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Streszczenie

W wyniku przeprowadzonych badan opracowa-
no metode oznaczania difenyloaminy (DPA)
w powietrzu na stanowiskach pracy z zastoso-
waniem wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej z detektorem spektrofotometrycznym lub
fluorescencyjnym.

Metoda polega na: adsorpcji difenyloaminy na

filtrze z widkna szklanego nasgczonego roztworem
kwasu siarkowego, wyekstrahowaniu zatrzyma-
nego zwigzku za pomocg metanolu oraz analizie
ekstraktu za pomoca wysokosprawnej chromato-
grafii cieczowej z zastosowaniem detektora spek-
trofotometrycznego lub spektrofluorymetrycznego.
Metoda umozliwia oznaczanie difenyloaminy w
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zakresie stezen 0,4 + 16 mg/m3 (dla prébki powie-
trza o objetosci 100 1). Granica oznaczalnosci (LOQ)
tej metody wynosi odpowiednio: 0,00026 pg/ml
(FLD)1 0,02 ng/ml (UV-VIS).

Opracowang metode oznaczania difenyloaminy
w powietrzu na stanowiskach pracy zapisano w
postaci procedury analitycznej, ktéra zamiesz-
czono w Zataczniku.

Summary

A new procedure has been developed for the
assay of diphenylamine with high-performance
liquid chromatography with a FLD or UV-VIS
detector. The method is based on the adsorption
of diphenylamine on glass fibre filters treated
with sulfuric acid. The trapped diphenylamine
is then extracted with methanol and the resulted
solutions are analysed with high performance

chromatography with ultraviolet or spectrofluori-
metric detection. The working range of the analyti-
cal method is 0.4 + 16 mg/m?3 for a 100 L air sam-
ple. Limit of quantification: 0.00026 ng/ml (FLD)
and 0.02 ng/ml (UV-VIS). The developed method
of determining diphenylamine has been recorded
as an analytical procedure (see Appendix).

WPROWADZENIE

Difenyloamina (DPA) jest cialem krystalicznym
o charakterystycznym zapachu. Zwigzek ten
wystepuje w réznych barwach od bezbarwne;j,
biatej do brazowej, a pod wplywem $wiatta
ulega odbarwieniu. Difenyloamina jest stabo
rozpuszczalna w wodzie (0,04 g/l w temperatu-
rze 25 °C), natomiast dobrze rozpuszcza si¢ w:
acetonie, benzenie, etanolu, eterze, disiarczku
wegla, kwasie octowym, acetonitrylu, metano-
lu, oktanolu i heksanie. Jest stabg zasada, a z
mocnymi kwasami tworzy sole rozpuszczalne w
wodzie. Difenyloamina jest otrzymywana przez
ogrzewanie do wysokiej temperatury aniliny lub
aniliny z dodatkiem fenolu w obecnosci kwasu
solnego jako katalizatora. Zwigzek ten jest sto-
sowany gtéwnie jako potprodukt chemiczny. W
przemysle gumowym jest wykorzystywana jako
antyozonant zapobiegajacy tworzeniu si¢ spekan
na powierzchni: gumy, kauczukéw i tworzyw
sztucznych, poniewaz difenyloamina, wchodzac
w reakcje z ozonem tworzy warstwe izolujaca.
W wyniku reakcji chemicznej difenyloaminy
z siarkg powstaja fenotiazyny, ktore nastepnie sg
uzywane jako stabilizatory w produkcji, np.:
tworzyw sztucznych, zywic epoksydowych i
polichlorku winylu. Moze by¢ réwniez wyko-
rzystywana jako barwnik. Difenyloamina jest
stosowana jako fungicyd i herbicyd, jak row-
niez jako przeciwutleniacz przedtuzajacy swiezy
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wyglad roslin. W przemysle farmaceutycznym
difenyloamina jest wykorzystywana do produk-
cji lekéw stosowanych do zwalczania pasozy-
tow u ludzi i zwierzat, a w chemii analitycznej
do oznaczania zwigzkéw utleniajacych (barwne
reakcje w obecnosci kwasu siarkowego).

Do organizmu czlowieka difenyloamina
moze dostawac si¢ przez: bezposredni kontakt
ze skoéra, droga inhalacyjng lub pokarmowa.
Zwiazek dziata draznigco na: oczy, skore i blong
$luzowa, moze powodowaé podwyzszenie tetna
i cisnienia krwi, a takze wystgpienie methemo-
globinemii. Nie stwierdzono ani dziatania tera-
togennego, ani embriotoksycznego czy szkodli-
wego wpltywu difenyloaminy.

Na podstawie wynikéw badan nad rakotwor-
czym dziataniem difenyloaminy, zwigzek zostat
zaklasyfikowany przez ACGIH do grupy A4,
czyli do substancji nieklasyfikowanych jako
czynniki rakotwoércze dla cztowieka (ACGIH
2013).

Ze wzgledu na zagrozenia dla zdrowia ludzi
difenyloamina zostala sklasyfikowana (WE nr
1272/2008) jako substancja: wykazujaca tok-
sycznos$¢ ostrg przez wdychanie (kat. 3.), skore
(kat. 3.) i doustnie (kat. 3.), a takze niebez-
pieczna dla srodowiska wodnego. Difenyloami-
nie przypisano nastgpujace zwroty zagrozenia:
H301 — dziata toksycznie po potknieciu, H311—
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dziata toksycznie w kontakcie ze skora, H331—
dziata toksycznie w nastgpstwie wdychania,
H371 — moze powodowa¢ uszkodzenie narza-
déw, H400 — dziata bardzo toksycznie na orga-
nizmy wodne, H410 — dziata bardzo toksycznie
na organizmy wodne, powodujac  dtugotrwate
skutki.

