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Streszczenie

4-Chloro-2-toliloamina (4-CTA) jest cialem stalym wystepujacym w postaci szaro-biatych, krystalicznych ptat-
kow. Jest dobrze rozpuszczalna w wodzie i etanolu, natomiast stabo rozpuszczalna w tetrachlorku wegla. Obec-
nie 4-chloro-2-toliloamina jest stosowana jako barwnik w immunochemii i biologii molekularnej, a takze jako je-
den z odczynnikéw w kolorymetrycznej metodzie stosowanej do potwierdzania autentycznosci lekdw. Zwiazek moze
wywolywa¢ takie niepozadane skutki, jak: dzialanie methemoglobinotworcze, podraznienia skory i oczu, ostre krwo-
toczne zapalenie pecherza moczowego. 4-Chloro-2-toliloamina wykazuje dzialanie mutagenne i genotoksyczne, jest
réwniez podejrzewana o dzialanie rakotwoércze (rak pecherza moczowego). Celem prac badawczych bylo opracowa-
nie i walidacja metody oznaczania 4-chloro-2-toliloaminy w powietrzu na stanowiskach pracy. Opracowana metoda
oznaczania 4-chloro-2-toliloaminy polega na pochlanianiu tej substancji na filtrze z wldkna szklanego (nasaczonego
kwasem solnym) oraz na zelu krzemionkowym (pokrytym kwasem solnym), ekstrakeji za pomocg metanolu i chro-
matograficznej analizie otrzymanego roztworu. Do badan wykorzystano chromatograf cieczowy z detektorem spek-
trofotometycznym (HPLC-UV-VIS), wyposazony w kolumne Supelco Discovery wypelniong zlozem typu C-18.
Opracowana metoda jest liniowa w zakresie stezen 0,2 + 4,0 ug/ml, co odpowiada zakresowi 0,002 + 0,04 mg/m’ dla
probki powietrza o objetosci 200 1. Opisana metoda analityczna umozliwia oznaczanie 4-chloro-2-toliloaminy w po-
wietrzu na stanowiskach pracy w obecnosci substancji wspotwystepujacych. Metoda charakteryzuje sie dobra precy-
zjg oraz dokladno$cig i spelnia wymagania zawarte w normie europejskiej PN-EN 482 dla procedur dotyczacych
oznaczania czynnikéw chemicznych. Opracowana metoda oznaczania 4-chloro-2-toliloaminy w powietrzu na stanowi-
skach pracy zostala zapisana w postaci procedury analitycznej, ktorg zamieszczono w zalaczniku. 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: 4-chloro-2-toliloamina, metoda analityczna, narazenie zawodowe, wysokosprawna chromatografia cie-
czowa, nauki o zdrowiu, inZynieria srodowiska.

' Opracowano na podstawie wynikow V etapu programu wieloletniego ,,Poprawa bezpieczefstwa i warunkow pracy”, finansowanego
w latach 2020-2022 w zakresie badan naukowych i prac rozwojowych przez ministra wlasciwego ds. nauki/Narodowe Centrum Badan
i Rozwoju (projekt nr II.LPB.02 pt.: Opracowanie metod oznaczania 12 szkodliwych substancji chemicznych w powietrzu na stanowi-
skach pracy do oceny narazenia zawodowego).

Koordynator programu: Centralny Instytut Ochrony Pracy — Panstwowy Instytut Badawczy.
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Abstract

4-chloro-o-toluidine (4-CTA) at room temperature is a gray to white solid flakes with a weak fishy odor. It is soluble
with water or ethanol, slightly soluble in carbon tetrachloride. Currently, it is used as a stain in immunochemistry
and molecular biology or as a standard in colorimetric method for medicines identity. 4-CTA can cause many adverse
effects like skin or eye irritation, methemoglobinemia and hematuria. 4-CTA indicates mutagenic and genotoxic
effects and is suspected to be carcinogenic to humans (bladder cancer). The aim of this study was to develop and
validate a method for determining 4-CTA in workplace air. The developed method for determining 4-CTA is based on
the collection of 4-CTA on glass fiber filters impregnated with hydrochloric acid connected to sorbent tube filed with
two sections of silica gel coated with hydrochloric acid. Filters and sorbent are extracted with methanol and resulted
solution is analysed with high performance liquid chromatography with spectrophotometric detection. The study was
performed using a liquid chromatograph equipped with Supelco Discovery C-18 column. The developed method is
linear in the concentration range of 0.2-4.0 pg/ml, which is equivalent to the range of 0.002-0.04 mg/m® for 200-L air
sample. The analytical method described in this paper makes it possible to determine 4-CTA in workplace air in the
presence of other substances. The method is precise, accurate and it meets the criteria for procedures for determining
chemical agents listed in Standard No. PN-EN 482. The developed method of determining 4-CTA in workplace air 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: 4-chloro-o-toluidine, analytical method, occupational exposure, high performance liquid chromatography,
health sciences, environmental engineering.

WPROWADZENIE

4-Chloro-2-toliloamina (4-CTA) jest cialem sta-
tym wystepujacym w postaci szaro-biatych, kry-
stalicznych platkéw. Jest dobrze rozpuszczalna
w wodzie i etanolu, natomiast stabo rozpuszczal-
na w tetrachlorku wegla (Kilanowicz i in. 2020;
PubChem 2020).

4-Chloro-2-toliloamine mozna  otrzymac
w  wyniku reakcji chlorowania: o-toluidyny,
2-formylotoluenu albo 2-acetyloaminotoluenu,
a nastepnie otrzymany produkt poddaje si¢ hy-
drolizie lub alkoholizie (IARC 1990).

