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Nachweis kanzerogener Amine,
die aus bestimmten
Azofarbstoffen freigesetzt
werden konnen

Petra Kralicek*

Abstract. Azoic dyes forming amines ofMAK class (maximum working concentration)
Il Al and A2 (Germany) under reductive conditions will be prohibited, according to
the revised German ordinance on consumer goods 'Deutsche BedarfsgegensUinde-
verordnung', from the summer 1995 on. Also textiles with such dyes will fall under the
prohibition. The testing of textiles for the presence of such amines is, though, rather
problematic, as material specific uncertainties may occur.

We present a new, respectively, improved detection method allowing to combine a
conventional thin layer chromotography, with subsequent color detection and HPTLC,
by means of an AMD (automatic multiple development) apparatus (made by CAMAG)

and a scanner assessment.
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Schon 1927 wurde der Zusammen-
hang zwischen Benzidin und Blasentu-
moren bei Arbeitem von Oppenheimer
erkannt [3]. Die Azo-Farbmittel selbst
gerieten jedoch erst spater in Verdacht, da
zuerst die Spaltbarkeit der Azo-Gruppein
biologischen Systemen nicht erkannt wur-
de. Erst durch den Nachweis der Spaltbar-
keit von Azo-Gruppen in biologischen
Systemen wird auch die Wahrscheinlich-
keit einer Einwirkung von kanzerogenen
Arylaminen auf den Organismus realisti-
scher [4].

Benzidin und Nachfolgeprodukte wie
z,B. 3,3-Dichlorbenzidin, 3,3'-Dimethyl-
benzidin und 3,3'-Dimethoxybenzidin
wurden schliesslich schrittweise in die
MAK-Liste (maximale Arbeitsplatzkon-
zentration) aufgenommen.

Eindeutig krebserregende Amine wur-
den in die MAK-Liste 11l Al (Deutsch-
land) eingestuft, und Amine, bei denen ein
begriindeter Verdacht auf ein krebserre-
gendes Potential besteht, unter MAK Il
A2. Die sehr aktive Diskussion tiber Ge-
sundheitsgefahren durch das Tragen von

1. Einleitung Tab. |. Die in der deutschen Bedarf~gegenstiindeverordnung  unter Anlage | aufgefiihrten Amine
Farben setzen Signale, sie unterstrei- Jliame - T
chen die Personlichkeit des Tragers. Be-
stimmte Farben waren tiber Jahrhunderte ~- minodiphenyl 9_-67-1
hinweg - u.a. aufgrund ihres Preises - nur -
einer kleinen Gruppe von Menschen vor- Benzidin 975
behalten, Neben sozialen Veranderungen +- hlor-n-toluidm 95-69-2
war auch der zu Beginn des 19. Jahrhun- 0 lanhth lami oL 9
derts durch Jassmii.gger (1818) erfundene - 1aphih - famin C
Teerfarbstoff dafijr verantwortlich, dass (I-Amin al Llu | 9756"{
farbenfrohe Kileider erschwinglich wur-
den. Die folgenden Jahrzehnte waren ge- ~ —Amino=ntllololual 99-55-,
zeichnet durch eine stiirmische Entwick- p- hi r mlin 106 7-
lung im Bereich der Farbstoffe [1]. Doch o _
dieser Vorteil fiirden' kleinen Mann' barg ~ —4-0lamin  ani 61 -05-»
auch eine Schattenseite, denn so manche 4.4-DIUminodiphen)  Irnclhan 101-77-9
Farbstoffe 'der ersten Generation' weisen _
ein hohes krebserregendes Potential auf. ~ 3.3-01CILI rhinzdin 919-11
Insbesondere _Arbeiter der _farbverarbei- imcth, nzidin (o-Dlanisidin) 11990t
tenden Industrie waren und sind u.U. noch
davon betroffen [2]. imcth  Ibcnzidin - CooT  lidm) ) 19-93-7
3' DInICIh)I- 4.4'-diammodIlphcnylmcth  n 3- -0
fl- Krc 1am 12071-
-IA'-M\:Lhylcn-bis(.2-chl ranilin} 101-14
4.f-  ydianihn 101- O
-1";-Tlliodi:milin 139-65-1
o-f luiuin 9--5 -
*Korrespondenz:  P. Kralicek
Eidgenossische Materialpriifungs- und 2A- oluylendlamin 95- 0-7
Forschungsanstalt -
Unterstrasse 11 2A. - nmt:thylanilin 17-17-7

