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Streszczenie

W wyniku przeprowadzonych badar opracowano
metode oznaczania 2-metoksyaniliny (2-MA) i4-
-metoksyaniliny (4-MA) w powietrzu na stano-
wiskach pracy z zastosowaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z detektorem spektrofo-
tometrycznym lub spektrofluorymetrycznym.

Metoda polega na: adsorpgji izomeréw metoksy-
aniliny na zywicy Amberlite XAD-2, ekstrakgji
acetonitrylem zatrzymanych zwiazkéw, reakcji
2-metoksyaniliny i 4-metoksyaniliny z chloro-
mréwczanem 9-fluorenylometylu oraz oznacza-
niu, powstalych w wyniku reakgji pochodnych,
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wysokosprawng chromatografia cieczowa.
Metoda umozliwia oznaczanie 2-metoksyaniliny
i 4-metoksyaniliny w zakresie stezen od 0,025 +

1 mg/m? (dla prébki powietrza o objetosci 200 I).
Granica oznaczalnosci (LOQ) tej metody wynosi
0,01 ug/ml (FLD).

Summary

A new procedure has been developed for the
assay of methoxyaniline (anisidine) isomers with
high-performance liquid chromatography with a
FLD or UV-VIS detector. The method is based
on the adsorption of 2-methoxyaniline (2-MA)
and 4-methoxyaniline (4-MA) on Amberlite
XAD-2. Adsorbed compounds are eluted with
aceto-nitrile and derivatized with  9-fluo-
renylmethyl chloroformate (FMOC CL). The re-

sulted solutions are analysed with high perfor-
mance chromatography with ultraviolet or spec-
tro-fluorimetric detection. The working range of
the analytical method is 0.025 + 1 mg/m? for a
200-L air sample. Limit of quantification:
0.01 pg/ml (FLD. The developed method of
determining methoxy-aniline (anisidine) iso-
mers has been recorded as an analytical proce-
dure (see Appendix).

WPROWADZENIE

2-Metoksyanilina (o-anizydyna, 2-aminoanizol)
jest w temperaturze pokojowej bezbarwng lub
z6ttawa oleista ciecza o charakterystycznym
aminowym zapachu. Zwigzek ten miesza si¢ w
kazdym stosunku z: alkoholem etylowym, ete-
rem dietylowym, acetonem i benzenem. 2-Me-
toksyanilina jest rozpuszczalna w rozcienczo-
nych kwasach mineralnych i eterze, natomiast
jest praktycznie nierozpuszczalna w wodzie.

2-Metoksyanilina jest produkowana na dro-
dze redukcji 2-metoksynitrobenzenu zelazem
lub przez uwodornienie tego zwigzku w obecno-
$ci katalizatorow (platyny lub palladu na weglu
aktywowanym). Zwigzek ten moze by¢ otrzy-
mywany takze przez ogrzewanie o-aminofenolu
z metylosiarczanem potasu. 2-Metoksyanilina
jest stosowana do produkcji: barwnikéw, lekow
lub substancji zapachowych.

W warunkach narazenia zawodowego do
organizmu czlowieka moze dostawac si¢ przez
bezposredni kontakt ze skéra lub droga inhala-
cyjna. 2-Metoksyanilina dziata draznigco na:
skore, blony sluzowe oczu i uktadu oddechowe-
go. Narazenie na ten zwigzek moze wywotaé
methemoglobinemi¢. Narazenie na 2-metoksy-
aniling o duzym stezeniu moze powodowaé
trudnosci w oddychaniu, zapasé, a nawet $Smier¢.
Powtarzane narazenie na ten zwigzek moze
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wywola¢: anemie, kontaktowa alergi¢ skory, za-
palenie oskrzeli oraz uszkodzenie nerek i uktadu
nerwowego (HSDB 2013a). Grupa Ekspertow
Miedzynarodowej Agencji ds. Badan nad Rakiem
(IARC) zaliczyta 2-metoksyaniling do grupy 2.B,
tj. do grupy zwiazkéw uznawanych za przypusz-
czalnie rakotworcze dla ludzi (IARC 1999).
4-Metoksyanilina  (p-anizydyna,
anizol) jest w temperaturze pokojowej ciatem
statym, wystepujacym w postaci biatych krysztal-
kéw Iub ptytek o charakterystycznym aminowym
zapachu. Zwiazek ten jest dobrze rozpuszczalny
w: eterze, etanolu, acetonie i benzenie, natomiast

4-amino-

stabo rozpuszcza si¢ w wodzie. Na skalg przemy-
stowa 4-metoksyanilina jest produkowana przez
etylowanie p-aminofenolu lub na drodze redukcji
1-metoksy-4-nitrobenzenu siarczanem sodu albo
przez uwodornienie w obecnosci katalizatora ni-
klowego. 4-Metoksyanilina jest stosowana do
produkcji barwnikow oraz jako pdtprodukt w
syntezie chemicznej. Zwigzek ten dziata draznigco
na blony $luzowe oczu i uktadu oddechowego.
Wdychana 4-metoksyanilina moze powodowaé
kaszel oraz utrudniony oddech. Podobnie jak 2-
-metoksyanilina moze wywota¢ methemoglobi-
nemi¢. Narazenie na 4-metoksyaniling o duzym
stezeniu moze powodowac: trudnosci w oddycha-
niu, zapas¢, a nawet Smier¢. Powtarzane naraze-
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nie na ten zwigzek moze wywotaé: anemie,
kontaktowa alergie skory, zapalenie oskrzeli
oraz uszkodzenie nerek i uktadu nerwowego
(HSDB 2013b). Grupa Ekspertow Migdzynaro-
dowej Agencji ds. Badan nad Rakiem (IARC)
zaliczyta 4-metoksyaniling do grupy 3., tj. do
grupy zwiazkéw nieklasyfikowanych jako rako-
tworcze dla ludzi (IARC 1999).

Klasyfikacje oraz oznakowanie obu izomeréow

metoksyaniliny, zgodne z tabela 3.1. zatacznika VI
do rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i
Rady (WE) nr 1272/2008 z dnia 16.12.2008 r. w
sprawie klasyfikacji, oznakowania i pakowania
substancji i mieszanin, zmieniajacego i uchylaja-
cego 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.) przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1.