W warunkach narazenia zawodowego 4-chlo-
ro-2-toliloamina moze dostawac si¢ do organizmu
drogg inhalacyjna, pokarmowa oraz w wyniku
bezposredniego kontaktu ze skora. Zwiazek ten
moze wywolywac szereg niepozadanych skutkéw,
np.: dzialanie methemoglobinotwoércze, podraz-
nienia skory i oczu lub ostre krwotoczne zapalenie
pecherza moczowego. 4-Chloro-2-toliloamina jest
réwniez podejrzewana o dzialanie rakotwdrcze
(rak pecherza moczowego). Rakotwodrcze dziata-
nie tego zwiazku zostalo potwierdzone badania-
mi na zwierzetach zaréwno w warunkach in vivo,
jak i in vitro. 4-Chloro-2-toliloamina wykazuje
réwniez dzialanie mutagenne i genotoksyczne.
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Eksperci International Agency for Research on
Cancer (IARC) zaliczyli 4-chloro-2-toliloamine
do grupy 2A, tj. do grupy zwiazkéw o prawdo-
podobnym dziataniu rakotwoérczym na cztowieka
(IARC 2010). W Unii Europejskiej 4-chloro-2-to-
liloamina i jej chlorowodorek zostaly zaklasyfiko-
wane jako substancje rakotworcze kategorii zagro-
zenia 1B (Rozporzadzenie... 2008).

W wielu panstwach Unii Europejskiej pro-
dukcja i stosowanie 4-chloro-2-toliloaminy zo-
staly ograniczone. Wynika to z obowigzujacych
przepiséw prawnych rozporzadzenia REACH.
W przeszlosci 4-chloro-2-toliloamina byfa wyko-
rzystywana do produkeji barwnikéw stosowanych
w przemysle tekstylnym i skérzanym oraz do pro-
dukeji insektycydéw (chlordimeform). Obecnie
4-chloro-2-toliloamina jest stosowana jako barw-
nik w immunochemii i biologii molekularnej,
a takze jako jeden z odczynnikéw w koloryme-
trycznej metodzie stosowanej do potwierdzania
autentyczno$ci lekéw (IARC 2010; PubChem
2020). Zawodowe narazenie na 4-chloro-2-tolilo-
amine moze wystepowac podczas produkeji, prze-
twarzania oraz stosowania tego zwiagzku w czasie
prac laboratoryjnych.
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Klasyfikacje oraz oznakowanie 4-chloro-2-to-
liloaminy i jej chlorowodorku, zgodnie z tabelg
3.1. zalacznika VI do rozporzadzenia Parlamentu
Europejskiego i Rady (WE) nr 1272/2008 z dnia
16 grudnia 2008 r. w sprawie klasyfikacji, oznako-
wania i pakowania substancji i mieszanin, zmie-
niajacego i uchylajacego dyrektywy 67/548/EWG
i 1999/45/WE oraz zmieniajacego rozporzadzenie
(WE) nr 1907/2006, zwanego rozporzadzeniem
CLP (Dz. Urz. UE z dnia 31.12.2008 r.), przedsta-
wiono w tabeli 1.

Zespol Ekspertéw ds. Czynnikéw Chemicz-
nych Miedzyresortowej Komisji do spraw Naj-
wyzszych Dopuszczalnych Stezen i Natezen Czyn-
nikéw Szkodliwych dla Zdrowia w Srodowisku
Pracy zaproponowal przyjecie wartos$ci najwyz-
szego dopuszczalnego stezenia (NDS) dla frakeji
wdychalnej 4-chloro-2-toliloaminy na poziomie
0,02 mg/m?, stwierdzajac jednoczesnie, ze nie ma

merytorycznych podstaw do ustalenia wartosci
najwyzszego dopuszczalnego stezenia chwilowego
(NDSCh) i dopuszczalnego stezenia w materiale
biologicznym (DSB), (Kilanowicz i in. 2020). War-
to§¢ NDS dla 4-chloro-2-toliloaminy i jej chloro-
wodorku zostata zamieszczona w rozporzadzeniu
Ministra Rozwoju, Pracy i Technologii w sprawie
najwyzszych dopuszczalnych stezen i natezen
czynnikow szkodliwych dla zdrowia w srodowisku
pracy z dnia 18 lutego 2021 r.

Celem pracy bylo opracowanie odpowiednio
czulej i selektywnej metody oznaczania frakeji
wdychalnej 4-chloro-2-toliloaminy w powietrzu
na stanowiskach pracy, umozliwiajacej dokonanie
oceny narazenia zawodowego.

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

Tabela 1. Klasyfikacja 4-chloro-2-toliloaminy i jej chlorowodorku zgodnie z obowiazujgcymi aktami prawnymi (rozporzadzenie Parlamentu

Europejskiego i Rady (WE) nr 1272/2008)

Table 1. Classification and labeling of 4-chloro- o-toluidine in accordance with the applicable legal acts (Regulation (EC) No 1272/2008)

Klasyfikacja zagrozenia i kody kategorii

Kody zwrotéw wskazujacych rodzaj zagrozenia

Carc. 1B - rakotworczo3¢, kategoria zagrozenia 1B
Muta. 2 — mutagennos¢, kategoria zagrozenia 2

Acute Tox. 3* — toksycznos¢ ostra (po narazeniu droga inhalacyjna,
w kontakcie ze skéra i po potknieciu), kategoria zagrozenia 3*

Aquatic Acute 1- zagrozenie dla srodowiska wodnego
(zagrozenie ostre), kategoria zagrozenia 1

Aquatic Chronic 1- zagrozenie dla srodowiska wodnego
(zagrozenie przewlekte), kategoria zagrozenia 1

H350 - moze powodowac raka
H341 - podejrzewa sie, ze powoduje wady genetyczne

H331 - dziata toksycznie w nastepstwie wdychania
H311 - dziata toksycznie w kontakcie ze skérg
H301 - dziata toksycznie po potknieciu

H400 - dziata bardzo toksycznie na organizmy wodne

H411 — dziata toksycznie na organizmy wodne, powodujac
dtugotrwate skutki

Objasnienie: (*) - minimum klasyfikacji.

