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Streszczenie

Metode stosuje sie do oznaczania fenylohydra-
zyny w powietrzu na stanowiskach pracy.

Metoda polega na absorpcji fenylohydrazyny w
roztworze kwasu chlorowodorowego i ozna-
czaniu spektrofotometrycznym po wywolaniu

reakcji barwnej z kwasem fosforomolibdenowym
lub metoda HPLC po przeprowadzeniu w
pochodna za pomoca acetonu.

Oznaczalnos¢ metody wynosi 2 mg/m? (objetosé
probki powietrza 100 1).

Summary

Air samples are collected by drawing a known
volume of air through a bubbler containing 15 ml
of 0.1 M hydrochloric acid solution. After addi-
tion of 10 ml of 3% phosphomolybdic acid, ab-
sorbance of the resulted solution (phenylhydra-
zine hydrochloride - phosphomolybdic acid

Air samples are collected by drawing a known
volume of air through a bubbler containing 15 ml
of 0.1 M hydrochloric acid solution. After derivat-
ization with acetone (20 pl), the resulting solu-
tions are analyzed by high performance chroma-

complex) is than measured spectrophotometrical-
ly at 2 - 730 nm.

The working range of the analytical method is
from 8 to 160 ug/ml (2 +40 mg/m3 for 100 I
air sample).

tography using ultraviolet (A= 270 nm) detection.
The working range of the analytical method is
from 0.008 to 0.16 pg/ml (0.2 +4 mg/m?3 for 1001
air sample).
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UWAGI WSTEPNE

Fenylohydrazyna (hydrazynobenzen) w tempe-
raturze pokojowej jest bezbarwna lub bladozot-
ta ciecza o slabym aromatycznym zapachu. W
nizszych temperaturach wystepuje w postaci
z0ttych krysztatlow. Zwigzek ten dobrze roz-
puszcza si¢ w wodzie. W kazdym stosunku
miesza sie z: alkoholem, eterem, chloroformem
i benzenem. Dobrze rozpuszcza si¢ w chloro-
wanych rozpuszczalnikach i rozcienczonych
kwasach.

Fenylohydrazyna jest otrzymywana w reak-
cji diazowania amin aromatycznych (np. anili-
ny) za pomocg azotynu sodu i kwasu chloro-
wodorowego, a nastgpnie przez dzialanie na
powstaty roztwor siarczynem (IV) sodu i wodo-
rotlenkiem sodu. Zwigzek ten ma charakter za-
sadowy i w reakcjach z kwasami nieorganicz-
nymi tworzy sole.

Fenylohydrazyna jest stosowana w syntezie
organicznej jako silny $rodek redukujacy lub
jako polprodukt w syntezie innych zwiazkow
chemicznych (barwniki, leki). Fenylohydrazyna
jest rowniez stosowana jako odczynnik che-
miczny shuzacy identyfikacji aldehydow i keto-
néw oraz do identyfikacji i okreslania konfigu-
racji cukrow.

Najwazniejsze wiasciwosci fizykochemicz-
ne fenylohydrazyny:

— WzO4r sumaryczny CeHsN,
— Masa czgsteczkowa 108,14
— gestos¢ par

(powietrze = 1) 3,7
— temperatura topnienia 19,5°C
— temperatura wrzenia 2435 °C

— temperatura samozaptonu 174 °C

— preznos$¢ par 0,035 hPa
(w temp. 25 °C)
— gestosé 1,098 g/cm®

(w temp. 20 °C)
oktanol-woda

jako log Kow
1,25

— wspolezynnik podziatu
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— rozpuszczalno$é
w wodzie 127 g/l (w temp.
25°C)
— wspotczynnik
przeliczeniowy 1 ppm = 4,4 mg/m®.
Fenylohydrazyna, zgodnie z tabelg 3.1. za-
tacznika VI do rozporzadzenia Parlamentu Eu-
ropejskiego i Rady (WE) nr 1272/2008 z dnia
16 grudnia 2008 r. w sprawie Kklasyfikacji,
oznakowania i pakowania substancji i miesza-
nin, zmieniajacego i uchylajacego dyrektywy
67/548/EWG i 1999/45/WE oraz zmieniaja-
cego rozporzadzenie (WE) nr 1907/2006,
zwane rozporzadzeniem CLP (Dz.Urz. UE z
dnia 31 grudnia 2008 r., 3), zostata zaklasyfi-

kowana jako:
— H350 — moze powodowa¢ raka (Rakotw.
Kat. 1B)
— H341 - podejrzewa sig¢, ze powoduje

wady genetyczne (Muta 2)