W Polsce dotychczas nie ustalono wartosci
najwyzszego dopuszczalnego stezenia (NDS)
difenyloaminy w $rodowisku pracy. W 2013 r.
Zespol Ekspertéw Miedzyresortowej Komisji
ds. Najwyzszych Dopuszczalnych Stezen i Na-
tezen Czynnikéw Szkodliwych dla Zdrowia w
Srodowisku Pracy zaproponowal przyjecie ste-
Zenia 8 mg/m3 za wartos¢ NDS difenyloaminy
(Bystry, Stetkiewicz 2013).

Difenyloamina jest oznaczana zwykle przy
zastosowaniu wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC), (OSHA 1989; Rudell i in.
2005; Gilbert-Lopez i in. 2007; Lopez-Lopez i
in. 2013). Do pobierania probek powietrza do
oznaczania st¢zen difenyloaminy, jak i wielu
innych amin aromatycznych, stosuje si¢ filtry z
wlokna szklanego nasaczone kwasem siarko-
wym (OSHA 1989).

Celem badan bylo opracowanie metody
umozliwiajacej oznaczanie difenyloaminy w
powietrzu Srodowiska pracy w zakresie stezen
0,4 + 16 mg/m’, czyli od 1/20 do 2 wartosci
NDS, zgodnie z wymaganiami zawartymi w
normie PN-EN 482: 2012.

CZESC DOSWIADCZALNA

Aparatura

W badaniach zastosowano chromatograf cie-
czowy firmy Waters, model Alliance wyposazo-
ny w: pompe poczworna, termostat, detektor
spektrofotometryczny (Waters PAD 2996) i
spektrofluorymetryczny (Waters 2475), automa-
tyczny dozownik probek, termostat oraz kompu-
ter z programem sterowania i zbierania danych.

Analizy chromatograficzne wykonywano przy
zastosowaniu kolumny analitycznej Supelcosil
LC-18250 x 3 mm o uziarnieniu 5 pm oraz
Zorbax Eclipse XDB C-18 250 x 3 mm o uziar-
nieniu 5 pm. Prébki powietrza pobierano za po-
mocg aspiratorow srednioprzeplywowych firmy
Gilian, model GilAir 3.

Odczynniki i materialy

W badaniach wykorzystano: difenyloaming
(Sigma-Aldrich), kwas siarkowy (POCh), kwas
octowy (POCh), metanol (JT Baker), octan sodu
(POCh), wode do HPLC, filtry z widkna szkla-
nego GF/A 37 mm (Whatman), suszarke labo-
ratoryjng (Memert), a takze pipety automatycz-
ne nastawne o pojemnosci 0,01 +0,1 mli 0,1+

1 ml, szklo laboratoryjne (np.: pipety szklane jed-
nomiarowe klasy A o pojemnosci: 1; 2,5 i5 ml;
kolby miarowe o pojemnosci: 1,10 i 25 ml i strzy-
kawki do cieczy).

Ustalenie warunkéw oznaczania

Dobor warunkow analizy chromatograficznej

Opisane w piSmiennictwie metody oznaczania
difenyloaminy (DPA) w powietrzu z zastosowa-
niem techniki HPLC zaktadaja wykorzystanie
do tego celu kolumny analitycznej wypetnionej
ztozem oktadecylowym (C-18), (OSHA 1989;
Rudell i in. 2005). Wszystkie badania dotyczace:
zakresu stosowania metody, odzysku, odzysku
po aeracji, kalibracji, precyzji, trwalosci probek
i roztworow oraz granic wykrywalnosci i ozna-
czalnosci wykonano przy zastosowaniu kolum-
ny Supelcosil LC-18 250 x 3 mm, ktéra eluo-
wano mieszaning metanolu i wody w stosunku
7: 3 (v: v). Szczegdtowe warunki analizy chro-
matograficznej podano w tabeli 1. Kolumne
Zorbax Eclipse XDB-C18 (250 x 3 mm) stoso-
wano w badaniach dotyczacych selektywnosci
oznaczen difenyloaminy.
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Tabela 1.

Warunki pracy chromatografu cieczowego z detektorem UV-VIS i FLD przy oznaczaniu difenyloaminy
(DPA)

Kolumna analityczna Supelcosil LC-18 250 x 3 mm, 5 um

Faza ruchoma metanol woda

Program — izokratycznie (v:v) 80 20

Strumien objetosci 0,4 ml/min

Temperatura kolumny 30°C

Dtugos¢ fali analitycznej

Objetos¢ probki 10 pl

1283 (UV-VIS)
Aex — 285 e — 680 (FLD)

Do ilosciowego oznaczenia difenyloaminy
zastosowano wysokosprawng chromatografie
cieczowa z detekcja spektrofotometryczng (UV-
VIS) i spektrofluorymetryczng (FLD). Celem
okreslenia optymalnej dtugosci fali analitycznej
do oznaczania difenyloaminy, przygotowano
metanolowy roztwor tego zwigzku o stezeniu
80 pg/ml. Roztwor poddano analizie chromato-
graficznej przy zastosowaniu chromatografu
cieczowego wyposazonego w detektor diodowy
umozliwiajacy uzyskanie widma analizowanej
substancji oraz skaningowy detektor spektroflu-
orymetryczny umozliwiajacy zapis widma emi-
sji przy danej dtugosci fali wzbudzenia.