CZESC DOSWIADCZALNA

Aparatura analityczna

Do badan wykorzystano chromatograf cie-
czowy firmy Waters Acquity Arc LC System,
wyposazony w: poczwlrny system pomp wy-
sokoci$nieniowych, detektor spektrofotome-
tryczny Waters 2489, termostat kolumny ana-
litycznej,  automatyczny  dozownik  probek
i komputer z programem sterowania i akwizycji
danych. Analizy chromatograficznej dokonywa-
no na kolumnie analitycznej Supelco Discovery
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0 wymiarach 150 x 2,1 mm, o s’rednicy ziaren
5 pm, wypelnionej zelem krzemionkowym mo-
dyfikowanym taricuchami weglowymi (C-18). Do
pobierania probek powietrza stosowano aspirato-
ry indywidualne GilAir 3. Substancje wzorcowe
odwazano, stosujac wage analityczng Sartorius
Research, a do ekstrakeji probek wykorzystano
mieszadlo rolkowe.
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Materiaty

Wszystkie badania wykonano z zastosowaniem
nastepujacych materialow:
- filtry z wldkna szklanego GF/A o $rednicy
25 mm (Whatman),
- rurki sorpcyjne z zelem krzemionkowym
(75/150 mg),
- filtry strzykawkowe z membrang z PTFE
(Supelco),
- kolby miarowe o pojemnodci: 1; 51250 ml,
- naczynka (wialki) szklane o pojemnosci
214 ml ze szkta oranzowego,

— pipety automatyczne nastawne o pojemno-
$ci: 0,010 - 0,1;0,1 +1i 0,5+ 5ml

Odczynniki

Wszystkie badania wykonano z zastosowaniem
nastepujacych odczynnikéw:

- 4-chloro-2-toliloamina (Merck),

- metanol do HPLC (JT Baker),

- woda o czystoéci do HPLC,

- kwas solny stezony (POCh).

WYNIKI BADAN | ICH OMOWIENIE

W dostepnej literaturze nie znaleziono wynikéw
badan dotyczacych oznaczania 4-chloro-2-tolilo-
aminy (4-CTA) wpowietrzuna stanowiskach pracy.
W analizie amin aromatycznych oraz chlorowa-
nych amin aromatycznych w réznych mediach
(wyroby tekstylne, skorzane, woda, material biolo-
giczny, zywnos¢) sg stosowane glownie takie tech-
niki chromatograficzne, jak chromatografia gazo-
wa (Birner, Neuman 1988; Chormeya i in. 2020;
Nervekar i in. 2002; NIOSH 1994; OSHA 1988;
Otero i in. 2017; Riffelmann i in. 1995) lub wyso-
kosprawna chromatografia cieczowa (Coquart,
Hennion 1993; DallAnese i in. 2014; HSE 2014;
Riffelmann i in. 1995; Wollseifen 2019).

Dane literaturowe wskazuja, ze 4-chloro-2-to-
liloaminy w postaci pochodnych mozna oznacza¢
technikg wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej przy zastosowaniu kolumn analitycznych
wypelnionych fazg oktadecylowa C-18 (Coquart,
Hennion 1993; Dall’Anese i in. 2014; HSE 2014;
Wollseifen 2019), z ktérych substancje sg eluowa-
ne mieszaninami metanolu badz acetonitrylu
i roztworéw buforowych (techniki LC-UV-VIS
i EC) lub z dodatkiem kwasu mréwkowego (tech-
nika LC-MS/MS). Zastosowanie kolumn anali-
tycznych wypelnionych ztozem C-18 i odpowiedni
dobdr rozpuszczalnikow umozliwiajg rozdzielenie
i selektywne oznaczenie amin aromatycznych oraz
ich alkilowych i chlorowych pochodnych (w tym
4-chloro-2-toliloaminy) w wieloskltadnikowych
mieszaninach tych zwiazkow (Wollseifen 2019).

Podczas prac nad opracowaniem metody
oznaczania 4-chloro-2-toliloaminy zastosowa-
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no dwie kolumny analityczne: kolumne Waters
CORTEX C-18 o dlugosci 150 mm, $rednicy we-
wnetrznej 3 mm i $rednicy ziaren wypelnienia
2,7 um oraz kolumne Supelco Discovery o dtugosci
150 mm, $rednicy wewnetrznej 2,1 mm i $rednicy
ziaren wypelnienia 5 um. Z uwagi na duze opo-
ry przeplywu przez kolumne wypelniong zlozem
o $rednicy <3 um zdecydowano o zastosowaniu
w dalszych pracach kolumny firmy Supelco. Jako
faze ruchomg zastosowano mieszanine metanolu
i wody o zmiennym (w trakcie trwania analizy)
sktadzie procentowym (elucja gradientowa). Dtu-
gos¢ fali analitycznej A = 240 nm dobrano na pod-
stawie danych literaturowych (Coquart, Hennion
1993; Wollseifen 2019). Wszystkie dane dotycza-
ce parametréw pracy chromatografu cieczowego
przedstawiono w tabeli 2.

Zastosowane w analizie warunki pracy chro-
matografu cieczowego z detektorem UV-VIS
(tab. 2.) umozliwiaja selektywne oznaczenie tego
zwigzku w przypadku obecno$ci w badanej probce
innych amin aromatycznych. Na rycinie 1. przed-
stawiono chromatogram mieszaniny: o-anizydyny,
m-toluidyny oraz 4-chloro-2-toliloaminy. Nalezy
pamietaé, iz zastosowane parametry oznaczania
4-chloro-2-toliloaminy s3 parametrami przy-
kladowymi i mozna je modyfikowa¢ (sktad fazy
ruchomej) pod katem obecnosci substancji mo-
gacych wspolwystepowaé w danym srodowisku

pracy.
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Tabela 2. Warunki pracy chromatografu cieczowego z detektorem UV-VIS
Table 2. Working conditions of a liquid chromatograph with a UV-VIS detector

Kolumna analityczna Supelco Discovery C-18 150 x 2,1 mm, 5 ym

Faza ruchoma woda (A) metanol (B)

Program - gradient (v;v) 0min 80 20
1 80 20
6 20 80
7 80 20
13 80 20

Natezenie przeptywu strumienia fazy ruchomej 0,4 ml/min

Temperatura kolumny 30°C

Dtugos¢ fali analitycznej A =240 nm

Objetos¢ probki 5l

0.1 7
0.100-':
0.090—‘:
0.080-':