— H331 — dziata toksycznie w nastgpstwie
wdychania

— H311 - dziata toksycznie w kontakcie ze
skorg

— H301 — dziata toksycznie po potknigciu

— H372 — powoduje uszkodzenie narzadow
przez dhugotrwale lub powtarzane nara-
zenie

— H319 — dziata draznigco na oczy

— H315 — dziata draznigco na skore

— H317 — moze powodowaé reakcje aler-
giczng skory

— H400 — dziata bardzo toksycznie na orga-
nizmy wodne.

Zgodnie z rozporzadzeniem ministra pracy i
polityki spotecznej z dnia 29 listopada 2002 r.
(DzU nr 217, poz. 1833) najwyzsze dopusz-
czalne stezenie (NDS) fenylohydrazyny wynosi
20 mg/m®.
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PROCEDURA ANALITYCZNA

Metoda spektrofotometryczna

1. Zakres stosowania metody

W niniejszej procedurze podano metode
oznaczania zawartosci fenylohydrazyny w
powietrzu na stanowiskach pracy, z zasto-
sowaniem spektrofotometrii w §wietle widziat-
nym. Metode stosuje sie¢ podczas badania wa-
runkow sanitarnohigienicznych.

Najmniejsze stezenie fenylohydrazyny, ja-
kie mozna oznaczy¢ w warunkach pobierania
probek powietrza i wykonania oznaczania opi-
sanych w procedurze, wynosi 2 mg/m”.

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 absorpcji fenylohydrazyny w
roztworze kwasu chlorowodorowego o stezeniu
0,1 mol/l, wywotaniu barwnej reakcji z kwa-
sem fosforomolibdenowym i spektrofotome-
trycznym oznaczeniu powstatego kompleksu
przy dtugosci fali A =730 nm.

4. Wytyczne ogo6lne

4.1. Czysto$¢ odczynnikow
Do analizy nalezy stosowac, 0 ile nie zazna-
czono inaczej, odczynniki i substancje wzor-
COWe 0 stopniu czystosci co najmniej cz.d.a.
4.2. Doktadno$¢ wazenia
Substancje stosowane w analizie nalezy wazy¢
z doktadnoscig do 0,0002 g.
4.3. Postegpowanie z substancjami
toksycznymi
Wszystkie czynnosci, podczas ktorych uzywa sie
substancji wzorcowych, nalezy wykonywaé pod
sprawnie dziatajgcym wyciagiem laboratoryjnym.

Zuzyte roztwory i odczynniki nalezy gro-
madzi¢ w przeznaczonych do tego celu pojem-
nikach i1 przekazywaé¢ do zakladow zajmu-
jacych sig ich unieszkodliwianiem.

4.4. Wzorcowanie
Z uwagi na nietrwato§¢ fenylohydrazyny
(utlenianie) do przygotowywania roztworéw
wzorcowych nalezy stosowac chlorowodorek
fenylohydrazyny.

5. Odczynniki, roztwory i materiaty

5.1. Fenylohydrazyna
Stosowac wedtug punktu 4.

5.2. Kwas fosforomolibdenowy
Stosowac wedhug punktu 4.

5.3. Kwas chlorowodorowy
Stosowaé wedtug punktu 4.

5.4. Roztwor kwasu fosforomolibdenowego

o0 stezeniu 3-procentowym

Odwazy¢ dokfadnie 0,54 g kwasu fosfo-
romolibdenowego wg punktu 5.2., przenies¢ do
kolby pomiarowej 0 pojemnosci 1000 ml i
rozpusci¢ w wodzie wg punktu 5.8. Po roz-
puszczeniu uzupeli¢ do kreski woda desty-
lowang. Tak przygotowany roztwor odstawi¢ na
24 h i po tym czasie przesaczyC przez saczek
bibutowy.

