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Metode stosuje sie do oznaczania stezeri 4-toliloaminy w powietrzu na stanowiskach pracy.

Metoda polega na ekstrakcji 4-toliloaminy zatrzymanej na nasaczonym roztworem kwasu siarkowego
filtrze z wldkna szklanego za pomoca metanolowo-wodnego roztworu wodorotlenku sodu oraz
oznaczaniu tego zwiazku z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej.

Oznaczalnos$é metody wynosi 0,4 mg/m?3 (dla prébki o objetosci 100 1).

UWAGI WSTEPNE

4-Toliloamina (p-toluidyna; 1-amino-4-metylobenzen; 4-aminotoluen; 4-metyloanilina; 4-metylo-

benzoamina) wystgpuje w postaci biatych, potyskujacych ptatkow o charakterystycznym zapachu,

przypominajacym zapach wina. Zwigzek ten stosunkowo stabo rozpuszcza si¢ w wodzie. Znacznie

lepiej rozpuszcza si¢ w etanolu, metanolu, acetonie, eterze, rozcienczonych kwasach i olejach.
Najwazniejsze wlasciwosci fizykochemiczne 4-toliloaminy:

— WzO0r sumaryczny C/HgN
— cigzar molowy 107,16
— gestos¢ par (powietrze = 1) 3,9
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— temperatura topnienia 44 °C

— temperatura wrzenia 200,5°C

— cigzar wlasciwy 0,8095 (w temp. 20 °C/4 °C)

— preznos¢ par 38,1 Pa

— gestosé 0,9619 g/cm? (w temp. 20 °C)

— stata dysocjacji (pKa) 4,98 (szacowana)

— wspotczynnik podziatu oktanol-woda jako log Kow 1,39
— rozpuszczalno$¢ w wodzie 6,64 g/l (w temp. 20 °C).

4-Toliloamina jest otrzymywana przez redukcj¢ p-nitrotoluenu w obecnos$ci zelaza i kwasu
solnego. Stosowana jest jako potprodukt przy produkcji: barwnikow, pestycydow, zywic jono-
wymiennych oraz niektorych lekow. Zwiazek ten jest rowniez obecny w dymie papierosowym. Do
organizmu os6b narazonych 4-toliloamina moze wchiania¢ si¢ gtéwnie droga inhalacyjna oraz
przez skorg.

4-Toliloamine, zgodnie z tabela 3.2. zatacznika VI do rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i
Rady (WE) nr 1272/2008 z dnia 16 grudnia 2008 r. w sprawie klasyfikacji, oznakowania i pa-
kowania substancji i mieszanin, zmieniajacego i uchylajacego dyrektywy 67/548/EWG i 1999/45/WE
oraz zmieniajacego rozporzadzenie (WE) nr 1907/2006 (DzUrz UE z dnia 31.12.2008 r. L 353),
zakwalifikowano jako:

— RA40 - ograniczone dowody dziatania rakotworczego (Rakotw. Kat. 3.)

— T —substancja toksyczna

— R23/24/25 — dziata toksycznie przez drogi oddechowe, w kontakcie ze skora i po

potknigciu

— Xi — substancja drazniaca

— R36 — dziata drazniaco na oczy

— R43 — moze powodowac¢ uczulenie w kontakcie ze skora

— N — substancja niebezpieczna dla srodowiska

— R50 — dziata bardzo toksycznie na organizmy wodne.

W 2010 r. minister pracy i polityki spotecznej ustanowil wartos¢ najwyzszego dopuszczalnego
stezenia (NDS) dla 4-toliloaminy w powietrzu na stanowiskach pracy réwna 8 mg/m®.

PROCEDURA ANALITYCZNA

1. Zakres stosowania metody

W niniejszej procedurze podano metod¢ oznaczania zawartosci 4-toliloaminy w powietrzu na
stanowiskach pracy, z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Metodg stosuje
si¢ podczas badania warunkow sanitarnohigienicznych.

Najmniejsze stezenie 4-toliloaminy, jakie mozna oznaczy¢ w warunkach pobierania probek
powietrza i wykonania oznaczania opisanych w procedurze, wynosi 0,4 mg/m®.
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2. Powolania normatywne

PN-Z-04008-7 ,,Ochrona czystoSci powietrza — Pobieranie probek — Zasady pobierania probek
powietrza w Srodowisku pracy i interpretacji wynikow”.

3. Zasada metody

Metoda polega na osadzaniu 4-toliloaminy na filtrze z widkna szklanego nasaczonego roztworem
kwasu siarkowego, ekstrakcji za pomoca metanolowo-wodnego roztworu wodorotlenku sodu oraz
oznaczaniu tego zwiazku za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowe;.

4. Wytyczne ogodlne

4.1. Czystos¢ odczynnikow
Do analizy nalezy stosowac, 0 ile nie zaznaczono inaczej, odczynniki i substancje wzorcowe 0
stopniu czysto$ci co najmniej cz.d.a.

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

4.3. Postgpowanie z substancjami toksycznymi
Wszystkie czynnosci, podczas ktorych uzywa si¢ substancji wzorcowych, nalezy wykonywac pod
sprawnie dziatajacym wyciagiem laboratoryjnym.