Klasyfikacja i oznakowanie 2-metoksyaniliny i 4-metoksyaniliny zgodnie z obowiazujacymi aktami prawnymi

Klasytfikacja/oznakowanie

2- Metoksyanilina

4-Metoksyanilina

Rakotworczosé

Dziatanie mutagenne na komorki
rozrodcze

Toksyczno$¢ ostra, wdychanie
Toksycznos¢ ostra, skornie
Toksycznos¢ ostra, doustnie

Dzialanie toksyczne na narzady
docelowe — powtarzane narazenie

Toksycznos¢ ostra dla srodowiska
wodnego

H301
H310
H311

H330
H331

H341

H350
H373

H400

T

T+

N

R 23/24/25

R26/27/28

R33

R45
R50

kategoria 1.B
kategoria 2.

kategoria 3.
kategoria 3.
kategoria 3.

dziata toksycznie po potknigciu

dziata toksycznie w kontakcie ze
skora

dziata toksycznie w nastgpstwie
wdychania

podejrzewa sig, ze powoduje wady
genetyczne

moze powodowac raka

produkt toksyczny

dziata toksycznie przez drogi
oddechowe, w kontakcie ze skorg i
po potknigciu

moze powodowac raka

kategoria 1.B

kategoria 2.
kategoria 1.
kategoria 3.
kategoria 2.

kategoria 1.

dziata toksycznie po potknigciu.
grozi $miercig w kontakcie ze skora

wdychanie grozi $miercia

moze powodowac uszkodzenie
narzadow przez dlugotrwale lub
wielokrotne narazenie

dziata bardzo toksycznie na
organizmy wodne

produkt bardzo toksyczny
produkt niebezpieczny dla srodowiska

dziata bardzo toksycznie, rowniez
przez drogi oddechowe, w
kontakcie ze skora i po potknieciu

niebezpieczenstwo kumulacji w
organizmie

dziata bardzo toksycznie na
organizmy wodne
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cd. tab. 1.

Klasytfikacja/oznakowanie

2- Metoksyanilina

4-Metoksyanilina

R68

mozliwe ryzyko powstania -
nieodwracalnych zmian w stanie
zdrowia

Wartos¢ najwyzszego dopuszczalnego steze-
nia (NDS) dla 2-metoksyaniliny i 4-metoksy-
aniliny w powietrzu na stanowiskach pracy wy-
nosi 0,5 mg/m’, a najwyzsze dopuszczalne steze-
nie chwilowe (NDSCh) 1 mg/m’ (DzU 2002, nr
217, poz. 1833).

2-Metoksyanilina i 4-metoksyanilina sa zwykle
oznaczane przy zastosowaniu wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC), (NIOSH 2003;
Lizier, Zanoni 2012) lub kapilarnej chromatografii
gazowej (GC), (EPA 1989; 2007; Wood, Ander-
son 1975), a do pobierania probek powietrza wy-
korzystuje si¢ najczesciej rurki sorbcyjne wypel-

nione zywica Amberlite XAD-2 (NIOSH 2003)
lub zelem krzemionkowym (Wood, Anderson
1975). Opisany w NIOSH (2003) sposdb poste-
powania zaktada bezposrednig analiz¢ chroma-
tograficzng (detektor UV-VIS) zwiazku wyeks-
trahowanego z zywicy XAD-2.

Celem pracy bylo opracowanie metody umoz-
liwiajacej oznaczanie 2-metoksyaniliny i 4-meto-
ksyaniliny w powietrzu srodowiska pracy w zakre-
sie stezen od 0,025 + 1 mg/m’, czyli od 1/10 do 2
wartosci NDS, zgodnie z wymaganiami zawartymi
w normie PN-EN 482.

CZESC BADAWCZA

Aparatura

W badaniach zastosowano chromatograf cie-
czowy firmy Waters model Breeze wyposazony
w: pompe binarng, termostat, detektor spektro-
fotometryczny (Waters 2487), detektor spektro-
fluorymetryczny HP 1046A, automatyczny do-
zownik probek i komputer z programem stero-
wania i zbierania danych oraz chromatograf
cieczowy firmy Waters model Alliance wyposa-
zony w pompe poczwoérng, detektor spektrofo-
tometryczny (Waters PAD 2996), detektor spek-
trofluorymetryczny (Waters 2475), automatycz-
ny dozownik prébek, termostat i komputer z
programem sterowania i zbierania danych.
Analizy chromatograficzne wykonywano przy
zastosowaniu kolumny analitycznej Phenomenex
Synergi 4u Hydro-RP 150 x 2 mm o uziarnieniu
4 um. Prébki powietrza pobierano aspiratorami
Srednioprzeptywowymi firmy Gilian model GilAir 3.

Odczynniki i materialy
W  badaniach wykorzystano: 2-metoksyaniline
(Aldrich), 3-metoksyaniline (Aldrich), 4-metoksy-

aniline (Aldrich), acetonitryl (JT Baker), chlo-
romréwcezan  9-fluorenylometylu, (FMOC Cl)
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(Fluka), kwas borowy (POCh), disodu tetraboran
- 10 HO (POCh), wode do HPLC oraz zywicg
Amberlite XAD-2 (Supelco), rurki szklane do
pobierania probek powietrza, a takze pipety auto-
matyczne nastawne o pojemnosci 0,01 = 0,1 ml i
0,1 = 1 ml, szklo laboratoryjne, strzykawki do
cieczy itp.

Ustalenie warunkéw oznaczania

W opisanych w pismiennictwie metodach ozna-
czania metoksyaniliny w powietrzu z zastosowa-
niem techniki HPLC (NIOSH 2003; Lizier, Zano-
ni 2012) wykorzystuje si¢  kolumny analityczne
wypehione ztozem oktadecylowym (C-18). Ce-
lem okreslenia optymalnych warunkéw ozna-
czania metoksyaniliny przygotowano roztwory
pochodnych izomerow 2-, 3- i 4-metoksyaniliny
i poddano je analizie chromatograficznej z wyko-
rzystaniem warunkow podanych w tabeli 2. Roz-
dzialow chromatograficznych dokonywano, stosu-
jac kolumne analityczng Phenomenex Synergi 4u
Hydro-RP 150 x 2 mm, o uziarnieniu 4 um, ktorg
eluowano mieszaning acetonitrylu i wody (elucja
izokratyczna) zmieszanymi w stosunku 62: 38 (v:
v). Wyniki badania (chromatogram) przedstawio-
no narysunku 1.
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Tabela 2.
Warunki pracy chromatografu cieczowego

Kolumna analityczna

Phenomenex Synergi 4u Hydro-RP 150 x 2 mm; o uziarnieniu 4 pm

Faza ruchoma acetonitryl
Program — izokratycznie (v: v) 62
Strumien objetosci 0,3 ml/min
Temperatura kolumny 35°C

Dhlugos¢ fali analitycznej

265 nm (UV-VIS)

woda

38

Ex/Em 265/360 nm (FLD)

Objetos¢ probki 10 pl
0,30
0,254
000,004 FMoc ol A - FMOCCI B
900,004 0,2¢] o E.
0,22 2
s FMOC i 2 I g A
- ¢ X < = E
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500,004 ql' ";‘ ";l 0161 VE‘\-" < ;
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2 t 3
500,00 012 A )
0,10 = i
400,00 0,06 E
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0,04]
20000 4'MA o0zl i l
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0,0 | w0
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fyria_40 ug-40 min 60 ©-1; - Date Acquired: 2013-06-0811:82.15, Via: 59 Inj#: 1, Chamel SATIN
m- Pnzydyn _40ug40minA0C1; Datesfoqured 20M306-00 121342 Mal 44, Inj#:1; Channe: SATIN
P-Arizydyna 40 ug-40 min 80 C-1; Dizte Acquired: 2013060813 24:15; Vs 52 I #: 1; Charmal SATIN

o-ri zydyna_40 1g-40 minB0 C-1; Date Acquired: 20130806 11:6215,  Mal 55; Inj # 1; Channel: 2487Channe 1
m-faizycyna_40ug-40min60C-1; Date foquiredt 2013-06-06 121342 Widl 44 in# 1; Channel: 2487Chamel 1
p-Arizydyra_40 Lg-40 min B0 C-1; Date Acquired: 20130806 132415, Vsl 52; Inj # 1; Channsl M8TChanns {

Rys. 1.