5.5. Roztwoér kwasu chlorowodorowego
Przygotowac¢ roztwor kwasu chlorowodorowe-
go o stezeniu 0,1 mol/l.

5.6. Roztwor wzorcowy podstawowy feny-
lohydrazyny
Odwazy¢ doktadnie 66,85 mg chlorowodorku
fenylohydrazyny wg punktu 5.1., przenies¢ do
kolby pomiarowej 0 pojemnosci 50 ml i roz-
pusci¢ w roztworze kwasu chlorowodorowego
wg punktu 5.5. W 1 ml tak przygotowanego
roztworu znajduje si¢ 1 mg fenylohydrazyny.
Roztwor przechowywany w chlodziarce w
szczelnie zamknietym naczyniu jest trwaty
przez dziesig¢ dni.
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5.7. Roztwor wzorcowy roboczy
fenylohydrazyny

Do kolby pomiarowej 0 pojemnosci 25 ml
odmierzy¢ 10 ml roztworu wzorcowego pod-
stawowego 1 kolbe uzupelni¢ do kreski
roztworem kwasu chlorowodorowego wg
punktu 5.5. Koncowe stezenie fenylohydra-
zyny w tak przygotowanym roztworze wynosi
0,4 mg/ml.

5.8. Woda destylowana
Stosowac wedhug punktu 4.

6. Przyrzady pomiarowe i sprzet
pomocniczy

6.1. Kolby pomiarowe
Stosowa¢ kolby pomiarowe 0 pojemnosci 20 i
50 ml.

6.2. Pipety szklane
Stosowac pipety szklane o pojemnosci: 0,5; 1;
255110 ml.

6.3. Pluczki
Stosowa¢ pluczki betkotkowe ze
spiekanym o pojemnos$ci 50 ml.

6.4. Pompa ssgca
Stosowaé pompe ssgcg z przeptywomierzem,
umozliwiajaca pobieranie powietrza ze statym
strumieniem objetosci wedtug punktu 7.

6.5. Spektrofotometr
Stosowaé spektrofotometr umozliwiajacy wy-
konanie oznaczen przy dtugosci fali 730 nm.

szklem

7. Pobieranie probek powietrza

Podczas pobierania probek powietrza nalezy
Stosowa¢ zasady zawarte w normie PN-Z-
-04008-07. Za pomocg pompy wg punktu 6.4.
przepusci¢ przez ptuczki wg punktu 6.3., zawie-
rajgce 15 ml 0,1 mol/l roztworu kwasu chlo-
rowodorowego, okoto 100 1 powietrza ze sta-
tym strumieniem objetosci do 1 I/min. Pobrane
probki powietrza nalezy zabezpieczy¢ i do cza-
su analizy przechowywaé w chtodziarce. Tak
przechowywane probki sg trwate przez dziesie¢
dni.
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8. Sporzadzanie krzywej wzorcowej

Do siedmiu kolb pomiarowych 0 pojemnosci
50 ml odmierzy¢ odpowiednio, w mililitrach:
0,00; 0,25; 0,5; 1,0;2,5; 5,0 i 10,0 roztwo-
ru wzorcowego roboczego fenylohydrazyny wg
punktu 5.7., co odpowiada zawartosci czystego
zwigzku, w miligramach: 0,0; 0,1; 0,2; 0,4;
1,0; 2,01 4,0. Do kazdej z kolb doda¢ po 10 ml
roztworu kwasu fosforomolibdenowego wg
punktu 5.4., wymiesza¢ i uzupetni¢ do kreski
roztworem kwasu chlorowodorowego wg
punktu 5.5. Z tak otrzymanych roztworow
pobra¢ po 1 ml i doda¢ po 2 ml wody
destylowane;j. absorbancje  tak
przygotowanych proby
odczynnikowej (probka o zerowej zawartosci
fenylohydrazyny) przy dtugosci fali A = 730 nm.

