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1. Wstep

3,3"-Dichlorobenzydyna (DCB, CAS 91-94-1) jest chlorowang po-
chodng benzydyny, ktora nie wystepuje naturalnie w srodowisku. Substan-
cja ta zostata sklasyfikowana wg. Rozporzadzenia WE nr 1272/2008 jako
substancja rakotworcza kategorii 1B, poniewaz wykazuje zwigkszong cze-
sto$§¢ wystgpowania nowotworéw u zwierzat. Ze wzgledu na podobien-
stwo strukturalne do benzydyny, ktora jest znanym czynnikiem rakotwor-
czym uwaza si¢, ze DCB moze wykazywac¢ podobny mechanizm powo-
dowania raka pecherza u ludzi (IARC 1982, IARC 1987, EPA 2011). Po-
nadto DCB jest substancja dzialajaca szkodliwie w kontakcie ze skora
1 moze powodowac reakcje alergiczng skory (WE nr 1272/2008).

3,3’-Dichlorobenzydyna jest cialem statym, ktére moze by¢ bez-
barwne lub przybiera¢ barwe od bezowej do fioletowej. Masa molowa
DCB wynosi 253,13 g/mol, temperatura wrzenia — 402°C, temperatura
topnienia — 132-133°C, temperatura zaptonu — 350°C, rozpuszczalnos¢
w wodzie w 30°C-0,5 mg/l, a wspolczynnik podziatu n-oktanol/ /woda
(log Pow) — 3,51 (GESTIS 2016).

Na skale przemystowa DCB otrzymuje si¢ przez redukcje¢ 2-nitro-
chlorobenzenu w obecnosci kwasow mineralnych. Jako produkt handlo-
wy wystepuje najczgsciej w postaci soli (dichlorowodorku 3,3’-di-
chlorobenzydyny) ze wzgledu na jej wigksza stabilnos¢, niz DCB
(Schwencke & Meyer 2005).
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DCB jest stosowana gtownie do produkcji pigmentéw do farb
drukarskich, papieru, tkanin, gumy, tworzyw sztucznych i innych. Jest
dodawana do mieszanek gumowych i do tworzyw sztucznych. DCB jest
stosowana (razem z 2,2’-dichloro-4,4’-metylenodianiling) jako S$rodek
utwardzajacy elastomery poliuretanowe (Stetkiewicz & Szymczak 2006).

W procesie przetworstwa tworzyw sztucznych, gdzie do barwie-
nia stosowane sg pigmenty diarylidowe, w temperaturze powyzej 200°C
nastepuje ich dekompozycja. Powstajacy w wyniku dekompozycji zwia-
zek monoazowy jest rozpuszczalny w rozpuszczalnikach 1 rozcienczo-
nych kwasach 1 bardzo tatwo przeksztalca si¢ w DCB. W zakladach pro-
dukujacych pigmenty lub stosujacym je, jako surowiec do dalszej pro-
dukcji, narazenie pracownikow na dziatanie rakotwdrcze DCB jest
znaczne (Bakata 2006, Bakata 2007).

W Polsce DCB wystepuje w $srodowisku pracy ale nie ma ustalo-
nej wartosci najwyzszego dopuszczalnego stezenia (NDS) w powietrzu
na stanowiskach pracy i nie ma takze metod jej oznaczania. Z tego po-
wodu nie jest mozliwe przeprowadzenie ilosciowe] oceny ryzyka zawo-
dowego pracownikdéw narazonych na t¢ substancj¢. Liczba pracownikdéw
narazonych na 3,3’-dichlorobenzydyne w Polsce, w latach 2005-2012
byta zmienna. Najwigcej os6b narazonych na DCB zgloszono do Cen-
tralnego Rejestru Danych o Narazeniu na Substancje, Mieszaniny, Czyn-
niki 1 Procesy Technologiczne o Dziataniu Rakotwoérczym lub Mutagen-
nym w 2008 r. — 151 osob.