Analiza roztworéw pochodnych izomeré6w metoksyaniliny po zastosowaniu kolumny Phenomenex

Synergi 4u Hydro-RP 150 x 2 mm oraz detektoréw FLD (A) i UV-VIS (B)

Do oznaczania zwigzkéw aminowych czgsto
si¢ wykorzystuje zdolno$¢ tych substancji do
tworzenia pochodnych z takimi czynnikami
derywatyzujacymi, jak: chlorek dansylu (Co-
ppex 2000; Paseiro-Cerrato i in. 2011), fluore-
sceina (Coppex 2000; Asthana i in. 2000) badz
chloromréwczan 9-fluorenylometylu, (FMOC
Cl), (Coppex 2000; Lozanov i in. 2007; Zhao,
Suo 2008; Jambor, Molnar-Perl 2009; Molnar-
Perl 2011). Ostatni z wymienionych zwigzkow
byl juz wezesniej stosowany z powodzeniem do
oznaczania glifosatu w powietrzu i z tego
wzgledu postanowiono sprawdzi¢ mozliwosci
zastosowania FMOC CI do ilosciowych ozna-
czen izomeréw metoksyaniliny w powietrzu.
Celem otrzymania pochodnych izomeréw me-

toksyaniliny przygotowano acetonitrylowe roz-
twory tych zwigzkéw o stezeniach 4 i 40 pg/ml.
Dla izomeréw o kazdym stezeniu przygotowano
po 24 wiale o pojemnosci 2 ml, do ktérych
przenoszono po 0,25 ml tak przygotowanych
roztworéw, a nastepnie dodawano po 0,25 ml
buforu boranowego o stezeniu 0,2 mol/l i pH 8,5
i 0,25 ml acetonitrylowego roztworu FMOC Cl
o stezeniu 15 mmol/l oraz 0,25 ml 62-pro-
centowego roztworu acetonitrylu. Cato$¢ mie-
szano i inkubowano w temperaturze 40 °C przez
okres 20 (n = 6), 40 (n = 6) i 60 (n = 6) min.

Wykonano dodatkowo badania w temperatu-
rze pokojowej (n = 6), prowadzac reakcje
przez 30 min. Po zakonczeniu inkubacji i do-
prowadzeniu do temperatury pokojowej roztwo-
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ry poddawano analizie chromatograficznej. Na
rysunku 2. przedstawiono przykltadowo wyniki
badan dla 2-metoksyaniliny. Wartosci wspot-
czynnikéw zmiennosci (CV) wskazuja, iz opty-

kach zostaje osiggnigta po 40 min. Reakcja pro-
wadzona w temperaturze pokojowej powoduje
duzy rozrzut wynikéw, zwlaszcza w przypadku
mniejszych stezen 2-metoksyaniliny i 4-meto-

malna wydajnos¢ reakcji w opisanych warun-  ksyaniliny.
300000,0
£ 250000,0
2
£ 200000,0
N
'§ 150000,0
& ’
S
2~ 100000,0
o)
=9
E  50000,0
“8h
£ 0,0
<+ 7]
25°C 30 40 °C 20 40 °C 40 40 °C 60
min min min min
mPPP 220655,6 2295592 241572,7 243995,9
CV [%] 12,4 7,9 6,4 6,0
- 3000000,0
4
2
‘g 2500000,0
=
N
.§ 2000000,0
Za
224 1500000,0
L2
o
2
_ 1000000,0
=
g 500000,0
(e
<t
0,0
25°C 30 40 °C 20 40 °C 40 40 °C 60
min min min min
M PPP 2576054,1 25932790 25846522 2604111,9
CV [%] 73 8,7 6,1 1,7

Rys. 2. Wydajnos¢ reakcji 2-metoksyaniliny z FMOC Cl w zaleznosci od czasu i temperatury

Celem okreslenia optymalnej dlugosci fali
analitycznej do oznaczania pochodnych 2-me-
toksyaniliny i 4- metoksyaniliny przygotowano
acetonirylowe roztwory tych zwiazkow o steze-
niu 400 pg/ml. Przygotowane roztwory podda-
no reakcji z FMOC Cl i po ostudzeniu powstale
pochodne poddano analizie chromatograficznej

przy zastosowaniu chromatografu cieczowego
Waters Alliance wyposazonego w detektor dio-
dowy umozliwiajacy uzyskanie widma analizo-
wanej substancji w ultrafiolecie (UV) oraz ska-
ningowy detektor spektrofluorymetryczny po-
zwalajacy na rejestracje widma emisji analizo-
wanej substancji przy statej dtugosci fali wzbu-
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dzenia. Wyniki badan przedstawiono na rysun-
kach 3. i 4. Z analizy widm badanych pochod-
nych wynika, ze optymalna dtugoscia fali anali-
tycznej do oznaczania obu izomeréow metoksya-
niliny jest A — 265 nm (UV-VIS), a w przypadku

analizy spektrofluorymetrycznej (FLD) dlugo-
Sciami fal wzbudzenia (A.) 1 emisji (Aey) beda
odpowiednio fale o dtugosci 265 i 360 nm i te
analityczne dlugosci fali stosowano w dalszych
pracach.
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Rys. 3. Widmo chloromréwczanu 9-fluorenylometylu (FMOC Cl) oraz pochodnych 2-metoksyaniliny i 4-metoksy-

aniliny w zakresie 200 + 400 nm
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Dobor warunkow pobierania

probek powietrza

Zgodnie z przyjetymi zalozeniami obecne w po-
wietrzu zwigzki sg zatrzymywane w rurce szklanej
wypehionej zywica Amberlite XAD-2, wymy-
wane acetonitrylem i po przeksztatceniu ich w
pochodne otrzymane zwigzki — 2-metoksyanilina i
4- metoksyanilina — sg iloSciowo oznaczane
chromatograficznie z detekcjg spektrofotome-
tryczng (UV-VIS) i (lub) spektrofluorymetryczng
(FLD).