Badanie wykonano, analizujac widmo dife-
nyloaminy w zakresie 200 ~ 500 nm (UV) oraz
widmo emisji w zakresie 320 + 800 nm przy
dlugosci fali wzbudzenia A — 285 nm (FLD).
Wynik badania przedstawiono na rysunku 1.
Analiza widma UV badanego zwigzku pozwala na
stwierdzenie, iz optymalng do oznaczen iloscio-
wych dtugoscia fali analitycznej jest A = 283 nm.
Przy zastosowaniu detektora fluorymetrycznego
maksymalna czulo$¢ oznaczen mozna uzyskaé
przy dlugosci fali emisji A — 344 nm. Jednak
wystarczajacg czuto$é, z punktu widzenia opra-
cowanej metody, mozna uzyskaé przy zastoso-
waniu dlugosci fali emisji A — 680 nm.
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Rys. 1. Chromatogram difenyloaminy (DPA) i jej widmo w UV w zakresie 200 + 500 nm

oraz widmo emisji

zarejestrowane przy dtugosci fali wzbudzenia A = 283 nm. Kolumna Supelcosil LC-18
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Dobor warunkow pobierania

probek powietrza

Z dostepnych danych pismiennictwa wynika, iz
do pobierania probek powietrza do oznaczania
stezen difenyloaminy, jak i wielu innych amin
aromatycznych, stosuje si¢ filtry z wlokna szkla-
nego nasgczone kwasem siarkowym (OSHA
1989), co postanowiono zastosowa¢ w niniejszej
pracy. Do pobierania probek powietrza zasto-
sowano filtry z widkna szklanego Whatman
GF/A 37 mm nasaczone 0,5 ml kwasu siarko-
wego o stezeniu 0,13 mol/l. Filtry po naniesie-
niu kwasu siarkowego suszono w temperaturze
100 °C przez 60 min i przechowywano w
szczelnie zamknigtych pojemnikach.

Tabela 2.

Celem zbadania odzysku difenyloaminy z
filtréw przygotowano trzy serie po szes$¢ filtréw,
na ktére naniesiono po 100 pul metanolowych roz-
tworow difenyloaminy o stezeniach: 0,4; 1,6 i
8 mg/ml. Po odparowaniu rozpuszczalnika filtry
przeniesiono do wial o pojemnosci 8 ml i poddano
30-minutowej ekstrakcji na wytrzasarce za pomo-
cg 5 ml metanolu. Ekstrakty rozcienczano dziesig-
ciokrotnie i poddawano analizie chromatograficz-
nej. Wyniki badan przedstawiono w tabelach 2. i 3.
Wspdtezynniki odzysku difenyloaminy ekstraho-
wanej z badanych filtréw dla trzech analizowa-
nych stezen wynoszg odpowiednio: 85,9; 90,7 i
94,2 (detektor UV-VIS) oraz 85,4; 90,8 i 96,3%
(detektor FLD). Srednia wartos¢ wspétczynnika
odzysku wynosi okoto 90%.

Badanie odzysku difenyloaminy (DPA) pobranej na filtry szklane nasaczone kwasem siarkowym przy

zastosowaniu detektora UV-VIS

Medium Tlos¢ DPA Pole powierzchni piku Wspélezynnik Srednia wartos¢
ochlaniaiace | M@niesiona na filtr, 0ZtWOT odzvsku. % wspotczynnika
b e He kontrolny ckstrakt S odzysku, %
Filtr szklany 40 18 620.8 15 888,2 86,5 85,9
nasaczony 18 365,1; 18 125.9 15759,3 85.8
roztworem 158239 86,1
kwasu 15764.5 85,8
siarkowego 15729,7 85,6
15 659,1 85,2
S 0,4
cV 05
160 71 726,1 64 077,1 89.0 90,6
723359 64 098.6 89.0
71 947.6 66 059,6 91.8
66 850,0 92,8
657594 91,3
64 793.4 90,0
S 1.6
cro1,7
800 3532743 346 847.9 95.9 94,2
363 660,6 347 016,7 96,0
364 788,1 337 543,1 93,4
338 669.8 93,7
339 980.4 94,0
334 406,2 92,5
S 5,1
CV 5,6
Sredni wspétezynnik odzysku, Sr, % 90,2
Odchylenie standardowe, SD 4,5
Wspdtczynnik zmiennosci, CV, % 5.0
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Tabela 3.

Badanie odzysku difenyloaminy (DPA) pobranej na filtry szklane nasgczone kwasem siarkowym przy

zastosowaniu detektora FLD

. Ilos¢ DPA Wiglls peoriezeln il . . Srednia warto$é
Meclilllum . naniesiona na o —— Wsdpo%clfyni}lk wspotczynnika
pochianiajace filtr, pg antcuiny . odzysku, % odzysku, %
Filtr szklany 40 6415732,6 5345420,3 86,6
nasaczony 60399173 53251955 86,3
roztworem 6051 753,2 5102 148.6 82,7
kwasu 5368 945,5 87,0
siarkowego 5285 479,1 85.7 85.4

5196 159,8 84,2
S 1,7
cr 19
160 217329152 91,0
23 941 768.8 21 842 529.6 91,5
23913 086,6 218823733 91,7
237581 45,5 22 006 748.4 92,2
21659 092.6 90.7 0.8
20936 504,4 87,7
S 1,6
crv 1.8
800 114 564 942,2 114 857 442,4 98,4
117 233 422,0 115057 883,0 98.6
118231 221,3 1122141222 96,2
110473 108,8 94,7
110 228 046.6 94,5 96,3
111 054 959,3 95,2
S 5,1
CV 56
Sredni wspétezynnik odzysku, Sr, % 90,8
Odchylenie standardowe, SD 5.4
Wspotczynnik zmiennosci, CV', % 6,0

