. Metode
stosuje sie podczas kontroli warunkéw sanitarno-
higienicznych.

Najmniejsze stezenie benzydyny, jakie mozna
oznaczy¢ w warunkach pobierania probek powie-
trza i wykonania oznaczania opisanych w proce-
durze, wynosi 0,1 pg/m* (dla probki powietrza
o objetosci 120 1).

2. Powotania normatywne

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

3. Zasada metody

Metoda polega na przepuszczeniu badanego
powietrza zawierajacego benzydyne przez filtr
z widkna szklanego z naniesionym kwasem siarko-
wym(VI), wymyciu osadzonej na filtrze benzydyny
woda i roztworem wodorotlenku sodu, ekstrakeji
do fazy stalej w celu wzbogacenia analitu oraz wy-
miany rozpuszczalnika na metanol i analizie chro-
matograficznej otrzymanego roztworu.

4. Wytyczne ogdlne

4.1. Doktadno$¢ wazenia
O ile nie zaznaczono inaczej, substancje stosowane
w analizie nalezy wazy¢ z dokladnoscia do 0,0002 g.
4.2. Postepowanie z substancjami niebez-
piecznymi
Czynnosci, podczas ktérych uzywa sie rozpuszczal-
nikéw organicznych, nalezy wykonywac z uzyciem
srodkéw ochrony indywidualnej, pod sprawnie
dzialajagcym wyciagiem laboratoryjnym. Pozostate
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1. Scope of the procedure

This procedure describes the method for
determining benzidine in workplace air using
high-performance liquid chromatography with
a fluorescence detector. The method is used during
the inspection of sanitary and hygiene conditions.

The smallest concentration of benzidine that
can be determined under the air sampling and
marking conditions described in the procedure is
0.1 pg/m’ (for a 120-litre air sample).

2. Normative references

Standard No. PN-Z-04008-7 Air purity protection
- Sampling - Rules for sampling air in the working
environment and interpretation of the results.

3. Method principle

The method consists of passing the tested air
containing benzidine through a glass fibre filter
coated with sulphuric acid, washing off the
benzidine deposited on the filter with water and
sodium hydroxide solution, extraction to solid
phase to enrich the analyte and the replacement
of the solvent with methanol and chromatographic
analysis of the solution obtained.

4. General guidelines

4.1. Weighing accuracy
Unless otherwise indicated, the substances used in
the analysis should be weighed to the accuracy of
0.0002 g.

4.2. Handling of dangerous substances
Operations involving the use of organic solvents
should be carried out with personal protective
equipment under a well-functioning laboratory
fume hood. After analysis, solutions of reagents
and standards should be collected in specially
designated containers and transferred for disposal
to authorised institutions.

69



Anna Jezewska, Agnieszka WoZnica

po analizie roztwory odczynnikéw i wzorcdw na-
lezy gromadzi¢ w przeznaczonych do tego celu po-
jemnikach i przekazywa¢ do utylizacji w uprawnio-
nych instytucjach.

5. Odczynniki, roztwory i materiaty

O ile nie zaznaczono inaczej, do analizy nalezy
stosowac substancje o stopniu czystosci co naj-
mniej cz.d.a.

5.1. Benzydyna

5.2. Metanol
Stosowa¢ metanol o czystosci do HPLC.

5.3. Kwas octowy
Stosowacé roztwdr w wodzie o ulamku objetoscio-
wym 0,1%.

5.4. Kwas siarkowy(VT)

Stosowac roztwor o stezeniu ¢(H,SO,) = 0,26 mol/l.

5.5. Wodorotlenek sodu
Stosowac roztwor o stezeniu ¢(NaOH) = 0,135 mmol/l.

5.6. Wodorotlenek sodu
Stosowad roztwdr o stezeniu ¢(NaOH) = 0,135 mol/L.

5.7. Woda
Stosowac¢ wode destylowang o czystosci do HPLC
zwang w dalszej czesci procedury woda.

5.8. Roztwdr wzorcowy podstawowy benzydyny
Do zwazonej kolby pomiarowej o pojemnosci
100 ml odwazy¢ okoto 24 mg benzydyny wg punk-
tu 5.1., uzupelni¢ do kreski metanolem wg punktu
5.2. i dokladnie wymiesza¢. Stezenie benzydyny
w tak przygotowanym roztworze wynosi okoto
0,24 mg/ml.