Celem zbadania odzysku 2-metoksyaniliny i
4-metoksyaniliny z rurek sorpcyjnych przygo-
towano trzy serie po szes¢ probowek, do ktérych
wsypano po 150 mg Amberlitu XAD-2, na ktéry
naniesiono po 0,1 ml acetonitrylowego roztworu
mieszaniny 2-metoksyaniliny i 4- metoksyanili-

Tabela 3.

ny o stezeniach: 0,1; 0,5 i 2 mg/ml. Po odpa-
rowaniu rozpuszczalnika, rurki desorbowano,
stosujac 5 ml acetonitrylu. Eluaty zbierano do
kolb miarowych o pojemnosci 5 ml i uzupetnia-
no do kreski. Po wymieszaniu objetosci otrzy-
mane roztwory poddano reakcji z FMOC Cl i po
ostudzeniu powstate pochodne poddano analizie
chromatograficznej. Wyniki oznaczen przedsta-
wiono w tabelach 3. i 4. Wyniki badan wskazu-
ja, ze Amberlite XAD-2 mozna stosowa¢ do
pobierania probek powietrza do oznaczen izo-
meréw metoksyaniliny. Srednie wspotezynniki
odzysku (dla trzech analizowanych stgzen:
0,01; 0,051 0,2 pg/5 ml) 2-metoksyaniliny i 4-
-metoksyaniliny wynosza odpowiednio: 95,5 i
92,0% (detektor UV-VIS) oraz 97,7 i 94,2%
(detektor FLD).

Wyniki badai odzysku 2-metoksyaniliny (2-MA) z rurek szklanych wypelnionych zywica Amberlite

XAD-2 (UV-VIS)

I10o$¢ 2-MA naniesiona na Wslie pericnZe 1l pil W?E;;gggmk Srednia warto$é,
) > 1)
XAD-2, g kroonzttrvovlonry ekstrakt WO, % WO, %
154 458,0 93,8
160 630,8 97,6
POTTR R
10 162 983.2 163 653:0 99:4 93,8
1654374 154 4132 93.8
S 4,2
CV 4,4
771 781,0 99,1
7722148 99,2
wass | et |
50 808 766,0 703 148:5 90:3 97,9
726 409,1 780 407.3 100,2
S 3,7
CV 3,8
30872089 92,7
3156 246,4 94,8
s | e |
200 3336 481,8 3247 1%’0 97’5 94,9
3377 069,0 ’ .
> 3243 179,7 97,4
S 2,7
CV 2,9
Sredni wspétezynnik odzysku, Sr, % 95,5
Odchylenie standardowe, S 3,8
Wspotczynnik zmiennosci, CV, % 4,0
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Tabela 4.

Wyniki badan odzysku 4-metoksyaniliny (4-MA) z rurek szklanych wypelnionych zywica Amberlite

XAD-2 (detektor UV-VIS)

Pole powierzchni piku . : ’
Ilo$¢ 4-MA naniesiona na W?(;)Zl;:l)(/:mk Srednia wartos¢,
XAD-2, : > WO, %
(2323 roztwor ekstrakt WO, % °
kontrolny

140 984,4 88.3
139 610,1 87,5
134 271,6 84,1
158 677.3 135 698.6 85.0

10 160 625,1 87,1
159 621.5 1412674 88,5
> 141 609,2 88.7
S 1.9
CV 2,3
705 765,4 94,7
702 700,2 94,3
701 501,3 94,2
774 959,3 706 620.3 94.9

50 782 731,2 94,2
676 960.1 687 348.8 92,3
> 704 574,1 94,6
S 1,0
CV 1,0
2 879 648.6 92,8
2935 503,3 94,6
2963 110,8 95,5
3090 620.4 2 849 888.9 91,8

200 3126 954,9 3026 098.4 97.5 94,9
3095 390.5 30187310 97.2
S 2,3
cv 2.4
Sredni wspétezynnik odzysku, Sr, % 92,0
Odchylenie standardowe, S 4,0
Wspotezynnik zmiennosci, CV, % 4.4

Celem zbadania wptywu przepuszczania po-
wietrza na odzysk izomeréw metoksyaniliny z
rurek sorpcyjnych (Amberlite XAD-2 150/75 mg)
przygotowano trzy serie po szes$¢ rurek, na ktore
naniesiono po 0,1 ml roztworu mieszaniny 2-me-
toksyaniliny i 4-metoksyaniliny o stg¢zeniach: 0,1;
0,512 mg/ml. Po odparowaniu rozpuszczalnika,
przez rurki przepuszczono 200 1 powietrza ze
strumieniem objetosci 1 I/min. Kazda z sekcji
Amberlitu XAD-2 przenoszono do oddzielnych
probowek i desorbowano, stosujac 5 ml acetoni-
trylu. Eluaty zbierano do kolb miarowych o po-
jemnosci 5 ml i uzupeliano do kreski. Po wymie-
szaniu, uzyskane roztwory poddano reakcji z
FMOC Cl. Roztwory poreakcyjne przenoszono

do wial o pojemnosci 1 ml i poddawano analizie
chromatograficzne;j.

Na podstawie wynikéw badan (tab. 5. i 6.)
wykazano, iz badany sorbent moze by¢ stosowany
do pobierania prébek powietrza do oznaczen izo-
mer6ow metoksyaniliny na stanowiskach pracy.
Srednie wspélczynniki odzysku dla trzech anali-
zowanych stezen (0,01; 0,05 i 0,2 pg/5 ml) 2-me-
toksyaniliny i 4-metoksyaniliny wynosza odpo-
wiednio: 94,0 i 87,2% (detektor UV-VIS) oraz
97,3 i 88,6% (detektor FLD). Zawartosci izome-
réw metoksyaniliny stwierdzone w drugiej war-
stwie sorbentu w zadnym przypadku nie przekra-
czaly 5% zawartosci tych zwigzkéw stwierdzonej
W warstwie pierwszej.
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Tabela 5.

Wplyw przepuszczenia 200 1 powietrza na odzysk 2-metoksyaniliny (2-MA) z rurek szklanych
wypelnionych Amberlitem XAD-2 (detektor UV-VIS)

Ilos¢ 2-MA Pole powierzchni piku Wspotezynnik . . r
.. - Srednia warto$¢,
naniesiona na XAD-2, rozZtwor cstrak odzysku, WO.%
ng kontrolny ekstrakt WO, % >
121 3482 83,4
127 977.3 88,0
e | S %
10 142 190.8 138 490’6 95’2 89,0
146 212.8 135 783.9 93.4
S 4,5
CV 5,0
711 677,8 98,2
776 316,6 107,1
oy | ST %2
50 724 509,6 720 915:2 99:4 98,4
7225589 684 055.,6 94.4
S 4,6
CV 4,7
2949 4104 100,7
2 890 838.4 98,7
sy | 28000
200 2896 642.4 2716 311:7 92:8 94,4
2945 472,7 2657532.8 90.8
S 4,3
CV 4,5
Sredni wspolczynnik odzysku, Sr, % 94,0
Odchylenie standardowe, S 5.8
Wspotezynnik zmiennosci, CV, % 6,1
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Tabela 6.