W celu sprawdzenia mozliwosci powstania
strat analizowanej substancji w wyniku prze-
puszczania powietrza, wykorzystano trzycze-
Sciowe gltowice do pobierania prébek powietrza
umozliwiajace zainstalowanie drugiego filtra.
Przygotowano trzy serie po sze$¢ filtrow szkla-
nych nasgczonych 0,5 ml kwasu siarkowego o
stezeniu 0,13 mol/l, na ktére naniesiono po 100 pl
metanolowych roztworéw difenyloaminy o ste-
zeniach: 0,4; 1,6 i 8 mg/ml. W pierwszej czesci
glowicy umieszczono filtr z naniesionym roz-
tworem wzorcowym, a w drugiej czgsci glowicy
umieszczono filtr bez wzorca. Filtry podlgczono
do aspiratoréw Srednioprzeptywowych i przez
okres 100 min przepuszczano przez nie powie-
trze ze strumieniem objetosci 1 I/min. Po tym
czasie zarowno filtry z naniesionym roztworem
wzorcowym, jak i filtry bez wzorcow przeniesiono
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do wial o pojemnosci 8 ml i poddano 30-mi-
nutowej ekstrakcji na wytrzasarce za pomocg 5 ml
metanolu. Ekstrakty rozcienczano dziesigcio-
krotnie i poddawano analizie chromatograficz-
nej. Na podstawie wynikéw przeprowadzonych
badan wykazano (tab. 4. i 5.), ze przyjety spo-
sOb pobierania proébek powietrza nie powoduje
istotnych ilosciowych strat difenyloaminy na-
niesionej na filtr. Wartosci odzysku dla trzech
analizowanych stezen wynosza odpowiednio:
82,5; 84,0 i 97,6% (detektor UV-VIS) oraz
82,1; 82,1 i 97,7% (detektor FLD). Srednia
warto$¢ wspodtczynnika odzysku prébek podda-
nych aeracji wynosi okoto 87,0%. Wyniki analiz
filtréw bez naniesionego wzorca wskazuja, ze
straty spowodowane przepuszczaniem powietrza
przez filtry wynoszg $rednio okoto 3,3% (0,1 +
5,6% —UV-VIS) oraz 4,3% (1,2 + 6,3% — FLD).
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Tabela 4.

Badanie wplywu przepuszczania 100 |1 powietrza przez probnik na odzysk pochlonietych substancji przy

zastosowaniu detektora UV-VIS

. Tlo$¢ DPA Pole powierzchni piku ) . Srednia warto$é
Meilium. . naniesiona na roZtwor ng)o%ckzynot}lk wspolczynnika
pochianiajgce filtr, py kontrolny chstrakt s s,
Filtr szklany 40 16 290,4 14 013,1 86,8 82,5
nasaczony 16 106,5 13 056,2 80,8
roztworem 16 065.,6 125183 77,5
kwasu 11 903,1 73,7
siarkowego 14 485,1 89.7

13 966,8 86,5
S 6,2
cv 15
160 60 495,2 52 765,1 86,3 84,0
60 889,6 54 688.6 89,5
62016,7 51538,0 84,3
50 664,8 82,9
49 461,3 80,9
48 954,6 80,1
S 3,5
CV 42
800 311279,3 290 827.,0 91,3 97,6
3219849 324 167,6 101,7
3223878 319 064,7 100,2
314 493.8 98,7
3126522 98.2
303 9873 95,5
S 3,7
CV 3.8

Sredni wspotezynnik odzysku, S, %

Odchylenie standardowe, SD

Wspotcezynnik zmiennosci,

CV, %

88.0
8.3
9.4

Tabela 5.

Badanie wplywu przepuszczania 100 |1 powietrza przez prébnik na odzysk pochlonietych substancji przy
zastosowaniu detektora FLD

. Ilo$¢ DPA Pole powierzchni piku ) . Srednia warto$é
Medium .. Wspotezynnik g .
ochlaniaiace naniesiona na —— odzvski. % wspotczynnika
p va filtr, pg K ekstrakt ysku, o odzysku, %
ontrolny
Filtr szklany 40 4491 416,3 36185313 82,6 82,1
nasaczony 4430 752,1 3 525 840,0 80,5
roztworem 4218 101,8 3790 3272 86.5
kwasu 35132423 80,2
siarkowego 3446 323.4 78,7
36731432 83,9
S 2,8
CcV 35
160 13 827 090,4 83.3 82,1
16 540 351,8 13 995 357,0 84,3
16 657 490,5 13 840 127,2 83,4
16 600 761,9 12 897 725,1 71,7
13272 4859 80,0
13 930914,6 83,9
S 1,6
cr 1.8
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cd. tab. 5.
. Ilos¢ DPA Pole powierzchni piku , . Srednia warto$é
Medium .. Wspotezynnik . .
ochlaniaiace naniesiona na — odzvsku. % wspoétczynnika
p va filtr, pg K ekstrakt ZysKu, 7o odzysku, %
ontrolny
800 83704 407.4 79 160 872,4 91,0 97,7
88 502 965,1 89 534 054,6 102,9
88 784 501,1 87 195 861,9 100,2
85958 650,8 98.8
85402 210,7 98.2
82 875 519,1 95,3
S 5,1
CV 56
Sredni wspélezynnik odzysku, Sr, % 90,8
Odchylenie standardowe, SD 5.4
Wspotczynnik zmiennosci, CV, % 6,0

Kalibracja i precyzja

Celem okreslenia zakresu roboczego i liniowosci
metody naniesiono mikropipeta po 100 ul meta-
nolowych roztworéw difenyloaminy o stezeniach:
0;0,4; 0,8; 1,6; 4,0; 8,0 i 16,0 mg/ml, na trzy serie
po siedem filtréw nasaczonych 0,5 ml kwasu
siarkowego o stezeniu 0,13 mol/l. Po odparowa-
niu rozpuszczalnika filtry przeniesiono do wial o
pojemnosci 8 ml, dodano 5 ml metanolu i pod-
dano 30-minutowej ekstrakcji na wytrzasarce.
Ze wzgledu na wysoki sygnal fluorescencji z
detektora FLD eluaty rozcienczano dziesigcio-
krotnie, przenoszac 100 pl roztworu do kolb
miarowych o pojemnosci 1 ml i po uzupetnieniu

szono nastepnie do wial o pojemnosci 2 ml i
poddawano analizie chromatograficznej. Wyni-
ki badania liniowosci metody przedstawiono
graficznie na rysunku 2. (zastosowanie detekto-
ra UV-VIS ) i na rysunku 3. (zastosowanie de-
tektora FLD).