Roztwor przechowywany w chtodziarce zacho-
wuje trwalo$¢ co najmniej 7 dni.

5.9. Roztwdr wzorcowy posredni benzydyny
Do kolby pomiarowej o pojemnosci 10 ml prze-
nies¢ 50 pl roztworu wzorcowego podstawowego
benzydyny wg punktu 5.8., uzupelni¢ do kreski
metanolem wg punktu 5.2. i zawarto$¢ dokladnie
wymiesza¢. Zawarto$¢ benzydyny w 1 ml tak przy-
gotowanego roztworu wynosi 1,2 ug.

Roztwor — przechowywany w
zachowuje trwalo$¢ co najmniej 7 dni.

5.10. Filtry
Filtry z wltdkna szklanego o $rednicy 37 mm. Na
filtry nanosi¢ po 0,5 ml kwasu siarkowego(VI)
wg punktu 5.4. i pozostawi¢ do wyschnigcia.
Suche filtry przechowywa¢ w szczelnie zamknie-
tym naczyniu.

5.11. Kolumienki do ekstrakeji
Stosowac dostepne w handlu kolumienki do eks-
trakeji do fazy stalej o pojemnosci 1 ml, wypelnione

chlodziarce
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5. Reagents, solutions and materials

Unless otherwise specified, substances with at least
analytical purity grade.

5.1. Benzidine

5.2. Methanol
For HPLC, use high-purity grade methanol.

5.3. Acetic acid
Use a solution in water with a 0.1% volumetric
fraction.

5.4. Sulphuric acid
Use a solution with a concentration of ¢(H,SO,) =
0.26 mol/l.

5.5. Sodium hydroxide
Use a solution with a concentration of ¢((NaOH) =
0.135 mmol/l.

5.6. Sodium hydroxide
Use a solution with a concentration of ¢((NaOH) =
0.135 mol/L.

5.7. Water
For HPLC, use distilled water of high purity,
hereinafter called water.

5.8. Standard primary benzidine solution
Place approximately 24 mg of benzidine in
a weighed measuring flask of 100 ml as per section
5.1, fill up with methanol up to the marked
level as per section 5.2. and mix thoroughly. The
concentration of benzidine in a solution prepared
in this way is about 0.24 mg/ml.

If stored in a refrigerator, the solution should
remain stable for at least 7 days.

5.9. Standard intermediate benzidine solution
Transfer 50 pl of the standard primary benzidine
solution to a 10 ml volumetric flask as per section
5.8., fill up to the marked level with methanol as
per section 5.2. and mix the contents thoroughly.
The content of benzidine in 1 ml of a solution
prepared in this way is 1.2 pg.

If stored in a refrigerator, the solution should
remain stable for at least 7 days.

5.10. Filters
Glass fibre filters with a diameter of 37 mm. Apply
0.5 ml of sulphuric acid to the filters as per section
5.4. and leave to dry. Store the dry filters in a sealed
vessel.

5.11.Extraction cartridges
It is necessary to use commercially available
solid-phase extraction cartridges with a capacity
of 1 ml, filled with 30 milligrams of sorbent
(N-vinylpyrrolidone and divinylbenzene co-
polymer).
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30-miligramowa warstwa sorbentu (kopolimer
N-winylopirolidonu i diwinylobenzenu).

6. Przyrzady pomiarowe i sprzet pomocniczy

Stosowac typowy sprzet laboratoryjny oraz naste-
pujacy:

6.1. Chromatograf cieczowy
Chromatograf cieczowy z detektorem fluorescen-
cyjnym.

6.2. Kolumna chromatograficzna
Kolumna chromatograficzna umozliwiajaca ozna-
czanie benzydyny w obecnosci innych substancji
wystepujacych jednoczesnie w badanym powietrzu,
np. kolumna wypelniona zelem krzemionkowym
modyfikowanym grupg oktadecylowa o uziarnieniu
5 um, o dlugosci 250 mm i $rednicy wewnetrznej
4,6 mm.

