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Streszczenie

W artykule przedstawiono metode oznaczania
bezwodnika octowego w powietrzu na stanowi-
skach pracy z zastosowaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) z detektorem
diodowym (DAD).

Metoda polega na: adsorpcji bezwodnika octowe-
go na filtry z widkna szklanego z naniesiong 3,4-
-dimetoksybenzyloaming i ftalanem dioktylu,
ekstrakcji utworzonej pochodnej roztworem amo-
niaku i analizie chromatograficznej otrzymanego
roztworu.

Analize prowadzono w ukladzie faz odwréco-
nych (faza ruchoma: acetonitryl: kwas fosforo-
wy) z zastosowaniem kolumny Ultra Cis.

Zakres pomiarowy wynosi 1,2 + 24 mg/m?® dla
probki powietrza o objetosci 7,5 1. Granica wykry-
walnosci (LOD) metody wynosi 3,1 ng/ml, nato-
miast granica oznaczalnosci (LOQ) 9,3 ng/ml.
Opracowang metode oznaczania bezwodnika
octowego zapisano w postaci procedury anali-
tycznej, ktéra zamieszczono w Zalgczniku.

! Publikacja opracowana na podstawie wynikéw uzyskanych w ramach III etapu programu wieloletniego: ,,Poprawa
bezpieczenstwa i warunkow pracy” dofinansowanego w latach 2014-2016 w zakresie stuzb panstwowych przez
Ministerstwo Pracy i Polityki Spolecznej. Koordynator programu: Centralny Instytut Ochrony Pracy — Panstwowy

Instytut Badawczy (nr zadania 1.7.02).




Agnieszka Woznica, Joanna Kowalska

Summary

This method describes how to measure acetic
anhydride in workplace air using high-
performance liquid chromatography (HPLC)
with a diode array detector (DAD). Samples are
collected onto glass fiber filters coated with 3,4-di-
methoxybenzylamine and di-n-octyl phthalate.
Samples are extracted with aqueous ammonium
hydroxide and analysed with HPLC. The deter-
mination was carried out in the reverse-phase

system (mobile phase: acetonitrile : phosphoric
acid) using an Ultra C18 column. The measure-
ment range was 1.2 - 24 mg/m3 for a 7.5-L air
sample. Limit of detection (LOD): 3.1 ng/ml;
limit of quantification (LOQ): 9.3 ng/ml. The
developed method of determining acetic anhy-
dride has been recorded as an analytical proce-
dure, which is available in the Appendix.

WPROWADZENIE

Bezwodnik octowy jest bezbarwna ciecza o
ostrym zapachu octu. Reaguje z woda, tworzac
kwas octowy i etanolem, tworzac octan etylu.
Dobrze rozpuszcza si¢ w: chloroformie, tetra-
chlorku wegla, eterze i benzenie. Bezwodnik
octowy jest substancja palng, tworzy mieszaning
wybuchowa z powietrzem (CHEMPYL 2014;
GESTIS 2014).

Bezwodnik octowy stosuje sie w przemysle
chemicznym do wytwarzania: octanu celulozy,
kwasu acetylosalicylowego, nitrofuranéw, sul-
fonamidéw, witaminy B. Bezwodnik octowy
znalazl réwniez zastosowanie jako substancja do
wytwarzania: wlokna sztucznego, barwnikow,
perfum, materialdw wybuchowych i innych.
Zwiazek jest jednym z odczynnikéw najczesciej
stosowanych w laboratoriach.

Bezwodnik octowy moze by¢ otrzymywany
kilkoma metodami. Jedna z metod polega na
przylaczeniu kwasu octowego do acetylenu i
pirolizie otrzymanego dioctanu etylidenu. Inna
metoda polega na utlenianiu aldehydu octowego
tlenem w fazie cieklej w obecnosci katalizato-
réw. W wyniku utlenienia tworzy si¢ mieszani-
na kwasu octowego i bezwodnika octowego.
Jeszcze inna metoda polega na pirolitycznym
odwodnieniu kwasu octowego do ketenu, ktory

reaguje z nastepna czasteczka kwasu octowego,
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tworzac bezwodnik (Wajtowicz 2012; Mastalerz
1984; Bobranski 1992).