Wplyw przepuszczenia 200 1 powietrza na odzysk 4-metoksyaniliny (4-MA) z rurek szklanych
wypelnionych Amberlitem XAD-2 (detektor UV-VIS)

. Il.osc 4-MA %’ole powierzchni piku Wspétczynnik Srednia wartosé
naniesiona na XAD-2, FOZtWOr strak odzysku, WO.%
pg kontrolny ckstrakt WO, % 7
78 254,5 89,5
77 838,1 94,0
93 803.4 81 0988 803
10 92712,0 83 998.4 100.2 84,6
97993.1 81991,1 89.2
S 2,7
CV 32
493 239.9 85,5
5392359 93,5
590 666.2 4611972 75
50 568 120,6 508 215:1 88:1 86,2
3719724 488 825.5 84,7
S 4,4
CV 5,1
24314702 94,3
2362 541,6 91,6
s | 0200 2
200 2552 406,4 2390 035:6 92:7 90,9
2597 172,6 2325335.1 90,2
S 2,5
CV 2,8
Sredni wspolczynnik odzysku, Sr, % 87,2
Odchylenie standardowe, S 42
Wspotczynnik zmiennosci, CV, % 4.8

Kalibracja i precyzja

Celem okreslenia zakresu roboczego i liniowo-
$ci metody na trzy serie po siedem rurek wypel-
nionych zywica XAD-2 (150 mg) naniesiono
pipeta automatyczng po 0,1 ml acetonitrylo-
wych roztworéw mieszaniny 2-metoksyaniliny
(2-MA) i 4-metoksyaniliny (4-MA) o stgze-
niach: 0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0 i 2,0 mg/ml. Po
odparowaniu rozpuszczalnika, pierwsza warstwe
XAD-2 przenoszono do probowek i desorbo-
wano, stosujac 5 ml acetonitrylu. Eluaty zbiera-
no do kolb miarowych o pojemnosci 5 ml, uzu-
pelniano do kreski, a nastepnie poddawano re-
akcji z FMOC Cl. Po wymieszaniu, ostudzone

roztwory poreakcyjne przenoszono do wial o
pojemnosci 1 ml i poddawano analizie chroma-
tograficznej. Wyniki badania zakresu liniowos$ci
metody przedstawiono graficznie na rysunku 5.
7 przedstawionych danych wynika, iz zalezno-
Sci odpowiedzi detektora od stezenia 2-me-
toksyaniliny oraz 4-metoksyaniliny maja cha-
rakter liniowy w zakresie 1 + 40 pg/ml. Dla obu
analizowanych zwiazkéw, niezaleznie od rodza-
ju zastosowanego detektora, wspotczynnik kore-
lacji ,,»” w analizowanym zakresie stezen jest
rowny 0,999, a wyrazony w procentach blad
wzgledny CV zawiera si¢ w granicach 3,2 +
5,1%.
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Rys. 5. Krzywe wzorcowe 4-metoksyaniliny i 2-metoksyaniliny na zywicy Amberlite XAD-2: A — 4-metoksy-
anilina, B — 2-metoksyanilina — detektor UV-VIS; C — 4-metoksyanilina, D — 2-metoksyanilina — detektor FLD

Wyznaczanie granic wykrywalnosci

i oznaczalnosci

Celem okreslenia granic wykrywalnosci i ozna-
czalnosci metody, mieszaning pochodnych wzor-
cOw 2-metoksyaniliny oraz 4-metoksyaniliny o
stezeniu 0,2 pg/ml poddano analizie chromatogra-
ficznej (n = 10). Badanie granicy wykrywalnosci i
oznaczalnosci izomeréw metoksyaniliny przepro-
wadzono zgodnie z wytycznymi zawartymi w
opracowaniu Dobeckiego (Dobecki 2004), oblicza-
jac odchylenie standardowe pdl powierzchni pi-
kéw, a nastepnie granice wykrywalnosci i grani-
ce oznaczenia iloSciowego. Wynosza one dla 2-
-metoksyaniliny odpowiednio: 0,03 i 0,1 pg/ml
(UV-VIS i FLD) oraz dla 4-metoksyaniliny: 0,03 i
0,1 pg/ml (UV-VIS)i0,02 i 0,07 pg/ml (FLD).

Badanie trwalosci pobranych

probek powietrza

Celem zbadania trwalosci roztworu mieszaniny
2-metoksyaniliny i 4-metoksyaniliny przygotowa-
no roztwér tych zwigzkéw o stezeniu 2 mg/ml.
Roztwér przechowywano w szczelnie zamknie-
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tym naczyniu przez okres trzydziestu dwdch dni
w chlodziarce. Po tym czasie badany roztwor
poddano reakcji z FMOC Cl, a po ostudzeniu
roztwor poreakcyjny przenoszono do wial o
pojemnosci 1 ml i poddawano analizie chroma-
tograficzne;j.

Wyniki oznaczen pordwnywano z wynikami
analiz mieszaniny 2-metoksyaniliny i 4-me-
toksyaniliny o stezeniu 2 mg/ml przygotowa-
nych w dniu analizy. Z przeprowadzonych ba-
dan wynika, ze roztwor mieszaniny izomeréw
metoksyaniliny przechowywany w szczelnie
zamknigtych naczyniach w chlodziarce jest
trwaly przez okres co najmniej trzydziestu dni.

Celem zbadania trwatosci probek 2-metoksy-
aniliny i 4-metoksyaniliny pobranych rurkami
wypelnionymi Amberlitem XAD (150/75 mg)
przygotowano trzy serie po szes$¢ rurek, na ktore
naniesiono po 0,1 ml roztworé6w mieszaniny
2-metoksyaniliny i 4-metoksyaniliny o stgzeniach:
0,1; 0,5 i 2,0 mg/ml. Po odparowaniu rozpusz-
czalnika rurki szczelnie zamykano i umieszcza-
no w hermetycznych pojemnikach w chtodziar-
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ce. Po pieciu, dziesieciu, dwudziestu i trzydzie-
stu dniach przechowywania, pierwsza warstwe
Amberlitu przenoszono do probowek i desor-
bowano, stosujac 5 ml acetonitrylu. Eluaty
zbierano do kolb miarowych o pojemnosci 5 ml,
uzupetniano do kreski, a nastepnie, po wymie-
szaniu, poddawano reakcji z FMOC CI. Roztwo-
ry poreakcyjne przenoszono po ostudzeniu do
wial o pojemnosci 1 ml i poddawano analizie
chromatograficznej. Wyniki oznaczen porow-
nywano z wynikami analiz eluatow 2-metoksy-
aniliny i 4-metoksyaniliny przygotowanych w
dniu analizy.