Zuzyte roztwory i odczynniki nalezy gromadzi¢ w przeznaczonych do tego celu pojemnikach
i przekazywac do zaktadow zajmujacych si¢ ich unieszkodliwianiem.

5. Odczynniki, roztwory i materiaty

5.1. 4-Toliloamina
Stosowa¢ wedtug punktu 4.
5.2. Kwas siarkowy
Stosowac¢ wedtug punktu 4.
5.3. Metanol do HPLC
Stosowac wedtug punktu 4.
5.4. Sodu wodorotlenek
Stosowac wedtug punktu 4.
5.5. Roztwor kwasu siarkowego
Przygotowac roztwor kwasu siarkowego o stezeniu 0,135 mol/l.
5.6. Roztwor wodorotlenku sodu
Odwazy¢ doktadnie 0,54 g wodorotlenku sodu wedlug punktu 5.4., przenies¢ do kolby
pomiarowej 0 pojemnosci 100 ml i rozpusci¢ w wodzie wedtug punktu 5.10. Po ostygnigciu
uzupehni¢ kolbg woda do kreski, a 40 ml tego roztworu zmiesza¢ z 60 ml metanolu wedhug punktu 5.3.
5.7. Roztwor wzorcowy podstawowy 4-toliloaminy
Odwazy¢ okoto 600 mg 4-toliloaminy wedtug punktu 5.1., przenies¢ do kolby pomiarowej 0
pojemnos$ci 10 ml i rozpusci¢ w metanolu wedtug punktu 5.3. Obliczy¢ stezenie tego zwiazku w
tak przygotowanym roztworze.
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5.8. Roztwor wzorcowy posredni 4-toliloaminy
Do kolby pomiarowej 0 pojemnosci 25 ml odmierzy¢ taka ilo§¢ roztworu wzorcowego
podstawowego 4-toliloaminy wedtug punktu 5.7., aby po uzupetnieniu metanolem koncowe steze-
nie 4-toliloaminy wynosito 16 mg/ml.

5.9. Roztwory wzorcowe robocze 4-toliloaminy
Do siedmiu kolb pomiarowych o pojemnosci 10 ml odmierzy¢ w mililitrach odpowiednio: 0,00;
0,25; 0,5; 1,0;2,0; 5,0 i 10,0 roztworu wzorcowego posredniego 4-toliloaminy wedtug punktu
5.8. iuzupetni¢ metanolem do kreski. Stezenia 4-toliloaminy w tak przygotowanych roztworach
wynosza: 0,0; 0,4;0,8; 1,6;4,0; 8;0 i16,0 mg/ml.

5.10. Woda do HPLC
Stosowac wedtug punktu 4.

6. Przyrzady pomiarowe i sprzet pomocniczy

6.1. Chromatograf cieczowy
Stosowa¢ chromatograf cieczowy z detektorem spektrofotometrycznym umozliwiajacym wyko-
nanie oznaczen przy dtugosci fali 234 nm.

6.2. Kolumna chromatograficzna
Stosowac kolumng chromatograficzng stalowa o dtugosci 250 mm i $rednicy wewngtrznej 3 mm
wypelniona zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami CN o $rednicy ziaren 5 pm.

6.3. Filtry szklane
Stosowac filtry z wtokna szklanego o $rednicy 37 mm i wielko$ci poréw 1,6 um. Filtry nasaczy¢
200 ml roztworu kwasu siarkowego wedtug punktu 5.5. Filtry suszy¢ w suszarce w temperaturze
100 °C. Wysuszone filtry przechowywac w eksykatorze.

6.4. Naczynka (wialki)
Stosowa¢ naczynka (wialki) o pojemnosci 2 i 20 ml.

6.5. Pipeta automatyczna
Stosowac pipety automatyczne o pojemnosci 100 i 200 pl.

6.6. Pompa ssaca
Stosowa¢ pompe ssaca z przeptywomierzem, umozliwiajaca pobieranie powietrza w strefie
oddychania pracownika ze statym strumieniem obj¢tosci wedtug punktu 7.

6.7. Saczki z politetrafluoroetylenu
Stosowac¢ saczki z politetrafluoroetylenu (PTFE) o $rednicy 25 mm i §rednicy porow 0,45 pm.

6.8. Wytrzasarka/mieszadto hematologiczne
Stosowac wytrzasarke rotacyjna lub mieszadto hematologiczne.

7. Pobieranie probek powietrza

Podczas pobierania probek powietrza nalezy stosowaé zasady zawarte w normie PN-Z-04008-07. Za
pomoca pompy wedtug punktu 6.6. przepusci¢ przez filtry szklane wedtug punktu 6.3. do 100 1
powietrza ze stalym strumieniem objgtosci do 60 I/h. Filtry z pobranymi probkami powietrza
umiesci¢ w hermetycznie zamykanych pojemnikach i przechowywa¢ w lodowce do czasu
przeprowadzenia analizy. Pobrane w ten sposdb probki powietrza przechowywane w szczelnie
zamknigtych pojemnikach sa trwate przez 30 dni.
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8. Warunki pracy chromatografu

Nalezy tak dobra¢ sktad fazy ruchomej, aby zapewni¢ selektywne oznaczanie 4-toluiloaminy od
substancji wspotwystepujacych. W przypadku stosowania kolumny chromatograficznej wedtug punktu
6.2., oznaczanie mozna wykonac przy zastosowaniu warunkow podanych w ponizszej tabeli.