0.070~

0-Anizydyna - 5.025
m-Toluidyna - 5.723

0.060=

AU

0.050
0.040=
0.030

0.020+

4-Cl-2-toliloamina - 7.939

0.010 J
0.000" ——

0.00

— 7T
6.00
Minutes

— T
10.00 12.00

Ryc. 1. Chromatogram mieszaniny o-anizydyny, m-toluidyny i 4-chloro-2-toliloaminy. Kolumna Supelco Discovery (150 x 2,1 mm), dtugos¢

fali analitycznej A = 240 nm

Fig. 1. Chromatogram of a mixture of o-anisidine, m-toluidine and 4-chloro-o-toluidine. Supelco Discovery column (150 x 2.1 mm),

analytical wavelength A =240 nm

Pobieranie i przygotowanie probek do analizy

W dostepnej literaturze nie znaleziono publikacji
dotyczacych oznaczania 4-chloro-2-toliloaminy
w powietrzu. Opisane metodyki oznaczania amin
aromatycznych lub chlorowanych amin aroma-
tycznych zakladajg stosowanie do pobierania pro-
bek filtrow nasgczonych roztworem kwasu siarko-
wego (Jezewska iin. 2011) oraz (opcjonalnie) rurek
sorpcyjnych wypelnionych Tenaxem (HSE 2014).
Metodyka oznaczania 4-chloro-2-toliloaminy
w powietrzu zalecana przez Occupational Safety
and Health Administration (OSHA) zaktada sto-
sowanie rurek sorpcyjnych wypelnionych dwoma
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warstwami zelu krzemionkowego (OSHA 1988).
Zastosowanie podobnego medium pochlaniajace-
go (zel krzemionkowy) zaklada metoda oznaczania
amin aromatycznych w powietrzu zaproponowa-
na przez National Institute of Occupational Safe-
ty and Health (NIOSH 1994). Z kolei metodyka
oznaczania 4-chloro-2-toliloaminy zalecana przez
Federation of the Employment Accidents Insuran-
ce Institutions of Germany zaklada wykorzysta-
nie do tego celu zelu krzemionkowego pokrytego
kwasem solnym (FEAIIG 1993).

Z uwagi na mozliwos¢ wystepowania 4-chloro-
-2-toliloaminy w badanym powietrzu réwniez w po-
staci chlorowodorku zdecydowano o zastosowaniu
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do pobierania probek powietrza zestawu ztozonego
z filtra z wldkna szklanego nasgczonego kwasem sol-
nym oraz rurki sorpcyjnej wypelnionej zelem krze-
mionkowym pokrytym kwasem solnym.

Wprowadzona rozporzadzeniem Ministra
Rozwoju, Pracy i Technologii (Rozporzadzenie...
2021) warto$¢ NDS dla 4-chloro-2-toliloaminy
(0,02 mg/m?) obliguje do oznaczania stezen tego
zwigzku we frakcji wdychalnej. Probki powietrza
do oznaczania 4-chloro-2-toliloaminy zgodnie
z zasadami podanymi w normie PN-Z-04008-
-7:2002/Az1:2004 nalezy pobiera¢ za pomocy
aspiratorow indywidualnych umozliwiajacych
pobieranie powietrza ze strumieniem objetosci
2 l/min i wyposazonych w gltowice do pobierania
frakcji wdychalne;.

W celu zbadania wplywu zalozonych warun-
kow pobierania probek powietrza na retencje
4-chloro-2-toliloaminy na filtrach z wtékna szkla-
nego i zelu krzemionkowym przygotowano trzy se-
rie po szes¢ filtréw nasgczonych roztworem kwasu
solnego o stezeniu 0,2 mol/l, potaczonych z rurka-
mi sorpcyjnymi wypetnionymi dwoma warstwami
(150 i 75 mg) zelu krzemionkowego pokrytego

kwasem solnym o takim samym stezeniu. Na dluz-
sza warstwe zelu naniesiono po 10 ul roztwordw
wzorcowych 4-chloro-2-toliloaminy o stezeniach:
40; 200 i 800 pg/ml. Przez zestaw przepuszczono
za pomocg $rednioprzeptywowych aspiratoréw in-
dywidualnych 200 1 powietrza ze staltym strumie-
niem objetosci 2 I/min. Po tym czasie filtry wraz
z zelem krzemionkowym z dluzszej warstwy prze-
niesiono do naczynek szklanych o pojemnosci
4 ml i poddano 30-minutowej ekstrakcji za pomo-
c3 2 ml metanolu oraz mieszadla rolkowego. Ta-
kiej samej procedurze poddano zel krzemionkowy
z krotszej warstwy. Ekstrakty przesaczono przez
filtry strzykawkowe z PTFE o $rednicy poréw
0,45 um, a nastepnie poddano analizie chroma-
tograficznej w ustalonych wczes$niej warunkach.
Wartosci pol powierzchni pikéw badanego zwigz-
ku uzyskane z analiz ekstraktéw poréwnano z wy-
nikami analiz ekstraktéw z filtrow i zelu krzemion-
kowego, na ktére naniesiono roztwory wzorcowe
o takich samych stezeniach 4-chloro-2-toliloami-
ny i przez ktdre nie przepuszczano powietrza.
Wyniki badan dotyczacych warunkéw pobie-
rania probek powietrza przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Badanie warunkéw pobierania probek powietrza do oznaczeri 4-chloro-2-toliloaminy
Table 3. Examination of the air sampling conditions for the determination of 4-chloro-o-toluidine