Zmierzy¢
roztworé6w  wobec

9. Wykonanie oznaczania

Zawartos¢  pluczek przenies¢ do  kolb
pomiarowych o pojemnos$ci 50 ml. Kazda
phluczke przeptuka¢ dwukrotnie 5 ml wody
destylowanej, dodajac roztwory do roztworu
pochtaniajacego. Do probek doda¢ po 10 ml
kwasu fosforomolibdenowego wg punktu 5.4.,
wymiesza¢ 1 uzupetni¢ do kreski roztworem
0,1 mol/l kwasu chlorowodorowego wg punktu
5.5. Z kolb pobra¢ po 1 ml roztwordéw, dodac
2 ml wody destylowanej i zmierzy¢ absorbancje
przy dhugosci fali 730 nm. W przypadku probek,
ktorych warto$ci absorbancji przekraczajg zakres
roboczy metody, nalezy wykona¢ powtdrne
oznaczenie, rozcienczajgc dodatkowo probke.
Dodatkowe rozcienczenie uwzglgdnic w obli-
czeniach.

10. Obliczanie wyniku oznaczania

Stezenie fenylohydrazyny (X) w badanym po-
wietrzu obliczy¢ w miligramach na metr sze-
$cienny na podstawie wzoru:

X =
\Y%
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w ktorym:
¢ — zawartos¢ fenylohydrazyny odczytana z
krzywej wzorcowej, w miligramach,

V — objeto$¢ przepuszczonego powietrza, w
metrach szesciennych.

INFORMACJE DODATKOWE

Badania wykonano, stosujac dwuwigzkowy
spektrofotometr Cary 300 firmy Varian.
Na podstawie przeprowadzonych badan
uzyskano nastepujace dane walidacyjne:
— zakres pomiarowy 0,002 + 0,08 mg/ml
2 = 40 mg/m® (dla
probki powietrza o
objetosci 100 1)
— granica oznaczania

ilosciowego, Xozn 1,9 pg/ml

— granica
wykrywalnos$ci 0,6 pg/ml
— wspotczynnik korelacji
charakteryzujacy

liniowos¢ krzywych

wzorcowych, r 0,999
— calkowita precyzja

badania, V. 17,8%
— niepewnos¢

catkowita metody  23,5%.

PROCEDURA ANALITYCZNA

Metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej, HPLC

1. Zakres stosowania metody

W niniejszej procedurze podano metode
oznaczania zawartosci fenylohydrazyny —w
powietrzu na stanowiskach pracy, z zastosowa-
niem wysokosprawnej chromatografii cieczowej
z detekcja spektrofotometryczng. Metode stosuje
si¢ podczas badania warunkéw sanitarnohigie-
nicznych.

Najmniejsze stezenie fenylohydrazyny, jakie
mozna oznaczy¢ W warunkach pobierania probek
powietrza i wykonania oznaczania opisanych w
procedurze, wynosi 2 mg/m®.

2. Powolania normatywne

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

3. Zasada metody

Metoda polega na absorpcji fenylohydrazyny w
roztworze kwasu chlorowodorowego o stezeniu
0,1 mol/l, wywotaniu reakcji fenylohydrazyny

z acetonem i chromatograficznym oznaczeniu
powstatej pochodnej za pomoca wysokospraw-
nej chromatografii cieczowej z zastosowaniem
detektora spektrofotometrycznego.

4. Wytyczne ogodlne

4.1. Czysto$¢ odczynnikow
Do analizy nalezy stosowaé, o ile nie zazna-
czono inaczej, odczynniki i substancje wzor-
cowe o stopniu czystosci co najmniej €z.d.a.
4.2. Doktadnos¢ wazenia
Substancje stosowane w analizie nalezy wazy¢
z doktadnoscig do 0,0002 g.

4.3. Postepowanie z substancjami
toksycznymi
Wszystkie czynnos$ci, podczas ktorych uzywa
si¢ substancji wzorcowych, nalezy wykonywaé
pod sprawnie dziatajgcym wyciagiem laborato-
ryjnym.

Zuzyte roztwory i odczynniki nalezy groma-
dzi¢ w przeznaczonych do tego celu pojemni-
kach i przekazywac¢ do zaktadow zajmujacych
si¢ ich unieszkodliwianiem.
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4.4. Wzorcowanie
Z uwagi na nietrwato§¢ fenylohydrazyny
(utlenianie) do przygotowywania roztworéw
wzorcowych nalezy stosowac chlorowodorek
fenylohydrazyny.