CH-900 1 st. Gallen
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Textilien, fiihrte am 15.07.94 in Deutsch-
land zu einer Anderung der Bedarfsge-
genstindeverordnung. Demnach diirfen
Azo-Farbstoffe, die durch Spaltung min-
destens eines der zwanzig dort aufgefiihr-
ten Amine bilden (7ab. 7) u.a. in Textilien
— mit einer einjahrigen Ubergangsfrist —
nicht mehr verarbeitet, bzw. die Fertig-
produkte nicht mehr verkauft werden.
Anmerkung: Zu den Farbmitteln geho-
ren Farbstoffe und Farbpigmente. Pigmen-
te sind organische oder anorganische Farb-
mittel die im Gegensatz zu Farbstoffen
mit der Faser keine Bindung eingehen und
nicht wasserldslich sind. Die Bioverfiig-
barkeit der Pigmente ist aufgrund ihrer
Unloslichkeit immer noch nicht ausrei-
chend abgeklirt. Deswegen ist nachfol-
gend immer nur von Farbstoffen die Rede.
In Europa reagierten auch Farbstoff-
hersteller auf die erwiesenen Gesundheits-

gefahren fiir Arbeiter. 1971 wurde die
Produktion der eindeutig krebserregen-
den Azo-Farbstoffe von den wichtigsten
europiischen Farbstoffherstellern einge-
stellt. Zudem werden in Deutschland kei-
ne Azo-Farbstoffe mehr hergestellt, die
durch Spaltung Amine der MAK Klasse
ITT A1 und A2 bilden kénnen [5].

2. Problemstellung

Die Diskussion iiber das krebserregen-
de Potential und auch die Anderung der
deutschen Bedarfsgegenstiandeverordnung
fithrten teilweise zu Verwirrungen, erstens
weil die Umschreibung ‘Azo-Farbstoffe,
dieunter reduktiven Bedingungen zu Ami-
nen der MAK-Klasse III Al und A2 ge-
spalten werden konnen’ gern auf ‘Azo-
Farbstoffe’ verkiirzt wird, und zweitens
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Fig. 1. Strukturformeln ausgewdihlter Amine so-
wie Strukturformel und potentielle Spaltung von
Tolidin-Farbstoff Acid Red 114

weilein Nachweis der Spaltprodukte nicht
ganz unproblematisch ist.

Der Ausdruck ‘Azo-Farbstoffe’ um-
fasst eine sehr grosse Farbstoffgruppe —
fast 70% aller organischen Farbmittel sind
Azo-Farbmittel -deren wichtigste farbge-
bende(n) Molekiilstruktur(en) (Chromo-
phore) gleich sind (vgl. [5]). Die namen-
gebenden Chromophore bei Azo-Farbstof-
fen sind sogenannte Azo-Gruppen, eine
chemische Doppelbindung zwischen zwei
Stickstoff-Atomen. Ein Gefahrenpotenti-
al entsteht, wenn der Farbstotf an dieser
Azo-Gruppe in die oben aufgefiihrte Ami-
ne gespalten wird. Somit ist nicht jeder
Azo-Farbstoff krebserregend, sondern nur
bestimmte Individuen (Fig. 1).

Das zweite Problem ist der Nachweis
der Spaltprodukte. Fiir den Nachweis selbst
werden die verschiedensten chromatogra-
phischen Verfahren eingesetzt (HPLC, GC
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und DC). Aus verschiedenen  GrUnden

wurde ftirden vorliegenden Nachweis eine

Kombination ~ zwischen  konventioneller

DUnnschicht-Chromatographie mit an-

schliessendem Farbnachweis und der HPT-

LC-Entwicklung  mit Hilfe des AMD-Ge-

rlites der Firma CAMAG (Fig. 2) mit einer

Scanner-Auswertung  gewahit.