Medium 4 Zawarto_sc Pole powerzchni piku Wspotczynnik Srednia wartosé
. -CTA na zelu, ) ’ .
pochfaniajace roztwor szl odzysku wsp6tczynnika odzysku
He kontrolny
Zel krzemionkowy 0,4 13 055 11939 0,91 0,90
pokryty 13195 11676 0,89
0,2 bmol/I HCI 13292 11586 0,88
i filtr z widkna 12155 0,92
szklanego 11803 0,90
11838 0,90
SD 0,01
(@Y 1,6%
2,0 68 432 61831 0,90 0,90
68324 60679 0,88
69 339 68 517 1,00
59594 0,87
57003 0,83
62 81 0,91
SD 0,06
cv 6,4%
8,0 230529 240935 0,96 0,89
265903 222 462 0,90
253627 219 418 0,88
212908 0,85
230936 0,92
210782 0,84
SD 0,05
cv 5,0%
Sredni wspdtczynnik odzysku, Sr, % 0,90
Odchylenie standardowe, SD 0,04
Wspétczynnik zmiennosci, CV, % 4,50
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Analiza tych danych wskazuje, Ze przyjety spo-
sob pobierania probek powietrza nie powoduje
powstawania istotnych strat oznaczanego zwigzku.
Srednie wartosci wspétczynnika odzysku 4-chlo-
ro-2-toliloaminy z filtréw i zelu krzemionkowego
(nasgczonych/pokrytych kwasem solnym), przez
ktdre przepuszczono probke powietrza o objetosci
200 1, dla trzech analizowanych zawartosci 4-chlo-
ro-2-toliloaminy na zelu (0,4; 2 i 8 ug) wynoszg
odpowiednio: 0,90 (SD - 0,01); 0,90 (SD — 0,06)
i 0,89 (SD — 0,05). Srednia (dla trzech stezen)
warto$¢ wspolczynnika odzysku wynosi 0,90 (SD
— 4,03). W zadnej z badanych préobek nie stwier-
dzono obecnosci 4-chloro-2-toliloaminy w drugiej
warstwie zelu.

Badanie zakresu stosowania
i precyzji metody analitycznej

W celu okreslenia zakresu roboczego metody
oznaczania 4-chloro-2-toliloaminy przygotowano

trzy serie po osiem zestawow skladajacych sie z fil-
trow z widkna szklanego i zelu krzemionkowego
(nasgczonych/pokrytych roztworem kwasu solne-
go o stezeniu 0,2 mol/l).

Na zel krzemionkowy naniesiono po 10 ul roz-
tworow wzorcowych 4-chloro-2-toliloaminy o ste-
zeniach: 0; 40; 80; 100; 200; 400; 600 i 800 pg/ml,
co odpowiada zawartosci badanego zwigzku na
zelu: 0; 0,4; 0,8; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0 i 8,0 ug. Po odpa-
rowaniu rozpuszczalnika filtry i Zel umieszczano
w naczynkach o pojemnosci 4 ml, dodawano po
2 ml metanolu, a nastepnie poddano ekstrakcji za
pomocg mieszadla rolkowego przez 30 min. Uzy-
skane ekstrakty przepuszczano przez filtry strzy-
kawkowe z membrang z PTFE o $rednicy poréw
0,45 pm, a nastepnie poddano analizie chromato-
graficznej.

Wyniki badania liniowoéci metody (w bada-
nym zakresie stezen) przedstawiono w tabeli 4.
oraz graficznie na rycinie 2.

Tabela 4. Wyniki wzorcowania 4-chloro-2-toliloaminy na zelu krzemionkowym pokrytym 0,2 mol /I kwasem solnym
Table 4. Calibration results of 4-chloro-o-toluidine on silica gel coated with 0.2 mol / | hydrochloric acid

Stezenie, ug/ml
Badane parametry
0,2 0,4 0,5 1,0 2,0 3,0 4,0
Pole powierzchni piku 13125 24 836 31926 65 825 127 396 198 304 254 637
(PPP) 13822 24 675 32173 62 851 130 057 192 832 251625
13 466 24569 32445 66 690 127 283 191035 258 940
Srednia PPP 13471,0 24 693,3 321813 65122,0 128 245,3 194 057,0 255 067,3
Odchylenie 348,53 134,44 259,60 2013,74 1569,97 3786,17 3676,44
standardowe, SD
Wsp6tczynnik 2,59 0,54 0,81 3,09 1,22 1,95 1,44
zmiennosaci, CV, %
300000 -
Y =64004x+341,98
R =0,9997
250000 | OV =294%
_ 200000 {
€ 150000 |
2
& 100000 |
50000
0 ‘ ;
0 1 2
Stezenie 4-chloro-2-toliloaminy, ug/ml
Ryc. 2. Krzywa wzorcowa 4-chloro-2-toliloaminy w zakresie 0,2 + 4 pg/ml
Fig. 2. Standard curve of 4-chloro-o-toluidine in the range of 0.2 + 4 ug/ml
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Z przedstawionych danych wynika, iz zalez-
nos$¢ odpowiedzi detektora spektrofotometryczne-
go od stezenia 4-chloro-2-toliloaminy ma charak-
ter liniowy w zakresie 0,2 + 4 pg/ml. Zalezno$¢ te
opisuje rownanie y = 64 004 x + 341,98. Wyrazo-
ny w procentach wspoétczynnik zmiennosci (CV)
dla trzech serii kalibracyjnych wynosi 2,94%,
a wspllczynnik regresji r = 0,9997.

W celu zbadania zgodnosci wynikéw przy wie-
lokrotnym powtarzaniu oznaczenia przygotowa-
no trzy serie po dziesie¢ naczynek o pojemnosci
4 ml, do ktérych odmierzono po 150 mg zelu
krzemionkowego pokrytego kwasem solnym
(0,2 mol/1), a nastepnie na zel (n = 10) naniesiono po
10 ul roztworéw wzorcowych 4-chloro-2-tolilo-
aminy o stezeniach: 40; 200 i 800 ug/ml. Po odpa-
rowaniu rozpuszczalnika do naczynek dodano po
2 ml metanolu i kazda probke poddano ekstrak-
cji za pomoca mieszadfa rolkowego. Ekstrakty po
przesaczeniu poddano analizie chromatograficznej.

Wyniki badania precyzji metody oznaczania
4-chloro-2-toliloaminy z zastosowaniem techni-
ki LC-UV-VIS przedstawiono w tabeli 5. Wspo6l-
czynniki zmiennosci (CV) rozrzutdéw uzyskanych
wynikéw w stosunku do wartosci $rednich dla
stezen: 0,2; 1,0 i 4 ug/ml wynosza odpowied-
nio: 4,23; 3,91 6,1%. Srednia (dla trzech stezen)
warto$¢ wspolczynnika zmiennosci (CV) wynosi
4,9%.