Tabela 1.

Warunki pracy chromatografu cieczowego

Kolumna Supelcosil CN 250 x 3 mm, ziarno 5 um
Faza ruchoma metanol (A) : woda (B)
Program gradientu 0 min 20% A
4 min 40% A
6 min 80% A
15 min 80% A
Predkosé przeptywu 0,3 ml/min
Objetos¢ probki 5ul
Temperatura kolumny 25 °C
Dlugos¢ fali analitycznej A —234nm

9. Sporzadzanie krzywej wzorcowej

Na siedem filtrow szklanych wedtug punktu 6.3. nanies¢ za pomoca pipety automatycznej po 100 pl
roztworé6w wzorcowych roboczych 4-toliloaminy wedtug punktu 5.9. Po wysuszeniu filtry
umiesci¢ w zakrecanych naczynkach szklanych 0 pojemnosci 20 ml wedtug punktu 6.4., doda¢ 5 ml
roztworu wodorotlenku sodu wedlug punktu 5.6. i ekstrahowa¢ przez 1 h na mieszadle
hematologicznym wedtug punktu 6.8. Zawartosci 4-toliloaminy w tak przygotowanych roztworach
wynosza: 0,0; 0,04; 0,08; 0,16; 0,4; 0,81 1,6 mg/5 ml. Ekstrakty przesaczy¢ przez saczki z PTFE
wedlug punktu 6.7. do naczynek o pojemnosci 2 ml wedtug punktu 6.4. i podda¢ analizie
chromatograficznej. Sporzadzi¢ krzywa wzorcowa, odkladajac na osi odcietych ilos¢ 4-tolilo-
aminy naniesiona na filtr, a na osi rzednych — warto$¢ pola powierzchni (wysokosci) piku tego
zwiazku. Dopuszcza si¢ automatyczne integrowanie danych i sporzadzanie krzywej wzorcowe;.

10. Wykonanie oznaczania

Filtry z pobranymi probkami powietrza umiesci¢ w zakrgcanych naczynkach szklanych o
pojemnosci 20 ml wedtug punktu 6.4., nastgpnie doda¢ 5 ml roztworu wodorotlenku sodu wedtug
punktu 5.6. i ekstrahowac przez 1 h na mieszadle hematologicznym wedtug punktu 6.8. Ekstrakty
przesaczy¢ przez saczki z PTFE wedlug punktu 6.7. do wialek o pojemnosci 2 ml wedtug punktu 6.4.
Roztwory podda¢ analizie chromatograficznej. Probki, ktorych wartosci pola powierzchni (wysokosSci)
pikéw przekraczaja wartoSci pola powierzchni (wysokosci) piku wzorca o najwyzszym stezeniu,
nalezy rozcienczy¢ metanolem wedlug punktu 5.3. Dodatkowe rozcienczenie uwzglednic w
obliczeniach.
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11. Obliczanie wyniku oznaczania

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

X ==,

w ktorym:
¢ — zawarto$¢ 4-toliloaminy odczytana z krzywej wzorcowej, w miligramach,
V — objetos¢ przepuszczonego powietrza, w metrach szesciennych.

INFORMACJE DODATKOWE

Badania wykonano, stosujac chromatograf cieczowy firmy Waters model Alliance wyposazony w
pompg poczwoérna, automatyczny dozownik probek, detektor spktrofotometryczny oraz kolumneg

analityczna.
Na podstawie przeprowadzonych badan uzyskano nastgpujace dane walidacyjne:
— zakres pomiarowy 0,04 =+ 1,6 mg/5 ml
0,4 +16 mg/m® (dla probki powietrza 100 1)

— granica oznaczania iloSciowego, Xozn 0,09 pg/ml (UV-VIS)
— granica wykrywalno$ci 0,3 pg/ml (UV-VIS)
— wspotczynnik korelacji charakteryzujacy

liniowos¢ krzywych wzorcowych, r 0,999
— calkowita precyzja badania, V, 3,5%
— niepewnos$¢ catkowita metody 16,5%.

SEAWOMIR BRZEZNICKI, MARZENA BONCZAROWSKA, JAN GROMIEC
p-Toluidine - a determination method

Abstract

Air samples are collected by drawing a known volume of air through acid-coated glass fiber
filters. p-Toluidine is desorbed with 5 ml of a methanolic solution of sodium hydroxide (0.135 mole).
The resulting solutions are then analyzed with high performance chromatography using
ultraviolet (A = 234 nm) detection.

The working range of the analytical method is from 0.04 to 1.6 ug/5ml (0.4 - 16 mg/m?3 for an
air sample of 100 1).
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