Na podstawie uzyskanych wynikow wykazano,
7ze probki 4-metoksyaniliny pobrane na zywice
Amberlite XAD-2 i przechowywane w herme-
tycznych pojemnikach w chlodziarce sa nietrwate.
Juz po dziesigciu dniach przechowywania, zawar-
to$¢ tego zwiazku dla stgzenia 10 pg/5 ml spada
do 32% poczatkowej wartosci, a dla pozostatych
stezen (50 i 200 pg/5 ml) odpowiednio do: 52 i
77%. W przypadku 2-metoksyaniliny nie zaob-
serwowano strat oznaczanego zwiazku, zwigza-
nych z okresem przechowywania. Po trzydziestu
dniach stwierdzono na Amberlicie XAD-2 od-
powiednio dla analizowanych stezen (10; 50;

200 pg/5 ml) 100; 91 i 96% pierwotnej ilosci
analitu.

Walidacja

Walidacje metody przeprowadzono zgodnie z
wymaganiami zawartymi w normie europejskiej
PN-EN 482:2012.
Wyznaczono nastgpujace parametry walida-
cyjne:
— zakres pomiarowy metody wynosi 1/10 +
2 proponowanej wartosci NDS
— krzywe kalibracyjne charakteryzuja sig¢
duza wartoscia wspodtczynnika korelacji
(r=10,999), co $wiadczy o liniowosci
wskazan detektora chromatografu cie-
czowego w badanym zakresie stezen
granice wykrywalnosci i
oznaczalnosci 2-metoksyaniliny i 4-me-
toksyaniliny, catkowita precyzje i wzgledna

—  Wyznaczono:

niepewnos$¢ catkowita metody.

Walidacja metody potwierdzita jej przydat-
no$¢ do zamierzonego zastosowania. Wyzna-
czone parametry walidacyjne zawarto w proce-
durze analitycznej, ktéra zamieszczono w Za-
faczniku.

PODSUMOWANIE

W wyniku przeprowadzonych badan opracowa-
no czulg i selektywna metode oznaczania izo-
meréw metoksyaniliny w powietrzu na stanowi-
skach pracy z wykorzystaniem techniki chroma-
tografii cieczowej z detekcjg spektrofotome-
tryczng (UV-VIS) i/lub spektrofluorymetryczng
(FLD).
Ustalono sposob pobierania probek powietrza:
— rurki sorpcyjne wypehlione dwiema
warstwami (150/75 mg) zywicy Amber-
lite XAD-2 zapewniajg iloSciowe wy-
odrgbnienie 2-metoksyaniliny i 4-me-
toksyaniliny z badanego powietrza
—  probki przechowywane w chlodziarce
sa nietrwate, dlatego po pobraniu ich
nalezy podda¢ je ekstrakcji i przecho-
wywaé w chlodziarce w postaci roztworu.

Dobrano
oznaczania:

parametry chromatograficznego

— do oznaczania wytypowano kolumneg
Phenomenex Synergi 4u Hydro-RP 150
X 2 mm eluowang mieszaning acetoni-
trylu i wody (62: 38), co pozwala na se-
lektywne oznaczanie wszystkich izome-
réw metoksyaniliny

—  oznaczanie prowadzi si¢ po przeksztal-
ceniu izomeré6w metoksyaniliny w po-
chodne za pomocg chloromrowczanu 9-
fluorenylometylu (FMOC Cl).

Opracowana metoda oznaczania izomeroéw
metoksyaniliny moze by¢ wykorzystywana
przez laboratoria higieny pracy i stacje sanitar-

no-epidemiologiczne do wykonywania pomia-
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réw stgzen tych substancji w powietrzu na sta-
nowiskach pracy, w celu oceny narazenia pra-

cownikow i oceny stwarzanego przez te zwiazki
ryzyka zawodowego.
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ZAYACZNIK

PROCEDURA ANALITYCZNA OZNACZANIA METOKSYANILINY

1. Zakres stosowania metody

Metod¢ podang w niniejszej procedurze stosuje
si¢ do oznaczania 2-metoksyaniliny (nr CAS:
90-04-0) i (lub) 4-metoksyaniliny (nr CAS:
104-94-9 ) w powietrzu na stanowiskach pracy.
Metode stosuje si¢ podczas przeprowadzania
kontroli warunkéw sanitarnohigienicznych. W
przypadku wspdtwystepowania w badanym
powietrzu innych zwiazkéw organicznych nale-
zy sprawdzié, czy w warunkach wykonania
oznaczania nie posiadaja one takich samych
czasOw retencji jak izomery metoksyaniliny.

Najmniejsze stezenie 2-metoksyaniliny i4-
-metoksyaniliny, jakie mozna oznaczy¢ w wa-
runkach pobierania probek powietrza i wyko-
nywania oznaczania opisanych w metodzie,
wynosi 0,025 mg/m3 powietrza.

2. Powotania normatywne

PN-Z-04008-7 Ochrona czystosci powietrza —
Pobieranie probek — Zasady pobierania probek
powietrza w $rodowisku pracy i interpretacji
wynikow.

3. Zasada metody

Metoda polega na zatrzymaniu 2-metoksyaniliny i
4-metoksyaniliny na zywicy Amberlite XAD-2,
ekstrakeji acetonitrylem zatrzymanych zwigzkdw,
reakcji 2-metoksyaniliny i 4-metoksyaniliny z
chloromréwczanem  9-fluorenylometylu
oznaczaniu powstatych w wyniku reakcji pochod-

oraz

nych za pomocg wysokosprawnej chromatografii
cieczowej.

4. Wytyczne og6lne

4.1. Czystos¢ odczynnikéw
Do analizy, o ile nie zaznaczono inaczej, nalezy
stosowa¢ odczynniki i substancje wzorcowe o
stopniu czystosci co najmniej cz.d.a.

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

4.3. Postepowanie z substancjami toksycz-

nymi
Wszystkie czynnosci, podczas ktérych uzywa
si¢ substancji wzorcowych, nalezy wykonywac
pod sprawnie dziatajacym wyciagiem laborato-
ryjnym.

Zuzyte roztwory i odczynniki nalezy gro-
madzi¢ w przeznaczonych do tego celu
pojemnikach i przekazywa¢ do zakladow
zajmujacych sie ich unieszkodliwianiem.