Badanie warunkéw przechowywania
pobranych prébek

W celu zbadania trwatoéci 4-chloro-2-toliloaminy
przygotowano trzy serie po osiemnascie zestawow
skladajacych sie z filtra z wldkna szklanego i zelu
krzemionkowego, pokrytych roztworem kwasu sol-
nego. Na pierwsza warstwe zelu (150 mg) naniesio-
no po 10 pl roztworéw wzorcowych o stezeniach:
40; 200 i 800 pg/ml. Po odparowaniu rozpuszczal-
nika filtry i pierwszg warstwe zelu przeniesiono do
naczynek o pojemnosci 4 ml, naczynka szczelnie
zamknieto i ptrzechowywano w chlodziarce. Po:
3; 7 1 20 dniach przechowywania poddawano eks-
trakcji po szes¢ probek z kazdego stezenia. Eks-
trakty przepuszczono przez filtry strzykawkowe
z membrang z PTFE o $rednicy poréw 0,45 um,
a nastepnie poddawano analizie chromatograficz-
nej. Uzyskane warto$ci pdl powierzchni pikow
badanego zwiagzku poréwnano do wynikéw analiz
ekstraktow filtrow przygotowanych w dniu badania.

Wyniki badan warunkéw do przechowywania
probek przestawiono na rycinie 3.

Wyrazone w procentach $rednie wartosci wy-
dajnosci ekstrakcji 4-chloro-2-toliloaminy dla pré-
bek: 0,4; 2 i 8 pg/zel po 20 dniach przechowywania
wynosza: 103 (SD - 2,8); 94 (SD - 1,6) 1 101% (SD
—1,7). Srednia (dla trzech stezen) wartoéé¢ wydaj-
nosci ekstrakcji wynosi 99% (SD —4,3).

Tabela 5. Wyniki badania precyzji metody oznaczania 4-chloro-2-toliloaminy

Table 5. Results of precision test for determining 4-chloro-o-toluidine

Stezenie Stezenie Stesenie Stezenie Stezenie Stezenie
. naniesione oznaczone . Q . ozhaczone naniesione oznaczone

Numer analizy . naniesione na zel, .
na zel, w ekstraktach, vt w ekstraktach, na zel, w ekstraktach,
pg/ml pg/ml pg/ml, ug/ml pg/ml

1 0,200 0,997 3,583

2 0,184 1,020 3,622

3 0,194 0,956 3,665

4 0,193 1,003 3,643

4 0,202 1,000 3,735

6 0.2 0,212 10 1,025 4.0 3,909

7 0,207 1,004 4,299

8 0,204 1,004 3,953

9 0,207 0,898 3,925

10 0,194 0,959 4,098

Srednia 0,200 0,987 3,843

SD 0,008 0,038 0,234

CV, % 4,23 3,90 6,10
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Stezenie 4-chloro-2-toliloaminy, ug/ml

——7 dni ——20 dni

1 4

Ryc. 3. Trwatos¢ probek 4-chloro-2-toliloaminy pobranych na zel krzemionkowy pokryty kwasem solnym w zaleznosci od czasu przecho-

wywania

Fig. 3. Stability of 4-chloro- o-toluidine samples taken on silica gel coated with hydrochloric acid depending on storage time

Walidacja metody

Walidacje metody przeprowadzono zgodnie
z wymaganiami zawartymi w normie europejskiej
PN-EN 482.
Na podstawie przeprowadzonych badan uzy-
skano nastepujace dane walidacyjne:
- granica wykrywalnosci 0,0064 pg/ml
(6,4 ng/ml)

granica oznaczalnosci  0,0213 pg/ml
(21,3 ng/ml)
0,002 +

0,04 mg/m’

- zakres pomiarowy

- wspolczynnik korelacji
charakteryzujacy liniowo$¢

krzywej wzorcowej r=0,9997
- niepewno$¢ rozszerzona
metody 24%.

PODSUMOWANIE

Na podstawie przeprowadzonych badan zapro-
ponowano metode oznaczania 4-chloro-2-tolilo-
aminy w powietrzu $rodowiska pracy z wykorzy-
staniem techniki wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z detekcja spektrofotometryczng. Zasto-
sowanie kolumny analitycznej Supelco Discovery
C-18 o wymiarach 150 x 2,1 mm, 5 pm, pozwala
na oznaczenie tego zwiazku w obecnosci innych
amin aromatycznych.

Opisana metoda umozliwia oznaczanie ste-
zen 4-chloro-2-toliloaminy w powietrzu $rodowi-

ska pracy w zakresie 0,002 + 0,04 mg/m?, tj. 1/10 +
2 wartosci NDS. Metoda zostala poddana walida-
¢ji zgodnie z wymaganiami zawartymi w normie
europejskiej PN-EN 482. Opracowang metode
oznaczania 4-chloro-2-toliloaminy w powietrzu
na stanowiskach pracy zapisano w formie procedu-
ry analitycznej, ktérg zamieszczono w zalaczniku.
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ZAtACZNIK

PROCEDURA ANALITYCZNA
OZNACZANIA 4-CHLORO-2-TOLILOAMINY W POWIETRZU NA STANOWISKACH PRACY
Z ZASTOSOWANIEM WYSOKOSPRAWNEJ CHROMATOGRAFII CIECZOWE]
Z DETEKCJA SPEKTROFOTOMETRYCZNA

1. Zakres stosowania metody

W niniejszej procedurze podano metod¢ oznacza-
nia 4-chloro-2-toliloaminy (CAS 95-69-2) w po-
wietrzu na stanowiskach pracy z zastosowaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z de-
tekcja spektrofotometryczng (UV-VIS).

Najmniejsze stezenie 4-chloro-2-toliloaminy,
jakie mozna oznaczy¢ w warunkach pobierania
probek powietrza i wykonania oznaczania opisa-
nych w procedurze, wynosi 0,002 mg/m’dla préb-
ki powietrza o objetosci 200 L.

2. Powotania normatywne

PN-Z-04008-7 Ochrona czystosci powietrza — Po-
bieranie probek - Zasady pobierania prébek powie-
trza w srodowisku pracy i interpretacji wynikow.

3. Zasada metody

Metoda polega na: zatrzymaniu obecnej w bada-
nym powietrzu 4-chloro-2-toliloaminy na préb-
niku skfadajacym si¢ z filtra z widkna szklanego
(nasaczonego roztworem kwasu solnego) i rurki
sorpcyjnej wypelnionej Zelem krzemionkowym
(pokrytym kwasem solnym), wymyciu zatrzyma-
nej na filtrze i zelu 4-chloro-2-toliloaminy meta-
nolem i analizie chromatograficznej otrzymanego
roztworu.