Bezwodnik octowy wchtania si¢ do organi-
zmu przez uktad oddechowy i pokarmowy. Pary
bezwodnika octowego dziataja silnie draznigco
na spojowki oczu i na blony $luzowe gérnych
drég oddechowych. Wywolujg rowniez: tzawie-
nie i bol oczu, $wiatlowstret, obrzgk rogowki,
uczucie pieczenia w nosie i w gardle, kaszel
oraz dusznos¢. W duzych stezeniach moze wy-
stapi¢ obrzek ptuc po okresie utajenia. W wyni-
ku narazenia przewleklego moze rozwing¢ si¢
zapalenie skory (CHEMPYL 2014).

Ze wzgledu na zagrozenia dla zdrowia ludzi
bezwodnik octowy zostal sklasyfikowany w WE
(nr 1272/2008) jako substancja: ciekla tatwopal-
na (kat. 3.), toksyczna przez wdychanie (kat. 4.),
toksyczna doustnie (kat. 4.) i wykazujaca dzia-
lanie zrace na skore (kat. 1.B). Bezwodnik
octowy ma przypisane nastepujace zwroty za-
grozenia:

— H226: tatwopalna ciecz i pary

— H302: dziata szkodliwie po potknieciu

— H314: powoduje powazne oparzenia

skory oraz uszkodzenia oczu

— H332: dziala szkodliwie w nastepstwie

wdychania.
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W 2013 r. wartosci najwyzszego dopusz-
czalnego stezenia (NDS) i najwyzszego dopusz-
czalnego stezenia chwilowego (NDSCh) dla
bezwodnika octowego zostaly skorelowane
przez Zespot Ekspertéw przy Miedzyresortowej
Komisji do spraw Najwyzszych Dopuszczal-
nych Stezen i Natezen Czynnikéw Szkodliwych
dla Zdrowia w Srodowisku Pracy z warto$ciami
ustalonymi w WE do wartosci NDS = 12 mg/m’
i NDSCh = 2412 mg/m’. Odpowiedni wniosek
zostal przedlozony ministrowi pracy i polityki
spolecznej w celu wprowadzenia do rozporza-
dzenia w zalaczniku nr 1 czesci A wykazu war-
tosci najwyzszych dopuszczalnych stezen i na-
tezen czynnikow szkodliwych dla zdrowia w
srodowisku pracy (Jankowska, Czerczak 2013;
Skowron 2014).

W Polsce do oznaczania bezwodnika octo-
wego w powietrzu na stanowiskach pracy sto-
sowano metode zgodng z wymaganiami zawar-
tymi w normie PN-Z-04061-02:1971. Metoda ta
polega na dzialaniu na kwas octowy lub bez-
wodnik octowy azotanem lantanowym i amo-
niakiem w obecnosci jodu, a nastepnie porow-
naniu powstatego w wyniku tej reakcji zoltozie-
lonego zabarwienia ze skala wzorcoéw. Probki
powietrza pobierano na dwie ptuczki betkotko-
we wypelione woda. Przez pluczki przepusz-
czano 40 | powietrza. Metody tej nie nalezy
stosowa¢ w obecnosci estrow kwasu octowe-
go oraz zwigzkoéw redukujacych jod w warun-
kach reakcji. Oznaczalnos¢ tej metody wynosi
4,2 mg/m’ dla probki powietrza 40 1.

W metodzie NIOSH probki powietrza za-
wierajagce bezwodnik octowy przepuszczano z
szybkoscia 1 1/min przez ptuczki wypelnione
alkalicznym  roztworem  hydroksyloaminy
(Kurimo 1994). Nastepnie dodawano chlorek

zelaza(Ill) 1 kwas chlorowodorowy, a utworzo-

ny kompleks o czerwonym zabarwieniu ozna-
czano spektrofotometrycznie przy dhugosci fali
analitycznej 4 = 540 nm. Zakres pomiarowy tej
metody wynosi 5 + 40 mg/m’ dla probki powie-
trza 100 1.