Ze wzgledu na wystgpowanie DCB w §rodowisku pracy koniecz-
ne stato si¢ oznaczanie jej stezen w powietrzu na stanowiskach pracy na
odpowiednio niskim poziomie. W pismiennictwie dostepne sg metody
oznaczania DCB w probkach: wody, moczu 1 wyrobach wtdkienniczych
(Mazzo i in. 2006, Shin & Ahn 2006, Hurst i in. 1981, Sutthivaiyakit i in.
2005). Do oznaczania DCB w powietrzu srodowiska pracy dedykowane
sa: metoda NIOSH nr 5509 (Seymour 1994) i metoda Ministerstwa Bez-
pieczenstwa Zawodowego 1 Zdrowia (Occupational Safety nad Health
Administration) OSHA nr 65 (Elskamp 1989).

Metoda NIOSH (Seymour 1994) jest stosowana do oznaczania
benzydyny i 3,3'-dichlorobenzydyny. Probki powietrza pobierano na filtr
z wtokna szklanego. DCB ekstrahowano z filtra roztworem trietyloaminy
w metanolu i tak uzyskany roztwor analizowano z zastosowaniem HPLC
z detekcja UV. Zakres analityczny tej metody wynosi od 20 do
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130 pg/m? dla probki powietrza 50 1. Obecnos¢ 2,2’-dichloro-4,4’-mety-
lenodianiliny przeszkadza oznaczaniu DCB.

W metodzie OSHA nr 65 (Elskamp 1989) powietrze zawierajace
DCB pobierano na filtry z naniesionym kwasem siarkowym. Zaadsorbowa-
ng substancj¢ wymywano z filtra woda. Pochodng uzyskang w wyniku de-
rywatyzacji bezwodnikiem kwasu heptafluorobutyrowego oznaczano z za-
stosowaniem chromatografii gazowej z detektorem wychwytu elektronéw
(ECD). Granica oznaczalnosci DCB ta metoda wynosi 40 ng/m’ dla probki
powietrza 100 L

Celem niniejszej publikacji jest przedstawienie nowej metody anali-
tycznej, ktéra umozliwi oznaczanie niskich stgzen DCB w powietrzu na
stanowiskach pracy.

2. Material i metodyka badan
2.1. Odczynniki i materialy

W badaniach wykorzystano nastepujace odczynniki: 3,3’-dichloro-
benzydyne¢ (Supelco, USA), 3,3’-dimetylobenzydng (Sigma-Aldrich, USA),
3,3’-dimetoksybenzydyne, benzydyng, 4-aminoazobenzen (Fluka, Szwajca-
ria), aniling, acetonitryl (Merck, Niemcy), 2,2'-dichloro-4,4'-metyleno-
dianiline (Riedel-deHaén, Niemcy) toluen (JT Baker, Holandia), kwas siar-
kowy(VI) o stezeniu 25% (v/v), kwas fosforowy(V) o stezeniu 85% (v/v),
wodorofosforan disodu bezwodny (POCh, Polska) i wode o wysokiej czy-
stosci uzyskanej z aparatu Milli-Q (Millipore, USA). Do odparowania tolu-
enu z ekstraktéw stosowano azot o wysokiej czystosci (99.999%) (Multax
s.c., Polska). Do pobierania probek powietrza uzywano filtrow z wtokna
szklanego o $rednicy 25 mm (Whatman, Anglia).