4. Wytyczne ogélne

4.1. Czystos¢ odczynnikow
Do wykonania analizy, o ile nie zaznaczono ina-
czej, nalezy stosowa¢ odczynniki i substancje
wzorcowe o stopniu czystosci co najmniej cz.d.a.
4.2. Dokladno$¢ wazenia
O ile nie zaznaczono inaczej, substancje stoso-
wane w analizie nalezy wazy¢ z dokladnoscia do
0,0002 g.
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4.3. Postgpowanie z substancjami
niebezpiecznymi
Wszystkie czynnosci, podczas ktérych uzywa sig
rozpuszczalnikéw organicznych, nalezy wykony-
wa¢ pod sprawnie dzialajacym wyciagiem labora-
toryjnym.

Zuzyte roztwory i odczynniki nalezy groma-
dzi¢ w przeznaczonych do tego celu pojemnikach
i przekazywa¢ do zakladéw zajmujacych sie utyli-
zacja.

5. Odczynniki, roztwory i materiaty

5.1. 4-Chloro-2-toliloamina
5.2. Metanol
Stosowaé metanol o czystosci do HPLC.
5.3. Woda
Stosowaé wode destylowang o czystosci do HPLC,
zwang w dalszej czesci procedury woda.
5.4. Kwas solny 38-procentowy
5.5. Roztwdr wzorcowy podstawowy
4-chloro-2-toliloaminy
Do kolby pomiarowej o pojemnosci 5 ml
wg punktu 6.6. odwazy¢ na wadze analitycznej
ok. 5 mg wg punktu 6.9. 4-chloro-2-toliloaminy
wg punktu 5.1., kolbe uzupelni¢ do kreski meta-
nolem wg punktu 5.2. i doktadnie wymiesza¢. Ob-
liczy¢ doktadng zawarto$¢ 4-chloro-2-toliloaminy
w 1 ml roztworu.
Roztwér przechowywany w chlodziarce zacho-
wuje trwalo$¢ przez 60 dni.
5.6. Roztwdr wzorcowy posredni
4-chloro-2-toliloaminy
Do kolby pomiarowej o pojemnosci 5 ml wg punk-
tu 6.6. odmierzy¢ za pomoca pipety wg punktu
6.5. taka ilo$¢ wzorca podstawowego 4-chlo-
ro-2-toliloaminy wg punktu 5.5., aby stezenie
w 1 ml roztworu wynosilto 800 pug.
5.7. Roztwory wzorcowe robocze
4-chloro-2-toliloaminy
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Do o$miu kolb pomiarowych o pojemnosci 1 ml
wg punktu 6.6. odmierzy¢ za pomoca pipety wg
punktu 6.5. odpowiednio: 0; 0,05; 0,1; 0,125; 0,250;
0,5;0,751 1 ml roztworu wzorcowego posredniego
wg punktu 5.6. Kolby uzupelni¢ do kreski meta-
nolem wg punktu 5.2. Stezenia w tak przygoto-
wanych roztworach wynosza: 0; 40; 80; 100; 200;
400; 600 i 800 pg/ml.

5.8. Roztwor kwasu solnego
Do kolby pomiarowej o pojemnosci 250 ml wg
punktu 6.6. odmierzy¢ 150 ml metanolu wg punk-
tu 5.2.1doda¢ 4,14 ml kwasu solnego wg punktu
5.4. Kolbe uzupelni¢ do kreski metanolem. Steze-
nie kwasu solnego w tak przygotowanym roztwo-
rze wynosi 0,2 mol/l.

5.9. Filtry z widkna szklanego o $rednicy 25 mm
Na filtry nanie$¢ za pomocg pipety automatycznej
po 0,2 ml roztworu kwasu solnego wg punktu 5.8.
Po odparowaniu rozpuszczalnika filtry umiesci¢
w szczelnie zamykanym pojemniku.

5.10. Filtry strzykawkowe
Stosowac¢ filtry strzykawkowe o $rednicy 13 mm
z membrang z PTFE o $rednicy poréw 0,45 um.

5.11. Zel krzemionkowy
Stosowa¢ zel krzemionkowy o uziarnieniu 200 +
500 pm, pokryty roztworem kwasu solnego.

Zel krzemionkowy przesypaé¢ do kolby okra-
glodennej wg punktu 6.7., doda¢ roztwdr kwasu
solnego wg punktu 5.8. w takiej ilosci, aby cal-
kowicie przykry¢ zel, i pozostawi¢ na 24 godziny.
Metanolowy roztwdr kwasu solnego odparowac za
pomoca wyparki prézniowej wg punktu 6.10. Wy-
suszony zel przechowywaé w szczelnie zamknig-
tym pojemniku.

5.12.Rurki sorpcyjne o srednicy wewnetrznej

10 mm
Przygotowa¢ probniki do pobierania prébek
powietrza wypelnione dwoma warstwami Zzelu
krzemionkowego pokrytego kwasem solnym
(150 mg/75 mg) wg punktu 5.11. Dopuszcza si¢ sto-
sowanie rurek sorpcyjnych dostepnych w handlu.

6. Przyrzady pomiarowe i sprzet pomocniczy

6.1. Chromatograf cieczowy
Stosowa¢ chromatograf cieczowy z detektorem
spektrofotometrycznym umozliwiajagcym wyko-
nanie analiz o dlugosci fali (A) 240 nm.

6.2. Kolumna chromatograficzna
Stosowa¢ kolumne chromatograficzng umozliwia-
jaca oznaczanie 4-chloro-2-toliloaminy w obecno-
$ci innych substancji wystepujacych jednoczesnie
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w badanym powietrzu, np. kolumna wypelniona
zelem krzemionkowym modyfikowanym gru-
pa oktadecylowa o uziarnieniu 5 pm, o dlugosci
150 mm i $rednicy wewnetrznej 2,1 mm.