6.3. Pompa ssaca
Pompa ssaca umozliwiajaca pobieranie powietrza
ze stalym strumieniem objetosci wg rozdziatu 7.

6.4. Kolby stozkowe
Kolby stozkowe o pojemnosci 25 ml wyposazone
w korki.

6.5. Strzykawki do cieczy
Strzykawki do cieczy o pojemnosci 10 + 2 500 pl.

6.6. Zestaw prozniowy do ekstrakcji do fazy

stalej.

7. Pobieranie prébek powietrza

Probki powietrza nalezy pobiera¢ wg PN-Z-
-04008-7. W miejscu pobierania prébek przez filtr
wg punktu 5.10. przepusci¢ 120 1 badanego po-
wietrza ze stalym strumieniem objetosci nie wigk-
szym niz 120 I/h.

Pobrane probki przechowywane w chlodziarce
zachowuja trwalo$¢ co najmniej 7 dni.

8. Warunki pracy chromatografu

Warunki pracy chromatografu nalezy dobra¢
tak, aby uzyska¢ rozdzielenie benzydyny od in-
nych substancji wystepujacych jednoczesnie
w badanym powietrzu. W przypadku stosowania
kolumny o parametrach podanych w punkcie 6.2.
przyktadowe warunki oznaczania sg nastgpujace:
- faza ruchoma: metanol:
kwas octowy wg punktu 5.3. 90: 10
- temperatura kolumny 40 °C
- natezenie przeplywu
strumienia fazy ruchomej 0,6 ml/min
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6. Measuring instruments
and auxiliary equipment

Use typical laboratory equipment and the
following:
6.1. Liquid chromatograph
Liquid chromatograph with fluorescence detector.
6.2. Chromatographic column
Chromatographic column allowing for determina-
tion of benzidine in the presence of other substances
simultaneously occurring in the tested air, e.g.
a column filled with silica gel modified with an
octadecyl group with a grain size of 5 um, length of
250 mm and internal diameter of 4.6 mm.
6.3. Suction pump
Suction pump for air intake with constant
volumetric flow rate in accordance with section 7.
6.4. Conical flasks
25 ml conical flasks equipped with plugs.
6.5. Syringes for liquids
Syringes for liquids with a capacity of 10+2,500 pl.
6.6. Vacuum set for extraction to solid phase.

7. Collection of air samples

Air samples should be taken in accordance with
Standard No. PN-Z-04008-7. Pass 120 1 of tested
air at a constant volumetric flow rate of not more
than 120 I/h through the filter as per Section 5.10.

If stored in a refrigerator, the samples collected
should remain stable for at least 7 days.

8. Chromatograph operating conditions

The chromatograph operating conditions should
be selected so as to obtain separation of benzidine
from other substances present simultaneously in
the air under test. If a column with the parameters
specified in Section 6.2. is used, the examples of
determination conditions are as follows:
- mobile phase: methanol:
acetic acid as per section 5.3. 90:10

- column temperature 40°C
- mobile phase volumetric
flow rate 0.6 ml/min

- fluorescence detection
analytical wave length:

— excitation 288 nm
— emission 389 nm
- sample dose 10 pl.
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- dlugos¢ fali analitycznej
detektora fluorescencyjnego:

- wzbudzenie 288 nm
- emisja 389 nm
- dozowanie probki 10 pl.

9. Sporzadzanie krzywej wzorcowej

Na sze$¢ filtrow wg punktu 5.10. umieszczo-
nych w kolbach stozkowych wg punktu 6.4.
nanie$¢ roztwdér wzorcowy posredni benzydy-
ny wg punktu 5.9. w ilosci: 10; 20; 30; 50; 100
i 200 pl. Filtry pozostawi¢ do wyschniecia. Na-
stepnie doda¢ po 2 ml wody, kolby zamkng¢
i pozostawi¢ na okoto 1 h. Doda¢ 3 ml wodoro-
tlenku sodu wg punktu 5.6. i pozostawi¢ kolby
na 30 min, wstrzasajac co pewien czas ich za-
wartoscig. Po tym czasie roztwory znad filtréw
przenie$¢ na kolumienki do ekstrakeji wg punktu
5.11. wezesniej kondycjonowane kolejno: 1 ml me-
tanolu wg punktu 5.2. i 1 ml wodorotlenku sodu
wg punktu 5.5. Po sorpcji analitu zloze przemy¢
1 ml wody i suszy¢ co najmniej 5 min pod préznia
wg punktu 6.6. Po tym czasie desorbowac¢ analit
ze zloza 1 ml metanolu wg punktu 5.2. Zawar-
tos¢ benzydyny w 1 ml tak uzyskanych roztwo-
réw wynosi odpowiednio: 12; 24; 36; 60; 120
i 240 ng. Do chromatografu wprowadzi¢ dwukrot-
nie po 10 ul tak uzyskanych roztworéw. Odczytac
powierzchnie pikéw wg wskazan integratora i ob-
liczy¢ $rednig arytmetyczng. Réznica miedzy wy-
nikami a warto$cig $rednig nie powinna by¢ wigk-
sza niz 5% wartosci $redniej. Nastepnie wykresli¢
krzywa wzorcows, odkladajac na osi odcietych
zawarto$¢ benzydyny, w nanogramach, a na osi
rzednych - odpowiadajace $rednie powierzchnie
pikow.