2.2. Aparatura i wyposazenie pomocnicze

W badaniach zastosowano chromatograf cieczowy (HPLC) pro-
dukcji Agilent Technologies (Niemcy) seria 1200 z detektorem diodo-
wym (DAD) sprz¢zonym on-line. Probki wprowadzano za pomoca au-
tomatycznego podajnika probek model G2258-90010 (Agilent Technolo-
gies, Niemcy). Do sterowania procesem oznaczania i zbierania danych
zastosowano oprogramowanie ChemStation (Agilent Technologies,
Niemcy). Do badan zastosowano kolumne¢ chromatograficzng Ultra C18
(250%4,6 mm, 5 um), z przedkolumng (10x4 mm) (Restek, USA).
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Do pobierania probek powietrza zawierajagcych DCB stosowano
aspirator AirChek 2000 (SKC, USA). Filtry umieszczono w oprawkach
dedykowanych do pobierania frakcji wdychalnej (Ekohigiena, Polska).
Do przeprowadzenia odzysku analitow z filtrow zastosowano wytrzasar-
ke mechaniczng WL-2000 (JWElectronic, Polska). Wzorce odwazano na
wadze analitycznej Sartorius TE214S (Sartorius Corporation, USA).

2.3. Warunki pobierania probek i oznaczania chromatograficznego

Na podstawie piSmiennictwa (Elskamp 1989) i badan witasnych
(Kowalska & Jezewska 2016) do oznaczania 3,3’-dichlorobenzydyny
w powietrzu zastosowano filtry z widkna szklanego pokryte kwasem siar-
kowym(VI). Filtr umieszczony w oprawce 1 potgczony z aspiratorem ma
na celu wyodrebnienie i zatrzymanie DCB ze strefy oddychania pracowni-
ka (indywidualny sposob pobierania probek powietrza). Po pobieraniu
probki powietrza filtry przenoszono do kolb stozkowych i dodawano 2 ml
wody destylowanej. Filtry w wodzie pozostawiano na okoto 1 godz.
W temperaturze pokojowej. Po tym czasie dodano 2 ml NaOH o stezeniu
0,135 mol/l 1 1 ml toluenu, 1 wstrzgsano zawartoscig przez 30 min. Roz-
twory znad filtra przenoszono do probowek i1 pozostawiano w spoczynku,
az do osiggnigcia stanu rownowagi miedzy fazag wodng 1 toluenowa, po
czym 0,5 ml warstwy toluenowej przenoszono do naczynek o pojemnosci
2 ml. Zawarto$¢ naczynek odparowywano w strumieniu azotu, a suchg
pozostato§¢ rozpuszczano w 0,5 ml acetonitrylu. Tak uzyskany roztwor
oznaczano chromatograficznie (HPLC-DAD).

Oznaczanie prowadzono, stosujac kolumne¢ Ultra C18 z przedko-
lumng. Temperatura kolumny wynosita 40°C, a natg¢zenie przeptywu
strumienia fazy ruchomej — 1 ml/min. Jako faz¢ ruchoma stosowano ace-
tonitryl:bufor fosforanowy (0,05 mol/l Na,HPO, — H3;PO4, pH = 7)
(50:50, v/v). Objetos¢ dozowanej probki wynosita 5 pl. Ustalono warun-
ki oznaczania DCB z zastosowaniem detektora diodowego. Zastosowanie
dlugo$ci fali analitycznej A = 290 nm umozliwiato oznaczanie DCB
w obecnos$ci nastgpujacych substancji : benzydyny, aniliny, 3,3’-dime-
toksybenzydyny, 3,3’-dimetylobenzydyny, 4-aminoazobenzenu i 2,2'-di-
chloro-4,4'-metylenodianiliny (rys. 1).
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Rys. 1. Chromatogram roztworu wzorcowego DCB w acetonitrylu, w obecnosci
innych substancji: 1) benzydyny, 2) aniliny, 3) 3,3’-dimetoksybenzydyny,

4) 3,3’-dimetylobenzydyny, 5) DCB 6) 4-aminoazobenzenu i 7) 2,2'-dichloro-
4,4'-metylenodianiliny. HPLC-DAD: dtugos¢ fali analitycznej detektora

A) 210 nm, B) 290 nm i C) 386 nm

Fig. 1. Chromatogram of standard solution of DCB in acetonitrile, in the
presence of: 1) benzidine, 2) aniline, 3) 3,3’-dimethoxybenzidine,