7 przedstawionych danych wynika, iz zalez-
nos¢ odpowiedzi detektora od stezenia dife-
nyloaminy ma charakter liniowy w zakresie 0,8 +
32 pg/ml. Niezaleznie od rodzaju zastosowanego
detektora, wspolczynnik korelacji ,,»” w analizo-
wanym zakresie stezen jest rowny 0,999, a wyra-
zony w procentach blad wzgledny CV zawiera sie
w granicach 3,2 + 3,6%.

do kreski metanolem i wymieszaniu przeno-
700000 T
é 600000
‘B 500000 y=20081.8164x
g r=0.9999
g 400000 - CV=3.6%
Q
‘2300000 -
o
o
s 200000 7
o
=9
100000 7
0

15 20 25 30 35
pg/ml

Rys 2. Krzywa wzorcowa difenyloaminy (DPA) z zastosowaniem detektora UV-VIS
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pola powierzchni pikéw
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Rys. 3. Krzywa wzorcowa difenyloaminy (DPA) z zastosowaniem detektora FLD

Celem zbadania zgodnosci wynikéw przy
wielokrotnym powtarzaniu oznaczenia, przygoto-
wano trzy metanolowe roztwory difenyloaminy o
stezeniach: 0,8; 3,2 i 16 pg/ml, a nastgpnie kazdy z
roztworé6w  nastrzyknieto  dziesigciokrotnie.
Wzgledne odchylenie standardowe rozrzutow
uzyskanych wynikéw w stosunku do wartosci
$rednich dla trzech analizowanych stezen przy
wykorzystaniu detektora UV-VIS nie przekracza
1,5%, a w przypadku detektora FLD — 1,4%.

Wyznaczanie granic wykrywalnosci

i oznaczalnosci

Badanie granicy wykrywalnosci i oznaczalnosci
difenyloaminy przeprowadzono zgodnie z wy-
tycznymi zawartymi w opracowaniu Dobeckiego

(Dobecki 2004), obliczajac odchylenie standar-
dowe sygnatu tla, a nastepnie granice wykry-
walnosci (GW) i granice oznaczalnosci (GO).
Wyniki analiz wykonanych celem okreslenia gra-
nic wykrywalnosci i oznaczalnosci przedsta-wiono
w tabelach 6. i 7. Obliczone wartosci GW i GO
wynoszg odpowiednio: 0,006 i 0,02 pg/ml (detek-
tor UV-VIS) oraz 0,00008 i 0,00026 (detektor
FLD).
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Rys. 4. Mozliwos¢ selektywnego oznaczenia difenyloaminy (DPA), (RT-18,406) w obecnosci amin aromatycznych
przy zastosowaniu kolumny Zorbax Eclipse XDB i elucji gradientowej mieszanina acetonitryl: bufor octanowy

Tabela 6.

Wyznaczanie granicy wykrywalnosci (GW)i oznaczalnosci (GO) difenyloaminy (DPA) przy zastosowaniu

detektora UV-VIS

Pole powierzchni piku

411,56 | 472,69 | 367,17 | 421,17 | 441,86 | 452,24 | 497,69 | 386,86 | 429,91 | 469,54
Srednie pole powierzchni, n=10 435,07
Odchylenie standardowe, SD 40,24
Wspotezynnik zmiennosci, CV,% 9,25
Granica wykrywalnosci GW, Xgw, ng/ml 0,006
Granica oznaczania ilosciowego GO, Xgo, pg/ml 0,020

Tabela 7.

Wyznaczanie granicy wykrywalnosci (GW) i oznaczalnosci (GO) difenyloaminy (DPA) przy zastosowaniu

detektora FLD

Pole powierzchni piku

3478,5 |3176,3 |3583,8 |3150,2 |3211,7 |3459,1 |3540,9 |3489,8 |[3571,7 |32742

Srednie pole powierzchni, n=10 3393,6
Odchylenie standardowe, SD 171,3
Wspotezynnik zmiennosci, CV, % 5,05
Granica wykrywalnosci GW, Xgw, pg/ml 0,00008
Granica oznaczania ilosciowego GO Xgo, pg/ml 0,00026
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Badanie trwalosci pobranych
probek powietrza

Celem zbadania trwatosci roztworu difenyloaminy
przygotowano w metanolu roztwor tego zwiazku
o stezeniu 1,6 mg/ml. Roztwor przechowywano w
chlodziarce, w szczelnie zamknigtej wiali przez
trzy tygodnie. Po tym czasie z badanego roztworu
przygotowano trzy rozcienczenia (32 pg/ml), ktére
poddano analizie chromatograficznej. Wyniki
poréwnano z wynikami analiz metanolowego
roztworu difenyloaminy o tym samym stezeniu,
ktéry przygotowano w dniu analizy. Na podstawie
otrzymanych wynikéw przeprowadzonych badan
stwierdzono, ze roztwor difenyloaminy, przecho-
wywany w szczelnie zamknigtych naczyniach w
chlodziarce, jest trwaly przez co najmniej trzy
tygodnie.

Celem zbadania trwatosci probek difenyloa-
miny pobranej na filtr nasagczony kwasem siar-
kowym przygotowano trzy serie po szes¢ fil-
trow, na ktdére naniesiono po 100 pl metanolo-
wych roztworéw difenyloaminy o stezeniach:
0,4; 1,6 i 8 mg/ml. Filtry przeniesiono do wial o
pojemnosci 8 ml, szczelnie zamknieto, a nastepnie
umieszczano w chlodziarce. Difenyloaming po:
pigciu, dziesigciu i dwudziestu dniach przecho-
wywania, ekstrahowano z filtréw za pomocg 5 ml
metanolu przez 30 min na wytrzgsarce, nastepnie
ekstrakty rozcieficzano dziesigciokrotnie i podda-

Tabela 8.

wano analizie chromatograficznej, poréwnujac
uzyskane wyniki z wynikami analiz eluatéw dife-
nyloaminy przygotowanych w dniu analizy. Na
podstawie uzyskanych danych wykazano, ze prob-
ki difenyloaminy przechowywane w hermetycz-
nych pojemnikach w chlodziarce, sa trwate przez
okres co najwyzej dwudziestu dni. Sredni wspot-
czynnik odzysku dla trzech stezen po dwudziestu
dniach przechowywania wynosi 92% (stosowanie
detektora UV-VIS ) i 91% (stosowanie detektora
FLD).