5. Odczynniki, roztwory i materiaty

5.1. Aceton do HPLC
Stosowac wedhug punktu 4.

5.2. Metanol do HPLC
Stosowac wedhug punktu 4.

5.3. Fenylohydrazyna
Stosowac wedtug punktu 4.

5.4. Kwas chlorowodorowy
Stosowac wedtug punktu 4.

5.5. Roztwor kwasu chlorowodorowego
Przygotowac¢ roztwor kwasu chlorowodorowe-
go o stezeniu 0,1 mol/l.

5.6. Roztwor wzorcowy podstawowy

fenylohydrazyny

Odwazy¢ doktadnie 5,35 mg chlorowodorku
fenylohydrazyny wg punktu 5.1., przenies¢ do
kolby pomiarowej 0 pojemnosci 25 ml i
rozpusci¢ w roztworze kwasu chlorowo-
dorowego wg punktu 5.5. W 1 ml tak przygo-
towanego roztworu znajduje si¢ 0,16 mg feny-
lohydrazyny.

5.7. Roztwory wzorcowe robocze

fenylohydrazyny

Do szesciu kolb pomiarowych o pojemnosci
10 ml odmierzy¢ odpowiednio, w mililitrach:
0; 0,5; 1; 2,5; 51 10 roztworu wzorcowego
podstawowego wg punktu 5.6 i uzupemi¢ do
kreski roztworem kwasu chlorowodorowego wg
punktu 5.5. Stezenia fenylohydrazyny w tak przy-
gotowanych roztworach wynoszg odpowiednio:
0,0; 0,008; 0,016; 0,04; 0,08i 0,16 mg/ml.

5.8. Woda o czystosci do HPLC
Stosowac¢ wedtug punktu 4.

6. Przyrzady pomiarowe i sprzet
pomocniczy

6.1. Chromatograf cieczowy
Stosowa¢ chromatograf cieczowy z detektorem
spektrofotometrycznym umozliwiajacym Wwy-
konanie oznaczen przy dtugosci fali 270 nm.
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6.2. Kolumna chromatograficzna
Stosowa¢ kolumng chromatograficzng stalowa
o dtugosci 250 mm i $rednicy wewnetrznej 3 mm
wypelniong zelem krzemionkowym modyfi-
kowanym fazg pentafluorofenylopropylowa o
$rednicy ziaren 5 pm.

6.3. Kolby pomiarowe
Stosowa¢ kolby pomiarowe o pojemnosci 10 i
25 ml.

6.4. Pipety szklane
Stosowaé pipety szklane jednomiarowe o0 po-
jemnosci: 0,5; 1; 2,515 ml.

6.5. Phuczki
Stosowa¢ ptuczki betkotkowe ze szklem spieka-
nym o pojemnosci 50 ml.

6.6. Pompa ssaca
Stosowaé pompe¢ ssaca z przeptywomierzem,
umozliwiajgca pobieranie powietrza ze stalym
strumieniem objetosci wedtug punktu 7.

7. Pobieranie probek powietrza

Podczas pobierania probek powietrza nalezy
stosowa¢ zasady zawarte w normie PN-Z-
04008-07. Za pomoca pompy wg punktu 6.6.
przepusci¢ przez ptuczki wg punktu 6.5. zawie-
rajace 15 ml roztworu kwasu chlorowodorowe-
go wg punktu 5.5. okoto 100 1 powietrza ze
stalym strumieniem objetosci do 1 1/min. Po-
brane probki powietrza nalezy zabezpieczyC i
do czasu analizy przechowywa¢ w chtodziarce.
Tak przechowywane probki sg trwale przez
dziesig¢ dni.

8. Warunki pracy chromatografu

Nalezy tak dobra¢ sktad fazy ruchomej, aby
zapewni¢ selektywne oznaczanie fenylohydra-
zyny od substancji wspotwystepujacych. W
przypadku stosowania kolumny chromatogra-
ficznej wg punktu 6.2. oznaczanie mozna wy-
kona¢ przy zastosowaniu warunkéw podanych
w tabeli 1. Podane warunki nalezy traktowac
jako warunki przyktadowe.