4) 3,3’-dimethybenzidene, 5) 3,3’-dichlorobenzidine, 6) 4-aminoazobenzene
and 7) 4,4’-methylenebis(2-chloroaniline). HPLC-DAD: wavelength of detector
A) 210 nm, B) 290 nm and C) 386 nm
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3. Wyniki badan

3.1. Pobieranie probek powietrza

W celu sprawdzenia warunkow pobierania probek powietrza na
filtr z wldkna szklanego pokryty kwasem siarkowym(VI) naniesiono
85,2 ug DCB. Filtr po wyschnigciu umieszczono w oprawce jako pierw-
szy, za nim jako drugi umieszczono czysty filtr, tzw. kontrolny. Przez
uktad — sktadajacy si¢ z polaczonych szeregowo i1 umieszczonych
w oprawkach filtrow oraz pompy ssacej o regulowanym i1 kontrolowa-
nym za pomocg rotametru strumieniu objetosci powietrza — przepuszczo-
no 720 1 powietrza ze strumieniem o objetosci 120 1/h. Sprawdzenie wa-
runkow pochtaniania wykonano korzystajac z trzech takich uktadow. Po
przepuszczeniu probek powietrza przechowywano w zamrazalniku do
nastgpnego dnia. Wykonane z kazdego filtra analizy chromatograficzne
wykazaty obecno$§¢ DCB na pierwszych filtrach. Na drugich filtrach tzw.
kontrolnych nie wykryto obecnos$ci DCB.

Na podstawie uzyskanych wynikow badan ustalono sposob pobie-
rania probek powietrza zawierajagcego DCB: przez filtr o $rednicy 25 mm
z naniesionym kwasem siarkowym(VI) przepuszcza si¢ 720 1 badanego
powietrza ze strumieniem o obj¢tosci nie wigkszej niz 120 1/h. Taki spo-
sob postepowania umozliwia pobieranie jednej probki powietrza przez
6 godz. w strefie oddychania pracownika, a wigc zgodnie z zasadami
dozymetrii indywidualne;.

3.2. Badanie trwaloS$ci probek powietrza

Trwatos$¢ pobranych probek powietrza w zaleznosci od czasu ich
przechowywania badano w nast¢pujacy sposob: na filtry z wtokna szkla-
nego z naniesionym kwasem siarkowym(VI), naniesiono po 50 ul roz-
tworu DCB o stezeniu 142 pg/ml i po wysuszeniu filtrow przepuszczono
powietrze przez 360 min ze strumieniem objetosci 120 1/h. Dwie probki
analizowano natychmiast, a pozostate w kolejnych dniach przechowywa-
nia. Na podstawie wynikoOw analizy probek obliczono parametr — zmiane
wynikOw oznaczenia (w procentach), jako réznice miedzy $rednig wyni-
koéw probek analizowanych natychmiast po pobraniu i $rednig wynikoéw
probek powtdrzeniowych analizowanych po ré6znym czasie przechowy-
wania. Wyniki badan przedstawiono na rysunku 2.
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Probki przechowywane w zamrazarce byly trwale, co najmniej
dziesig¢ dni (zmiana wynikow oznaczenia nie przekroczyta wyznaczonej
wielkos$ci calkowitej precyzji badania (5,85%) (rys. 2).
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Rys. 2. Badanie trwato$¢ probek DCB przechowywanych w zamrazarce
Fig. 2. Freezer storage test for DCB

3.3. Kalibracja i precyzja

Ze wzgledu na wieloetapowy sposob przygotowania probki do
analizy przyjeto, ze krzywa kalibracyjna bedzie przygotowywana po-
przez nanoszenie roztworéw wzorcowych o wzrastajacych stezeniach
DCB na filtry z wtokna szklanego pokryte kwasem siarkowym(VI). Przy
takim sposobie sporzadzana krzywej kalibracji nie ma potrzeby wyzna-
czania wydajnosci odzysku, poniewaz filtry z DCB pobrang na stanowi-
skach pracy s3 poddawane takiej samej procedurze przygotowania do
analizy, jak filtry z substancja naniesiong w laboratorium do sporzadze-
nia krzywej wzorcowe;.