5. Odczynniki, roztwory
i materialy

5.1. Acetonitryl
Stosowaé acetonitryl o czystosci do HPLC.
5.2. Amberlite XAD-2
Stosowa¢ zywice Amberlite XAD-2 lub jej
odpowiednik.
5.3. Tetraboran sodowy dziesigciowodny
(boraks) (Na,B407-10 H,O)
Stosowaé wedtug punktu 4.
5.4. Kwas borowy
Stosowac wedtug punktu 4.
5.5. Chlorek sodu (NaCl)
Stosowaé wedtug punktu 4.
5.6. Chloromréwczan 9-fluorenylometylu
(FMOC Cl)
Stosowaé wedtug punktu 4.
5.7. 2-Metoksyanilina
Stosowa¢ 2-metoksyaniling o czystosci > 99 %.
5.8. 4-Metoksyanilina
Stosowac 4-metoksyaniling o czystosci > 99 %.
5.9. Roztwér acetonitrylu 62-procentowy
Do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml
odmierzy¢ 6,2 ml acetonitrylu wg punktu 5.1. i
uzupetni¢ woda wg punktu 5.16. do kreski.
5.10. Roztwor buforu boranowego — pH 8,5
Odwazy¢ 12,404 g kwasu borowego wg punktu
5.4. oraz 2,892 g chlorku sodu wg punktu 5.5.,
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przenies¢ do kolby miarowej o pojemnosci
1000 ml, rozpusci¢ w wodzie wg pktu 5.13. i
uzupehic¢ kolbe do kreski.

Odwazy¢ 19,108 g tetraboranu disodu wg
punktu 5.3., przenies¢ do kolby miarowej o
pojemnosci 1000 ml, rozpusci¢ w wodzie wg
punktu 5.16., a nastepnie uzupeini¢ kolbg do
kreski woda.

Przygotowane roztwory zmieszaé¢ ze soba w
stosunku 1:1 (v: v). Stezenie tak przygotowa-
nego buforu boranowego wynosi 0,2 mol/l.

5.11. Roztwor chloromrowcezanu  9-fluo-

renylometylu
Odwazy¢ doktadnie 0,388 g chloromréwczanu
9-fluorenylometylu wg punktu 5.6., przenies¢ do
kolby 100 ml i
rozpusci¢ w acetonitrylu wg punktu 5.1.
Stezenie tego zwigzku w tak przygotowanym
roztworze wynosi 0,015 mol/l.

miarowej o pojemnosci

5.12. Roztwér wzorcowy 2-metoksyaniliny
Do kolby miarowej o pojemnosci 25 ml odwa-
zy¢ doktadnie 101 mg wzorca 2-metoksyaniliny
wg punktu 5.7. i rozpusci¢ w acetonitrylu wg
punktu 5.1. Stezenie 2-metoksyaniliny w tak
przygotowanym roztworze wynosi 4 mg/ml.

5.13. Roztwér wzorcowy 4-metoksyaniliny
Odwazy¢ 101,0 mg 4-metoksyaniliny — wg
punktu 5.8., przenies¢ do kolby miarowej o
pojemnosci 25 ml i rozpusci¢ w acetonitrylu wg
punktu 5.1. Stezenie 4-metoksyaniliny w tak
przygotowanym roztworze wynosi 4 mg/ml.

5.14. Roztwér wzorcowy mieszaniny 2-me-

toksyaniliny i 4-metoksyaniliny
Do kolby miarowej o pojemnosci 25 ml odmie-
rzy¢ po 12,5 ml roztwordw wzorcowych wg
punktow 5.12. i 5.13. Stezenie obu zwigzkéw w
tak przygotowanej mieszaninie wynosi 2 mg/ml.

5.15. Roztwory wzorcowe robocze 2-me-

toksyaniliny i 4-metoksyaniliny

Do siedmiu kolb miarowych o pojemnosci 10 ml
odmierzy¢ pipeta wg punktu 6.5. 1 6.6.: 0,0; 0,25;
0,5; 1,0; 2,5; 5,0 i 10,0 ml roztworu wzorco-
wego mieszaniny wg punktu 5.14. Kolby uzu-
petni¢ do kreski acetonitrylem wg punktu 5.1.
Stezenia obu zwigzkéw w tak przygotowanych
roztworach wynosza: 0,0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5;
1,0 i 2,0 mg/ml.
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5.16. Woda do HPLC
Stosowaé wodg o czystosci do HPLC.

6. Przyrzady pomiarowe i sprzet
pomocniczy

6.1. Chromatograf cieczowy
Stosowa¢ chromatograf cieczowy z detektorem
spektrofotometrycznym umozliwiajacym wyko-
nanie oznaczen przy dtugosci fali 265 nm lub z
detektorem spektrofluorymetrycznym umozli-
wiajacym wykonanie oznaczen przy dtugosci fa-
li wzbudzenia i emisji odpowiednio 265 i 360 nm.

6.2. Kolby miarowe
Stosowac kolby miarowe o pojemnosci: 10; 25 i
1000 ml.

6.3. Kolumna chromatograficzna
Stosowac kolumne chromatograficzng stalowa o
dhugosci 150 mm i $rednicy wewnetrznej 2 mm
wypelniong zelem krzemionkowym modyfiko-
wanym grupami C-18 o s$rednicy ziaren 4 um
lub inng kolumne analityczng zapewniajaca
mozliwos¢ selektywnego oznaczenia izomerdéw
metoksyaniliny.

6.4. Naczynka
Stosowaé naczynka kapslowane lub zakrecane, z
uszczelkami z gumy silikonowej pokrytej folig
teflonowa, umozliwiajace pobieranie zawartosci
mikrostrzykawka bez otwierania naczynka o po-
jemnosci okoto 1 +2 ml.

6.5. Pipety automatyczne
Stosowaé pipety automatyczne nastawne o po-
jemnosci: 0,010 = 0,1 mli0,1 + 1 ml.

6.6. Pipety szklane
Stosowacé pipety szklane o pojemnosci: 1; 2,5 i
5 ml

6.7. Pompa ssaca
Stosowal pompe ssaca z przeptywomierzem
umozliwiajacg pobieranie powietrza ze stalym
strumieniem objetosci wedtug punktu 8.

6.8. Rurki pochtaniajace
Stosowa¢ rurki szklane o dtugosci 110 mm i
$rednicy 8 mm z przewezeniem na jednym
koncu, zamykane kapturkami z
sztucznego, np. polietylenu, polichlorku winylu
lub dostepne w handlu rurki réwnowazne.
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7. Przygotowanie rurek
pochlaniajacych

W rurce pochtaniajacej wg punktu 6.8. umiescic
na przewezeniu, przegrodke z waty szklanej,
wsypa¢ 75 mg sorbentu wg punktu 5.2,
umiesci¢ na nim przegrodke, nastepnie wsypac
150 mg sorbentu i
przegrodke. Natychmiast po napetnieniu rurke
zamkng¢ zatyczkami. Dopuszcza si¢ stosowanie
takze  gotowych pochtaniajacych,
dostepnych w handlu.

ponownie umiesci¢

rurek

8. Pobieranie prébek powietrza

Podczas pobierania probek powietrza nalezy
stosowa¢ zasady zawarte w normie PN-Z-
04008-07. W miejscu pobierania probki zdjaé
zatyczki z rurki pochlaniajacej wedlug punktu
7., rurke umocowaé w pozycji pionowej i
polaczy¢ z urzadzeniem zasysajacym od strony
krotszej warstwy sorbentu. Przepusci¢ do 200 1
powietrza ze staltym strumieniem objetosci do
60 1/h. Z uwagi na nietrwalos¢ 4-metoksy-

przenies¢ kazda z warstw zywicy XAD-2 do
oddzielnej probowki i zala¢ 5 ml acetonitrylu
wg punktu 5.1. Probki wytrzasaé przez 15 min.
Probowki z wyekstrahowanymi substancjami
szczelnie zamkna¢ i przechowywaé do czasu
analizy w lodowce. Pobrane w ten sposéb
probki powietrza przechowywane w szczelnie
zamknigtych pojemnikach sg trwate przez okres
co najmniej 30 dni.