W przypadku wspotwystepowania substan-
cji interferujgcych (pochodne fenylohydrazyny)
nalezy tak dobra¢ warunki rozdziatu chromato-
graficznego, by zapewnic¢ selektywne oznacze-
nie fenylohydrazyny.
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Tabela 1.
Warunki pracy chromatografu cieczowego

Kolumna Discovery HS-F5 250 x 2,1 mm ziarno 5 pm
Faza ruchoma metanol (A): woda (B)

Program — izokratycznie 70: 30

Strumien objetosci 0,2 ml/min

Objetos¢ probki 10 pl

Temperatura kolumny 25°C

Dlugos¢ fali analitycznej A —270 nm

9. Sporzadzanie krzywej wzorcowej

Do kolb z roztworami wzorcowymi roboczymi
fenylohydrazyny doda¢ po 20 pl acetonu wg
punktu 5.1., wymiesza¢ i odstawi¢ na 2 h. Po
tym czasie roztwory podda¢ analizie chro-
matograficznej. Sporzadzi¢ krzywa wzorcows,
odktadajac na osi odcietych zawarto$¢ fenylo-
hydrazyny w roztworze, a na osi rzednych —
warto$¢ pola powierzchni (wysokosci) piku
tego zwigzku. Dopuszcza sie automatyczne
integrowanie danych i sporzadzanie krzywej
WZOrcowej.

10. Wykonanie oznaczania

Zawartos¢  pluczek przenies¢ do  kolb
pomiarowych 0 pojemnosci 25 ml. Kazda
phuczke przeptuka¢ dwukrotnie 3 ml wody
destylowanej i doda¢ do roztworu pochia-
niajacego. Kolby uzupemi¢ do kreski roz-
tworem 0,1 mol/l kwasu chlorowodorowego
wg punktu 5.5. 1 wymieszaé. Do kolb doda¢ po
20 pl acetonu i odstawi¢ na 2 h. Po tym czasie
czg$¢ roztworéw przenies¢ do wialek 0 pojem-

INFORMAC]JE

Badania wykonano, stosujgc chromatograf
cieczowy firmy Waters model Alliance wy-
posazony w pompe¢ poczworng, automatycz-
ny dozownik probek, detektor spektrofoto-
metryczny oraz kolumne analityczna.

Na podstawie przeprowadzonych badan
uzyskano nast¢pujgce dane walidacyjne:

nosci 2 ml i podda¢ analizie chromatograficzne;.
W przypadku probek, ktorych wartosci pol
powierzchni analizowanych pikoéw przekra-
czajg zakres roboczy metody, nalezy wykonac
powtdrne oznaczenie, rozcienczajac dodatkowo
probke. Dodatkowe rozcienczenie nalezy
uwzgledni¢ w obliczeniach. Powstale fenylo-
hydrazony acetonu nie sg substancjami trwatymi.
Po dodaniu acetonu wszystkie probki musza
zosta¢ poddane analizie jak najszybciej po
osiagnieciu maksimum reakcji.

11. Obliczanie wyniku oznaczania

Stezenie fenylohydrazyny (X) w badanym po-
wietrzu obliczy¢ w miligramach na metr sze-
$cienny ha podstawie wzoru:

X=2,

w ktorym:
¢ — zawarto$¢ fenylohydrazyny odczytana z
krzywej wzorcowej, w miligramach,
V — objetos¢ przepuszczonego powietrza, w
metrach sze$ciennych.

DODATKOWE

— zakres pomiarowy 0,008 + 0,16 mg/ml
2 = 40 mg/m® (dla
probki powietrza o
objetosci 100 1)

— granica oznaczania

ilosciowego, Xozn 0,4 pg/ml (UV-VIS)
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— granica

wykrywalnosci 0,12 pg/ml (UV-VIS)

— wspolczynnik korelacji
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charakteryzujacy liniowo$¢
krzywych wzorcowych, r 0,999

calkowita precyzja
badania, V; 6,3%
niepewno$¢ catkowita
metody 15%.