Oznaczanie kalibracyjne wykonywano z roztwordéw uzyskanych po
odzysku analitu z filtréw, na ktore uprzednio naniesiono po 50 pl roztwo-
réw wzorcowych roboczych DCB w acetonitrylu o stezeniach: 28,4 pg/ml,
35,5 pg/ml, 71 pg/ml, 142 pg/ml, 284 pg/ml i 568 pg/ml. Roztwory robo-
cze uzyskano przez rozcienczenie roztworu wzorcowego o stezeniu
2,84 mg DCB w 1 ml acetonitrylu. Kalibracj¢ przeprowadzono w 3 se-
riach. Roztwory uzyskane z filtrow, po odpowiednim przygotowaniu pro-
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bek do analizy oznaczano chromatograficznie. Uzyskane parametry krzy-
wych kalibracji dla 3 serii pomiarowych przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Parametry kalibracji dla trzech serii pomiarowych
Table 1. Calibration parameters for the three series of measurements

Seria pomiarowa

Parametr

I 11 11
) A _ y=26,39x- | y=25,28x-
Krzywa kalibracji (y = bx+a) |y =26,4x-3,03 8.02 308
Wspdtczynnik korelacji (R) 0,9999 0,9998 0,9999
Srednia wartos¢
wspotczynnika kalibracji 24,76
Odchylenie standardowe 1.03
wspotczynnika kalibracji ’
Wspotczynnik zmienno$ci 416

wspotczynnika kalibracji [%]

Oceng precyzji oznaczen kalibracyjnych wykonano dla 3 serii (po
8 roztwordéw kazda) o stezeniach: 1,775 pg/ml, 7,1 pg/ml i 14,2 pg/ml.
Z kazdego roztworu wykonano po 2 pomiary chromatograficzne w wa-
runkach identycznych jak przy wykonaniu oznaczen kalibracyjnych.
Z danych uzyskanych z chromatograméw obliczono odchylenie standar-
dowe 1 wspolczynnik zmiennosci. Otrzymane wspotczynniki zmiennosci
dla kolejnych pozioméw stezenia DCB wyniosty odpowiednio: 3,97%;
2,65%; 2,18%, 1 wskazuja na bardzo dobra precyzj¢ oznaczan kalibracyj-
nych. Catkowita precyzja badania wynosi 5,85%.

3.4. Walidacja

Walidacje metody przeprowadzono zgodnie z normg PN-EN 482.
Dane walidacyjne uzyskane na podstawie wynikéw przeprowadzonych
badan przedstawiono w tabeli 2.
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Tabela 2. Dane walidacyjne metody analitycznej oznaczania
3,3’-dichlorobenzydyny (DCB)

Table 2. Validation data of the analytical method for determination
of 3,3’-dichlorobenzidene (DCB)

Parametr Wartos¢
Zakres pomiarowy [mg/m’] 0,002—-0,039

Powietrze pobrane do analizy [1] 720

Zakres krzywej wzorcowej [ug/ml] 1,42-28,4
Granica wykrywalno$ci (LOD) [ng/ml] 0,81
Granica oznaczalnosci (LOQ) [ng/ml] 2,44
Calkowita precyzja badania [%] 5,85
Wzgledna niepewno$¢ catkowita [%] 12,69

4. Podsumowanie

W wyniku przeprowadzonych badan wytypowano sorbent (filtr
z naniesionym kwasem siarkowym(VI)) do pochtaniania 3,3’-dichloro-
benzydyny z powietrza. Pobrane probki powietrza sg trwate, co najmniej
dziesig¢ dni. Zaproponowano sporzadzanie krzywej wzorcowej z uw-
zglednieniem w niej etapu przygotowania probki do analizy. W badanym
zakresie stezen (1,42-28,4 ng/ml) krzywa wzorcowa jest liniowa. Taki
sposob prowadzenia analizy skraca czas jej trwania i zmniejsza zuzycie
odczynnikow. Przedstawiona metoda moze by¢ wykorzystana do ozna-
czania stezen 3,3’-dichlorobenzydyny w powietrzu na stanowiskach pra-
cy 1 przeprowadzenia oceny narazenia pracownikow na te substancje.