Ein weiteres Problem ist die Nach-
weisgrenze der Amine, die aus dem Farb-
stoff eines gefarbten Textils stammen; oder
mit anderen Worten: Liegt im Extrakt
genug Farbstoff vor, urn oben aufgeftihrte
Amine nachweisen zu kannen? Denn an-
ders als bei einer Benzidin-Bestimmung
aus einer Chemikalie oder einem Farb-
stoffliegt ein gefarbtes Textil vor, bei dem
im Normalfall der Farbstoff eine mag-
lichst gute Bindung mit der Faser aufwei-
sen soll. Folgende Probleme mussten also
gelast werden:

- ldeale Entfernung des Farbstoffs von
del' Faser und eventuell gleichzeitige
Reduktion des Farbstoffs,

- Ermittlung des besten Lasungsmittels
und der bestmaglichen  Extraktion, da
die Farbstoffentfernung  im wassrigen
Medium erfolgt,

- Ermittlung der Einflussfaktoren  und
eines geeigneten Lasungsmittelgemi-
sches bei der konventionellen DC,

- Ermittlung des Gradienten beim AMD

- sowie die Ermittlung der Wiederfin-
dungsrate.

Hierftir musste zuerst berechnet wer-
den, wieviel Gewichtseinheiten  Farbstoff
die gefarbte Ware beinhaltet. Um dies
ermitteln  zu konnen, mussten verschiede-
ne Unsicherheiten abgekHirt werden, z.B.:

Wieviel Farbstoff wurde von der Faser
aufgenommen?  Diese Frage ist deswegen
wichtig, weil nur wenige Farbstofftypen

annahernd zu LOO%aus der Flotte auf die

Faser ziehen. Oder wieviel Stellmittel ent-
halt ein Gramm des betreffenden Farb-
stoffs? Zudem bestehen Farbungen immer
aus mehreren verschiedenen Farbstoffen.
In einer Mischung kannen jedoch die ein-
zelnen Farbstoffe miteinander konkurren-
zieren und damit gegenseitig die Farb-

stoffaufnahme  beeinflussen.

3. Nachweisprinzip

3.1. Farbstoffextraktion/-reduktion
Das zu analysierende  Gewebe wird

kleingeschnitten ~ und mit dest. Wasser
versetzt im Wasserbad auf75° (£ 5°) er-
warmt. Die Farbstoffreduzierung  erfolgt

schrittweise durch die Zugabe von Natri-
umdithionit.

Das Gewebebad wird angesauert und
der wassrige Auszug ineinen Rundkolben
gegeben. Der wassrige Auszug wird mit
Natronlauge und Dichlormethan  versetzt
und extrahiert. Nach der Phasentrennung
wird die Dichlonnethanphase eingeengt
und eventuell - je nachdem, wann der
Extrakt analysiert wird - getrocknet oder
direkt analysiert.

3.2. Konventionelle DC-Analyse

Die Extrakte und die Referenzsubstan-
zen werden mit der TLC-Auftrageeinheit
(CAMAG) auf eine Kieselgel-60-Platte
(Merck, Art. 5721) aufgesprUht, und die
Platte wird in eine DC-Kammer gestellt
(75 ml Dichlormethanl15  ml Acetonitril).
Die fertig entwickelte Platte wird getrock-
net und anschliessend mit NO, im Exsik-
kator diazotiert. Danach wird die Platte
mit einer a-Naphthol-Lasung (2% in
EtOH) besprUht.

Die Farbentwicklung
abgeschlossen  (Fig. 3).

ist nach 10 min

Tab. 2. Die unterste, sichtbare Grenze nach der Diazotierung und dem Bespruhen mit a-Naphthol

(konventionelle DC)

BCIl/idin

a hwei grenfen hci U'r

kOl1\Ventiom:llcn [i-lgl 0.05

Tab. 3. HPTLC Nachweisgrenzen

Benl.idin
\I ellecnlangc 11101 20 20
a'h\\t:N\gn:llun  b-j
HPTL  11)g] 0.01 .02

3,3-DimcthylbenlJuin

0.05

3.3-DimclhylbenZluin:

.3-DImelhoxybenzluin

d.0S

.,3"-DImelho:-.ybcnzlum

0]