10. Wykonanie oznaczania

Po pobraniu prébki powietrza filtr przenies¢
do kolby stozkowej wg punktu 6.4., doda¢ 2 ml
wody i dalej postepowac tak jak przy sporza-
dzaniu krzywej wzorcowej wg rozdzialu 9. Do
chromatografu wprowadzi¢ dwukrotnie po 10 pl
roztworéw w metanolu. Odczyta¢ z uzyskanych
chromatograméw powierzchnie pikéw benzy-
dyny wg wskazan integratora i obliczy¢ $red-
nig arytmetyczng. Roznica miedzy wynikami
a warto$cig Srednig nie powinna by¢ wigksza niz
5% wartodci $redniej. Mase benzydyny odczytaé
z krzywej wzorcowe;j.
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9. Drawing up a calibration curve

Apply the standard intermediate solution of
benzidine as per Section 5.9 to six filters as per
Section 5.10. placed in conical flasks as per Section
6.4. in the amount of: 10; 20; 30; 50; 100 and 200 pl.
Leave the filters to dry. Then add 2 ml of water, close
the flasks and leave them for about 1 h. Add 3 ml of
sodium hydroxide as per section 5.6 and leave the
flasks for 30 min, shaking them from time to time.
After that time, the solutions from above the filters
should be transferred to the extraction cartridges
as per section 5.11., previously conditioned in
succession: 1 ml of methanol as per section 5.2
and 1 ml of sodium hydroxide as per section 5.5.
After the analyte is absorbed, wash the bed with
1 ml of water and dry for at least 5 minutes under
vacuum as per section 6.6. After that time, desorb
the analyte from the bed with 1 ml of methanol as
per section 5.2. The content of benzidine in 1 ml of
the solutions obtained in this way is respectively:
12; 24; 36; 60; 120 and 240 ng. Introduce 10 ul of
these solutions twice to the chromatograph. Read
the peak areas as indicated by the integrator and
calculate the arithmetic mean. The difference
between the results and the mean value should
not be greater than 5% of the mean value. Then
it is necessary to plot the calibration curve by
plotting the content of benzidine on the x axis in
nanograms and the corresponding average peak
areas on the y axis.

10. Marking

After taking the air sample, the filter must be
transferred to a conical flask as per section 6.4.,
then add 2 ml of water and proceed as in the
preparation of the calibration curve as per section
9. Introduce 10 pl of the solutions in methanol
twice to the chromatograph. Read from the
obtained chromatograms the areas of the benzidine
peaks as indicated by the integrator and calculate
the arithmetic mean. The difference between the
results and the mean value should not be greater
than 5% of the mean value. Read the mass of
benzidine from the calibration curve.
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11. Obliczanie wyniku oznaczania 11. Calculation of the determination result

The concentration of benzidine (X) in the air
under test should be calculated in micrograms per
cubic metre from the formula:

Stezenie benzydyny (X) w badanym powietrzu
obliczy¢ w mikrogramach na metr sze$cienny na
podstawie wzoru:

X==,
\4

w ktérym: where:

m - masa benzydyny odczytana z krzywej
wzorcowej, w nanogramach,
V - objetos¢  powietrza
przez filtr, w litrach.

przepuszczonego

m - mass of benzidine, expressed from the
calibration curve, in nanograms,

V - volume of air passed through the filter, in
litres.
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