Selektywnosé¢

Selektywno$¢ oznaczen difenyloaminy (DPA)
sprawdzano w obecnosci takich innych amin, jak:
anilina, 1-naftyloamina, o-toluidyna, m-toluidyna,
4-aminoazobenzen, o-anizydyna, m-anizydyna,
p-anizydyna i 3,4-dimetyloamina. W tym celu
przygotowano acetonitrylowe roztwory amin o
stezeniu 100 pg/ml i kazdy roztwér poddano ana-
lizie chromatograficznej, wykorzystujac warunki
rozdzialu podane w tabeli 8. Jak wynika z rysunku
4., zastosowanie do analizy difenyloaminy: ko-
lumny analitycznej Zorbax Eclipse XDB, elucji
gradientowej oraz dobranych optymalnych dtugo-
$ci fal analitycznych, pozwala na selektywne
oznaczenie tego zwigzku takze w obecnosci in-
nych amin aromatycznych.

Warunki pracy chromatografu cieczowego zapewniajace mozliwos¢ selektywnego oznaczenia
difenyloaminy (DPA) w obecnosci innych amin aromatycznych

Kolumna analityczna Zorbax Eclipse XDB C-18 250 x 3mm; 5 um
Faza ruchoma acetonitryl bufor octanowy 0,1 mol/l pH 4,6
Program — gradient: min A B
0 10 90
2 10 90
15 100 0
25 100 0
30 10 90
Strumien objetosci 0,4 ml/min
Temperatura kolumny 30°C
Dlugosé fali analitycznej A 283 (UV-VIS)
Aexrem 285/680 (FLD)
Objetos¢  probki 10 pl
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Walidacja

Walidacje metody oznaczania difenyloaminy
W powietrzu na stanowiskach pracy przeprowa-
dzono zgodnie z wymaganiami zawartymi w nor-
mie europejskiej PN-EN 482:2012.
Wyznaczono nastepujace parametry walida-
cyjne:
— zakres pomiarowy metody wynosi od 1/20 do
2 proponowanej wartosci NDS
—krzywa kalibracyjna charakteryzujaca sig
duza wartoscig wspodlczynnika korelacji
(R=0,999), co $wiadczy o liniowosci wska-
zan detektorow chromatografu cieczowego
w badanym zakresie stgzen.

Wyznaczono: granice wykrywalnosci i ozna-
difenyloaminy,
i wzgledng niepewnos¢ catkowitg metody.
Walidacja metody potwierdzita jej przydatnosé
do oznaczania difenyloaminy w powietrzu na
stanowiskach pracy z zastosowaniem wysoko-

czalnos$ci catkowita precyzje

sprawnej chromatografii cieczowej z detektorem
spektrofotometrycznym lub fluorescencyjnym.

Wyznaczone parametry walidacyjne zawarto w
Procedurze analitycznej, ktérg zamieszczono w
Zalaczniku.

PODSUMOWANIE

W wyniku przeprowadzonych badan opracowano
czulg i selektywna metode oznaczania difenyloa-
miny (DPA) w powietrzu na stanowiskach pracy z
wykorzystaniem techniki chromatografii cieczo-
wej z detekcja spektrofotometryczng (UV-VIS)
i/lub spektrofluorymetryczna (FLD).

Ustalono sposob pobierania probek powietrza:

— filtry z wiékna szklanego nasaczone 0,5 ml
kwasu siarkowego o stezeniu 0,13 mol/l;
zatrzymany na filtrze zwigzek jest desor-
bowany za pomocg metanolu; S$rednia war-
tos$¢ wspotczynnika odzysku difenyloaminy
z filtra wynosi ponad 90%

— probki difenyloaminy pobrane na wymie-
nione filtry i przechowywane w chtodziarce
sa trwale przez co najwyzej dwadziescia
dni.

Dobrano parametry chromatograficznego

oznaczania:

— do oznaczania difenyloaminy mozna stoso-
waé kolumny Supelcosil LC-18 250 x 3 mm
o uziarnieniu 5 pm i Zorbax Eclipse XDB
C-18250 x 3 mm, jednakze w przypadku
obecnos$ci w badanym powietrzu réwniez
innych amin aromatycznych zalecane jest
stosowanie drugiej z wymienionych ko-
lumn, eluowanej mieszaning acetonitrylu i
buforu octanowego, co pozwala na selek-
tywne oznaczanie difenyloaminy.

Opracowana metoda oznaczania difenyloaminy
moze by¢ wykorzystywana przez laboratoria hi-
gieny pracy i stacje sanitarno-epidemiologiczne do
wykonywania pomiardéw stgzen tej substancji w
powietrzu na stanowiskach pracy, w celu oceny
narazenia pracownikow i oceny stwarzanego ryzy-
ka zawodowego.
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ZAYACZNIK

PROCEDURA ANALITYCZNA OZNACZANIA DIFENYLOAMINY
W POWIETRZU SRODOWISKA PRACY METODA WYSOKOSPRAWNE]
CHROMATOGRAFII CIECZOWE]

1. Zakres stosowania metody

Metode podang w niniejszej procedurze stosuje sie
do oznaczania difenyloaminy (DPA), (CAS:
122-39-4) w powietrzu na stanowiskach pracy.
Metode stosuje sie¢ podczas badania warunkow
sanitarnohigienicznych w zaktadach pracy.

W przypadku wspdtwystepowania w badanym
powietrzu innych zwigzkéw organicznych nalezy
sprawdzi¢, czy w warunkach wykonania oznacza-
nia nie maja one takich samych czaséw retencji jak
difenyloamina.

Najmniejsze stezenie difenyloaminy, jakie
mozna oznaczy¢ w warunkach pobierania probek
powietrza i wykonania oznaczania opisanych w
metodzie, wynosi 0,4 mg/m3.