0.02
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3.3. HPTLC-Analyse

Die Extrakte und die Referenzsubstan-
zen werden mit der TLC-Auftrageeinheit
(CAMA G) auf eine HPTLC- Kiese 1gel-60-
Platte (Merck, Art. 5642) aufgesprtiht. Die
Platte wird in der AMD-DC-Kammer  ge-
trocknet und mit einem flachen Gradien-
ten (Essigsaureethyiesterrroluol) entwik-
kelt. Die Platte wird anschliessend ge-
trocknet und per Scanner bei 280 nm und
bei 200 nm ausgemessen. Zusatzlich wird
von den zu analysierenden  Substanzen
das UV -Spektrum (zwischen 200-400 nm)
gemessen und mit den Spektren der Refe-
renzsubstanzen  verglichen.

4. Diskussion

FUr die im ersten Schritt analysierten
Reinsubstanzen Benzidin, o-Tolidin (3,3-
Dimethylbenzidin),  o-Dianisidin (3,3"-Di-
methoxybenzidin),  3,3-Dichlorbenzidin,
2,4-Toluylendiamin, o-Toluidin und 2-
Amino-4-nitrotoluol wurden  Nachweis-
grenzen zwischen 0.0 lund O.75 ~ auf der
DC-Platte ermittelt (Tab. 2 und 3).

Natriumdithioniterwies  sich als bestes
Reduktionsmittel, — obwohl die Wiederfin-
dungsraten  del' verwendeten  Farbstoffe
(nicht ausgefarbt) nicht tiber 52% liegen.
Die Wiederfindungsraten  konnten weder
mit anderen Verfahren noch mit del' Ver-
anderung der Faktoren Menge (Natrium-
dithionit), Temperatur und Zeit verbessert
werden. Das Problem liegt vermutlich
weniger bei einer unvolistandigen  Reduk-
tion, als bei der Tatsache, dass die I11eisten
Farbstoffe nicht nur mrs einem Farbstoff
bestehen und zudem bis zu 50% Stellmit-
tel enthalten kannen. (Die Stell mittel men-
genangabe  betrifft eher alte Farbstoffe,
auf die jedoch ftir die Untersuchung zu-
rUckgegriffen werden musste.)

Doch selbst wenn die Reduktion nicht
vollstandig  ist, reicht sie aus, um sehr
geringe Mengen del' gesuchten Amine
nachzuweisen. Bezogen auf ausgewahlte
Farbstoffe wurde die theoretische Mini-
mumsgrenze fUrdie im Farbstoff vorhan-

denen, nachfolgend aufgeflinrten  Amine
- aufgrund del' festgestellten Nachweis-
grenzen del' Reinsubstanzen, unter Ein-

hal tung bestimmter Auftragebedingungen,
eines theoretischen  Molekulargewichts
und einer Wiederfindungsrate  von 100%
- berechnet. Diese liegtftir Benzidin, 3,3'_
Di meth ylbenzidin, 3,3'-Di methox ybenzi-
din und 3,3-Dichlorbenzidin bei 0,3 mg,
ftir2,4- Toluylendiamin  bei 0,3 mg und ftir
o-Toluidin bei 0,6 mg. Selbst bei einer
Wiederfindungsrate ~ von 10% - was nicht
unrealistisch ist - bleibt die Nachweis-
grenze annehmbar.
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Aile zur Verfiigung stehenden Farb-
stoffe wurden mit vier Konzentrationen
(3, 2, 1und 0.1%) ausgefarbt und konnten
bei jeder Konzentration  nachgewiesen
werden.

In einem weiteren Schritt wurden die
noch fehlenden Amine analysiert. Der
Nachweis konnte auch fUr diese Amine
problemlos angewendet werden. Die ge-
naueErmittlung  der Nachweisgrenzen  der
Reinsubstanzen  steht noch aus.

Insgesamt hat sich die Kombination
der beiden Verfahren - konventionelle
DC/Farbauswertung und AMD/Scanner-
auswertung - als sinnvoll erwiesen, da
bestimmte  Reinsubstanzen  einen ahnli-
chen Aufbau aufweisen und die Verfah-
renssicherheit durch die Kombination zu-
nimmt.
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Fig. 3. Mit Ix-
Naphlhol-Lij-
sung bespriihle
Platte