6.3. Pompa ssaca
Stosowaé pompe ssaca umozliwiajaca pobranie
powietrza ze stalym strumieniem objetosci wg
punktu 7.

6.4. Glowice do pobierania probek powietrza
Stosowacé glowice umozliwiajace wyodrebnienie
frakcji wdychalne;.

6.5. Pipety do cieczy
Stosowac pipety automatyczne nastawne o pojem-
noéci: 0,010 +0,1; 0,1 +1i0,5+ 5 ml.

6.6. Kolby pomiarowe
Stosowa¢é kolby pomiarowe o pojemnosci: 1; 5
i 250 ml.

6.7. Kolba okragtodenna
Stosowac kolbe okraglodenng o pojemnosci 500 ml.

6.8. Naczynka szklane
Stosowaé szczelnie zamykane naczynka szklane
o pojemnosci 2 i4 ml

6.9. Waga
Stosowac wage analityczng umozliwiajacg wazenie
z dokltadnoscia do 0,0002 g.

6.10. Wyparka prézniowa

6.11. Mieszadto rolkowe

7. Pobieranie prébek powietrza

Podczas pobierania probek powietrza nalezy sto-
sowaé zasady zawarte w normie PN-Z-04008-7.
Za pomocy zestawu do pobierania probek po-
wietrza sktadajacego si¢ z pompy ssacej wg punk-
tu 6.3, filtra z widkna szklanego wg punktu 5.9.
umieszczonego w glowicy do pobierania pro-
bek powietrza wg punktu 6.4. oraz rurki sorp-
cyjnej wg punktu 5.12. przepusci¢ nie mniej
niz 200 | powietrza ze stalym strumieniem ob-
jetosci 2 l/min. Pobrane prébki powietrza za-
bezpieczy¢ i do czasu analizy przechowywac
w chlodziarce.

Pobrane prébki przechowywane w chtodziarce
zachowuja trwalos$¢ co najmniej 20 dni.

8. Warunki pracy chromatografu

Warunki pracy chromatografu nalezy dobrad
tak, aby uzyska¢ rozdzielenie 4-chloro-2-tolilo-
aminy od innych substancji wystepujacych jed-
noczesnie w badanym powietrzu. Przykladowe
warunki pracy chromatografu przedstawiono
w tabeli 1.
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4-Chloro-2-toliloamina. Metoda oznaczania w powietrzu na stanowiskach pracy z zastosowaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjq spektrofotometryczng

Tabela 1. Warunki pracy chromatografu cieczowego z detektorem UV-VIS

Table 1. Classification and labeling of 4-chloro- o-toluidine in accordance with applicable legal acts

Kolumna analityczna Supelco Discovery C-18 150 x 2,1 mm, 5 pm

Faza ruchoma

Program — gradient (v: v) 0 min
Tmin
6 min
7 min
13 min

Woda A

Metanol B
20%
20%
80%
20%
20%

80%
80%
20%
80%
80%

Natezenie przeptywu strumienia fazy ruchomej 0,4 ml/min

Temperatura kolumny 30°C
Dtugo3¢ fali analitycznej 240 nm
Objetos¢ probki Sul

9. Sporzadzanie krzywej wzorcowej

Do o$miu naczynek szklanych o pojemnosci 4 ml
wg punktu 6.7. wsypac po 150 mg zelu krzemion-
kowego wg punktu 5.11. i nanie$¢ za pomoca pi-
pety do cieczy wg punktu 6.5. po 10 pl roztworéw
wzorcowych roboczych wg punktu 5.7. W kaz-
dym naczynku umiesci¢ filtr z widkna szklanego
wg punktu 5.9. Po odparowaniu rozpuszczalnika
doda¢ po 2 ml metanolu wg punktu 5.2. i podda¢
30-minutowej ekstrakcji za pomocg mieszadla
rolkowego wg punktu 6.10. Ekstrakt przepusci¢
za pomocy filtrow strzykawkowych wg punktu
5.10. do naczynek o pojemnosci 2 ml wg punktu
6.7. Zawartos¢ 4-chloro-2-toliloaminy w 1 ml roz-
tworu wynosi odpowiednio: 0; 0,2; 0,4; 0,5; 1; 2; 3
i4 pg. Uzyskane ekstrakty poddac analizie chroma-
tograficznej w warunkach podanych w punkcie 8.

Sporzadzi¢ krzywa wzorcowa, odkladajac na
osi odcietych ilo$¢ 4-chloro-2-toliloaminy nanie-
sionej na zel, a na osi rzednych - wartos¢ pola po-
wierzchni piku badanego zwigzku. Dopuszcza sig
automatyczne integrowanie danych i sporzadzanie
krzywej wzorcowe;j.

10. Wykonanie oznaczania

Po pobraniu probek powietrza filtry wraz z ze-
lem krzemionkowym z dluzszej warstwy rur-
ki sorpcyjnej przenies¢ do naczynek szklanych
o pojemnosci 4 ml wg punktu 6.7. W drugim
naczynku umiesci¢ zel krzemionkowy z krotszej
warstwy rurki. Do prébek doda¢ po 2 ml metanolu
i ekstrahowa¢ przez 30 minut za pomocg miesza-
dla rolkowego wg punktu 6.11. Ekstrakt przesa-
czy¢ do naczynek o pojemnosci 2 ml wg punktu
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6.7. za pomoca filtréw strzykawkowych wg punk-
tu 5.10. Prébki podda¢ analizie chromatograficz-
nej. W przypadku probek, ktéorych wartosci pdl
powierzchni analizowanych pikéw przekraczaja
zakres roboczy metody, nalezy wykona¢ powtérne
oznaczenie, rozcienczajac dodatkowo probke. Do-
datkowe rozcieniczenie uwzglednic¢ w obliczeniach.

11. Obliczanie wyniku oznaczania

Stezenie 4-chloro-2-toliloaminy (X) w badanym
powietrzu obliczy¢ w miligramach na metr sze-
$cienny na podstawie wzoru:

x="0
%

w ktorym:
m - masa 4-chloro-2-toliloaminy odczytana
z krzywej wzorcowej, w mikrogramach,
V- objetos¢ przepuszczonego powietrza przez
probniki, w litrach,

2 - wspdlczynnik rozcienczenia probki.
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