2. Powolania 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 adsorpcji difenyloaminy na
filtrze z wiokna szklanego nasgaczonego roztwo-
rem kwasu siarkowego, wyekstrahowaniu za-
trzymanego zwiazku za pomoca metanolu oraz
chromatograficznym oznaczaniu ekstraktu przy
zastosowaniu detektora spektrofotometrycznego
lub spektrofluorymetrycznego.

4. Wytyczne ogblne

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

4.2. Dokladno$¢ wazenia
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Substancje stosowane w analizie nalezy wazy¢ z
doktadnoscia do 0,0002 g.
4.3. Postgpowanie z substancjami
toksycznymi

Wszystkie czynno$ci, podczas ktorych uzywa
si¢ substancji wzorcowych, nalezy wykonywaé
pod sprawnie dziatajacym wyciagiem laborato-
ryjnym.

Zuzyte roztwory i odczynniki nalezy groma-
dzi¢ w przeznaczonych do tego celu pojemni-
kach i przekazywa¢ do zaktadéw zajmujacych
si¢ ich unieszkodliwianiem.

5. Odczynniki, roztwory
i materialy

5.1. Difenyloamina
Stosowac wedtug punktu 4.

5.2. Kwas octowy
Stosowac kwas octowy lodowaty.

5.3. Kwas siarkowy
Stosowaé kwas siarkowy 96-procentowy o gesto-
scid=1,84 glem’

5.4. Metanol do HPLC
Stosowa¢ metanol o czystosci do HPLC.

5.5. Octan sodu
Stosowac octan sodu wg punktu 4.

5.6. Roztwér buforu octanowego
W celu otrzymania buforu octanowego o stezeniu
0,1 mol/l i pH 4,6 nalezy zmiesza¢ 245 ml roz-
tworu octanu sodu otrzymanego przez rozpusz-
czenie 8,2 g octanu sodu wg punktu 5.5. w 1000 ml
wody oraz 255 ml roztworu kwasu octowego
otrzymanego przez rozpuszczenie 5,8 ml kwasu
octowego wg punktu 5.2. w 1000 ml wody.
Kolbg uzupeti¢ do kreski woda wg punktu
5.10. i wymieszac.

5.7. Roztwér kwasu siarkowego
Do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml, czescio-
wo wypelnionej woda, odmierzy¢ 0,72 ml kwasu
siarkowego wg punktu 5.3., wymieszac i uzupehié
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woda do kreski. Stezenie tak przygotowanego
roztworu kwasu siarkowego wynosi 0,13 mol/l.
5.8. Roztwér wzorcowy podstawowy
difenyloaminy
Odwazy¢ doktadnie 400 mg difenyloaminy wg
punktu 5.1., przenies¢ do kolby miarowej o
pojemnosci 25 ml i rozpusci¢ w metanolu wg
punktu 5.4.; 1 ml tak przygotowanego roztworu
zawiera 16,0 mg difenyloaminy.
5.9. Roztwory wzorcowe robocze
difenyloaminy
Do siedmiu kolb pomiarowych o pojemnosci
10,0 ml odmierzy¢ za pomoca pipet wg punktow
6.6.16.7. odpowiednio: 0; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5 5,0
i 10,0 ml roztworu wzorcowego podstawowego
wg punktu 5.8. i uzupeti¢ do kreski metanolem
wg punktu 5.4. Stezenia difenyloaminy w tak
przygotowanych roztworach wynosza odpo-
wiednio: 0; 0,4; 0,8; 1,6; 4,0; 8,01 16,0 mg/ml.
5.10. Woda do HPLC
Stosowac wode o czystosci do HPLC.

6. Przyrzady pomiarowe i sprzet
pomocniczy

6.1. Chromatograf cieczowy
Stosowa¢ chromatograf cieczowy wyposazony w
detektor  spektrofotometryczny —umozliwiajacy
wykonanie oznaczen przy dtugosci fali 283 nm lub
detektor spektrofluorymetryczny umozliwiajacy
wykonanie analizy przy dtugosci fali wzbudzenia i
emisji odpowiednio 285 i 680 nm.

6.2. Filtry z widkna szklanego
Stosowa¢ filtry z wlokna szklanego o srednicy
37 mm i $rednicy poréw 1,6 pm.

Na kazdy filtr nanies¢ za pomoca pipety po
0,5 ml roztworu kwasu siarkowego wg punktu
5.7. Filtry suszy¢ przez okres 1 h w temperaturze
100 °C. Gotowe filtry przechowywa¢é w herme-
tycznie zamknigtych pojemnikach.

6.3. Kolumna chromatograficzna
Stosowaé kolumne¢ chromatograficzng stalowg o
dhugosci 250 mm i $rednicy wewnetrznej 3 mm
wypetiong faza oktadecylowg (C-18) o sred-
nicy ziaren 5 pm.

6.4. Kolby miarowe

Stosowac¢ kolby miarowe o pojemnosci: 1,0; 10;
2511000 ml.

6.5. Naczynka szklane (wiale)
Stosowa¢ wiale o pojemnosci 2 i 8 ml.

6.6. Pipety automatyczne nastawne
Stosowac¢ pipety automatyczne nastawne o pojem-
nosci: 0,010+ 0,110,1 =1 ml.

6.7. Pipety szklana
Stosowac pipety szklane jednomiarowe klasy A
o pojemnosci: 1; 2,51 5 ml

6.8. Pompa ssaca
Stosowa¢ pompe ssaca z przeptywomierzem,
umozliwiajaca pobranie powietrza ze statym stru-
mieniem objetosci wedtug punktu 7.

6.9. Wytrzasarka rotacyjna
Stosowaé wytrzasarke rotacyjna.

7. Pobieranie probek powietrza

Podczas pobierania probek powietrza nalezy
stosowa¢ zasady zawarte w normie PN-Z-
-04008-07.