Praca zostala przygotowana na podstawie wynikow uzyskanych
w ramach Il etapu programu wieloletniego pn. ,, Poprawa bezpieczen-
stwa i warunkow pracy” finansowanego w latach 2014-2016 w zakresie
badan naukowych i prac rozwojowych ze srodkow Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego/Narodowego Centrum Badan i Rozwoju.
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The Use of Chromatographic Techniques
for the Determination
of 3,3'-Dichlorobenzidine in Workplace Air

Abstract

3,3"-Dichlorobenzidine (DCB), a chlorinated primary aromatic amine, is
a grey to purple crystalline solid at room temperature. It is used primarily for
the production of pigments for printing inks, textiles, paints, plastics and cray-
ons. It is added as a compounding ingredient to rubber mixtures and plastics. It
can also be used alone and in blends with 4,4'-methylenebis(2-chloroaniline) as
a curing agent for liquid-stable polyurethane elastomers. 3,3-Dichlorobenzidine
has been assigned a “Carc. 1B” hazard class, pursuant to Regulation EC No
1272/2008, and it can affect humans when inhaled and by passing through the
skin. 3,3’-Dichlorobenzidine occurs in the working environment in Poland;
however, there are no established methods for its determination at low concen-
tration levels. Therefore, a sensitive method for the determination of DCB at the
workplace air was being developed and presented in the paper.

The sampling method is based on the adsorption of DCB on sulphuric
acid-treated glass fiber filters. Sample preparation covers elution of the deposit-
ed substance from filter with water followed by sodium hydroxide, carrying out
liquid-liquid extraction using toluene in order to enrich the analyte and solvent
exchange to acetonitrile, after evaporation of toluene in a nitrogen stream.



Zastosowanie technik chromatograficznych... 757

Determination of the amine in acetonitrile was carried out by means of
liquid chromatography (HPLC) with diode assay detector (DAD). Chromato-
graphic determination was conducted in a reverse phase system on Ultra C18
column (250 mm x 4.6 mm; 5 um). The method developed in this study enables
to determine the content of 3,3’-dichlorobenzidine in the presence of other haz-
ardous substances, such as benzidine, aniline, 3,3’-dimethylbenzidine, 3,3’-di-
methoxybenzidine, 4-aminoazobenzene and 4,4’-methylenebis(2-chloroaniline).

A standard curve was prepared with reference to the sample preparation
for the analysis, which shortens the analysis duration time and reduces the con-
sumption of reagents. In the range of concentrations (1.42-28.4 pg /ml), the
resulting standard curve is linear. This method makes it possible to determine
the concentration of 3,3’-dichlorobenzidine in the air at a workplace within the
concentration range of 0.002 to 0.039 mg/m’ (for air sample volume of 720 L).
Air samples are stable for at least ten days. The method is characterized by good
overall precision of the examination (5.85%) and meets the criteria for the
chemical agents measurement procedures, listed in EN 482. The limit of detec-
tion (LOD) amounts to 0.81 ng/ml, whereas the limit of quantitation (LOQ) is
2.44 ng/ml.

The developed quantitative method for the determination of concentra-
tions of 3,3’-dichlorobenzidine in workplace air can be used to assess the occu-
pational risk associated with working in the presence of this carcinogen.

Stowa kluczowe:
3,3’-dichlorobenzydyna, chromatografia cieczowa, metoda analityczna,
stanowisko pracy, analiza powietrza, czynnik rakotworczy

Keywords:
3,3’-dichlorobenzidine, liquid chromatography, analytical method, workplace,
analysis of air, carcinogen
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