9. Warunki pracy chromatografu

Nalezy tak dobra¢ sklad fazy ruchomej, aby
zapewni¢ selektywne oznaczanie 2-metoksy-
aniliny i 4-metoksyaniliny. W przypadku sto-
sowania kolumny chromatograficznej wg
punktu 6.3., oznaczanie mozna wykona¢ przy
zastosowaniu warunkow podanych w tabeli 1.
Podane warunki nalezy traktowaé jako wa-
runki przykltadowe. W przypadku wspotwyste-
powania substancji interferujgcych, nalezy tak
dobra¢ warunki rozdziatu chromatograficznego,
aby zapewni¢ selektywne oznaczenie 2-meto-

ksyaniliny i 4-metoksyaniliny.

aniliny, bezposrednio po pobraniu probki
Tabela 1.
Warunki pracy chromatografu cieczowego
Kolumna analityczna Phenomenex Synergi 4u Hydro-RP 150 x 2 mm, uziarnienie 4 pm
Faza ruchoma acetonitryl: woda 62: 38
Program izokratycznie
Strumien objetosci 0,3 ml/min
Temperatura kolumny 35°C
Dlugosc¢ fali analitycznej 265 nm (UV-VIS)
Dlugos¢ fali wzbudzenia i emisji Awzy = 265 nm; Aem = 360 nm
Objetosé probki 10 pl

10. Sporzadzanie krzywej
WZOrcowej

Na siedem rurek szklanych wg punktu 7. na-
nies¢ do dtuzszej warstwy sorbentu pipeta au-
tomatyczng po 0,1 ml roztworow wzorcowych
roboczych wg punktu 5.15. Po wysuszeniu
przenies¢ dtuzszg warstwe zywicy XAD-2 do
probowki szklanej, doda¢ 5 ml acetonitrylu wg
punktu 5.1. i ekstrahowa¢ na wytrzasarce przez

15 min. Do czystych probéwek przenies¢ po
0,25 ml otrzymanych ekstraktéw i doda¢ 0,25 ml
buforu boranowego wg punktu 5.10. 0,25 ml roz-
tworu chloromréwczanu 9-fluorenylometylu wg
punktu 5.11. i 0,25 ml 62-procentowego roztworu
acetonitrylu wg punktu 5.9. Probéwki szczelnie
zamkna¢, wymiesza¢ zawartos¢ i pozostawi¢ przez
40 min w temperaturze 40 °C. Po tym czasie
roztwory ochtodzi¢ do temperatury pokojowe;j i
podda¢ analizie chromatograficznej. Sporzadzi¢
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krzywa wzorcowa, odkladajac na osi odcietych
ilosci 2-metoksyaniliny i 4-metoksyaniliny na-
niesione na Amberlite XAD-2 (w miligramach),
a na osi rzednych — odpowiadajace im po-
wierzchnie pikow wg wskazan integratora.

Dopuszcza sie korzystanie z automatycznego
wzorcowania i generacji raportéw integratoréw
lub komputerowych stacji akwizycji danych,
zgodnie z ich instrukcjami obstugi.

11. Wykonanie oznaczania

Do naczynek wg punktu 6.4. pobra¢ po 0,25 ml
otrzymanych ekstraktow pobranych prébek po-
wietrza i doda¢ 0,25 ml buforu boranowego wg
punktu 5.10. 0,25 ml roztworu chloromréwczanu
9-fluorenylometylu wg punktu 5.11.10,25 ml 62-
-procentowego roztworu acetonitrylu wg punk-
tu 5.9. Wiale szczelnie zamknaé, wstrzasna¢ ich
zawarto$cia i pozostawi¢ na 40 min w temperatu-
rze 40 °C. Po tym czasie probki ochtodzi¢ i pod-
da¢ analizie chromatograficznej. Zawartos$¢
oznaczanych substancji w ekstraktach drugich
warstw zywicy XAD-2 nie powinna przekra-
cza¢ 10% zawartosci tych zwiazkow oznaczo-

nych w pierwszej warstwie, w przeciwnym razie
wynik nalezy traktowac jako orientacyjny.

Probki, ktorych wartosci pola powierzchni
(wysokosci) pikow przekraczajg wartosci pola
powierzchni (wysokosci) piku wzorca o najwyz-
szym stezeniu, nalezy rozcienczy¢ acetonitrylem.
Dodatkowe rozcienczenie nalezy uwzgledni¢ w
obliczeniach.

12. Obliczanie wyniku oznaczania

Stezenie metoksyaniliny (X) w badanym po-

wietrzu obliczy¢ w miligramach na metr sze-

$cienny na podstawie wzoru:

mqi+my
v

X =

)

w ktorym:

my — zawarto$¢ metoksyaniliny (suma izo-
meréw) w pierwszej warstwie, odczy-
tana z krzywych wzorcowych, w mi-
ligramach,

myp — zawarto$¢ metoksyaniliny (suma izo-
meréw) w drugiej warstwie, odczytana
z krzywych wzorcowych, w miligra-
mach,

V — objeto$¢ przepuszczonego powietrza,

w metrach szesciennych.

INFORMACJE DODATKOWE

Badania wykonano, stosujac chromatograf cie-
czowy firmy Waters model Breeze wyposazony w
automatyczny dozownik probek, detektor spektro-
fotometryczny Waters 2487 i spektrofluoryme-
tryczny HP 1046A, kolumne analityczng Pheno-
menex Synergi 4u Hydro-RP 150 x 2 mm o uziar-
nieniu 4 pm oraz komputer z oprogramowaniem
sterujgcym i zbierajagcym dane.
Na podstawie przeprowadzonych badan
otrzymano nastepujace dane walidacyjne:
— zakres pomiarowy 0,001 +~ 0,04 mg/ml
0,025 + 1 mg/m’ (dla
probki powietrza 200 1)
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— granica wykrywalnosci,
Xow 0,02 pg/ml (FLD)
0,03 pg/ml (UV-VIS)
— granica oznaczania
ilosciowego, X, 0,07 pg/ml (FLD)
0,1 pg/ml (UV-VIS)
— wspdtczynnik korelacji
charakteryzujacy liniowos¢
krzywych wzorcowych, » = 0,999
— calkowita precyzja
badania, V. 6,4% (FLD),
6,3% (UV-VIS)
— niepewnos¢ catkowita
metody 13,7%.