Za pomoca pompy wg punktu 6.8. prze-
pusci¢ przez zestaw ztozony z dwoch filtrow
wg punktu 6.2. okoto 100 1 powietrza ze statym
strumieniem objetosci do 1 I/min. Pobrane
probki powietrza zabezpieczy¢ i do czasu ana-
lizy przechowywaé w chtodziarce. Tak przecho-
wywane probki sa trwale przez okres co
najmniej trzech tygodni.

8. Warunki pracy chromatografu

Nalezy tak dobra¢ sktad fazy ruchomej, aby
zapewni¢ selektywny rozdziat difenyloaminy od
substancji wspotwystepujacych. W przypadku
stosowania kolumny chromatograficznej wg
punktu 6.3. oznaczanie mozna wykona¢ przy
zastosowaniu warunkow podanych w tabeli 1.
Podane warunki nalezy traktowac jako warunki
przyktadowe.

W przypadku wspotwystepowania substancji
interferujagcych nalezy tak dobra¢ warunki roz-
dziatu chromatograficznego, by zapewni¢ selek-
tywne oznaczenie difenyloaminy.

109



Marzena Bonczarowska, Stawomir Brzeznicki, Jan Gromiec

Tabela 1.

Przykladowe warunki pracy chromatografu cieczowego

Kolumna analityczna

Zorbax Eclipse XDB C-18 250 x 3mm; 5 um

Faza ruchoma Metanol Bufor octanowy 0,1 mol/l pH 4,6
Program — gradient: min A B
0 10 90
2 10 90
15 100 0
25 100 0
30 10 90
Strumien objetosci 0,4 ml/min
Temperatura kolumny 30°C

Dlugosc¢ fali analitycznej

Objetos¢ probki 10 pl

%283 (UV-VIS)
Nevem 285/680 (FLD)

9. Sporzadzanie krzywej
WZorcowej

Na siedem filtréw wg punktu 6.2. nanies¢ pipeta
automatyczng wg punktu 6.6. po 0,1 ml roztworéw
wzorcowych roboczych difenyloaminy wg punktu
5.9. Po odparowaniu rozpuszczalnika, przenies¢
filtry do naczynek o pojemnosci 8 ml i poddaé
30-minutowej ekstrakcji na wytrzasarce rotacyjnej
za pomocg 5 ml metanolu. Przenies¢ pipeta auto-
matyczng wg punktu 6.6. 0,1 ml ekstraktu do kol-
by miarowej o pojemnosci 1 ml wg punktu. 6.4.,
nastepnie uzupelni¢ do kreski metanolem wg
punktu 5.4. i po dokladnym wymieszaniu podda¢
analizie chromatograficznej. Sporzadzi¢ krzywa
wzorcowa, odktadajac na osi odcigtych zawarto$¢
difenyloaminy na filtrze (w miligramach), a na osi
rzednych — wartos¢ pola powierzchni (wysokosci)
piku tego zwigzku. Dopuszcza si¢ automatyczne
integrowanie danych oraz sporzadzanie krzywej
WZOrcowe;.

10. Wykonanie oznaczania

Kazdy filtr nalezy ekstrahowa¢ oddzielnie za po-
moca 5 ml metanolu wg punktu 5.4. i wytrzasarki
wg punktu 6.9. Ekstrakty rozcienczy¢ dziesiecio-
krotnie metanolem i wymiesza¢. Roztwory poddaé
analizie chromatograficznej. 1lo$¢ substancji ozna-
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czonej w ekstrakcie drugiego filtra, nie powinna
by¢ wigksza niz 10% ilosci tego zwigzku oznaczo-
nej w ekstrakcie pierwszego filtra. W przeciwnym
razie wynik nalezy traktowac jako orientacyjny. W
przypadku prébek, ktérych wartosci pol po-
wierzchni analizowanych pikoéw przekraczaja
zakres roboczy metody, nalezy wykona¢ powtor-
ne oznaczenie, rozcienczajac dodatkowo probke.
Dodatkowe rozcienczenie nalezy uwzgledni¢c w
obliczeniach.

11. Obliczanie wyniku oznaczania

Stezenie difenyloaminy (X) w badanym powie-
trzu obliczy¢ w miligramach na metr szescienny
na podstawie wzoru:

o mtm
v
w ktérym:
m; — zawarto$¢ difenyloaminy na pierw-

odczytana z krzywej
wzorcowej, w miligramach,

szym filtrze

my; — zawarto$¢ difenyloaminy na drugim
filtrze odczytana z krzywej wzorco-
wej, w miligramach,

V' — objetos¢ przepuszczonego powie-

trza, w metrach szesciennych.



Difenyloamina. Oznaczanie w powietrzu srodowiska pracy metodq wysokosprawnej chromatografii cieczowej

INFORMACJE DODATKOWE

Badania wykonano, stosujac: chromatograf cie-
czowy, firmy Waters Alliance 2695 wyposazony
W pompg poczwdrna, termostat, detektor Waters
PDA 2996 i detektor spektrofluorymetryczny
Waters 2475, automatyczny dozownik probek i
komputer z programem sterowania i zbierania
danych oraz kolumne analityczna.
Na podstawie przeprowadzonych badan
uzyskano nastepujace dane walidacyjne:
— zakres pomiarowy  0,0008 + 0,032 mg/ml
04 + 16 mgm’ (dla
probki powietrza 100 1)
— granica oznaczania
ilosciowego, Xozm 0,02 pg/ml (UV-VIS);
0,00026 pg/ml (FLD)

— granica

wykrywalnosci 0,006 pg/ml (UV-VIS);
0,00008 pg/ml (FLD)
— wspdtczynnik korelacji

charakteryzujacy
liniowos¢ krzywych
wzorcowych: r=0,999 (UV-VIS),
r=0,999 (FLD)
— catkowita precyzja
badania, V., 5,6%

— niepewno$¢ catkowita
metody

13,8%.
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