W OSHA opracowano dwie metody ozna-
czania bezwodnika octowego. Pierwsza metoda
polega na przepuszczeniu 0,75 | powietrza
zawierajacego bezwodnik octowy przez filtry z
1-(2-pirydylo)piperazyna (Chan
1990). Powstata pochodna ekstrahowano mie-

naniesiong

szaning: propan-2-ol: toluen (1: 1, v/v) i anali-
zowano metoda chromatografii gazowej (GC)
z detektorem azotowo-fosforowym (NPD).
Granica wykrywalnosci LOD metody wynosi
0,68 mg/m’. Powstata pochodna mozna row-
niez oznacza¢ metoda HPLC/UV, ale wediug
autora metoda ta jest mniej czuta od zastoso-
wanej GC/NPD.

Druga metoda OSHA polega na przepusz-
czeniu 7,5 1 powietrza przez filtry z naniesiong
3.,4-dimetoksybenzyloaming i
ftalanem dioktylu (Chan 1993), ktéry dodaje si¢

w celu poprawy kontaktu miedzy reagentami.

naniesionym

Utworzong pochodna, podobnie jak poprzednio,
ekstrahowano mieszaning: propan-2-ol: toluen
(1:1, v/v) i analizowano metodg GC-NPD. Tak
jak poprzednig, mozna ja réwniez analizowaé
metoda HPLC/UV. Granica wykrywalnosci
LOD metody wynosi 0,12 mg/m”.

Z danych pismiennictwa wynika, ze 3,4-di-
metoksybenzyloamina jest czesto stosowana
jako odczynnik derywatyzujacy w oznaczaniu
innych bezwodnikéow, np. bezwodnika malei-
nowego, gdzie probki pobierano na filtry z
wiokna szklanego pokryte 3.,4-dimetoksy-
benzyloaming, nastepnie poddawano ekstrakcji
mieszaning: acetonitrylu i dimetylosulfotlenku
(90: 10 v/v) i analizowano metodg HPLC z de-
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tekcja UV. Stosowano kolumne Alltech C8, a
jako faze ruchomg — acetonitryl/woda/kwas
fosforowy 30: 70: 0,1 (v/v/v). Granica wykry-
walnosci LOD metody wynosi 33pg/m’® (Chan
1990).

W metodzie opracowanej do pobierania
bezwodnika ftalowego uzyto jako prdobnika
filtrow z widkna szklanego z naniesiong 3,4-di-
metoksybenzylaming i ekstrahowano jak po-
przednio mieszaning: acetonitrylu i dimetylosul-
fotlenku (90: 10 v/v). Analizowano metoda
HPLC z detekcja UV. Zastosowano kolumng
Novapak C18 i takg sama fazg jak w przypadku
bezwodnika maleinowego — acetonitryl/woda/
kwas fosforowy 27: 73: 0,1 (v/v/v). Granica
wykrywalnosci LOD  wynosi 0,031 mg/m’
(Chan 1991).

Natomiast bezwodnik trimelitowy oznacza-
no, przepuszczajac powietrze przez filtry z
wldkna szklanego pokryte
benzylaming i ftalanem dioktylu. Probki ekstra-

3,4-dimetoksy-

howano wodnym roztworem wodorotlenku
amonu i analizowano metodg HPLC z detekcja
UV. Do rozdzielenia zastosowano kolumng

Novapak C18 i jak w przypadku wczesniej opi-

sanych bezwodnikow faze acetonitryl/woda/
kwas fosforowy 22.5:77,5:0,1 (v/v/v). Granica
wykrywalnos$ci LOD metody jaka uzyskano to
0,221 pg/m*(Chan 1992).

W kwartalniku Podstawy i Metody Oceny
Srodowiska Pracy opisano metode oznaczania
bezwodnika trimelitowego, ktéra polega na:
pobieraniu zawartego w powietrzu bezwodnika
trimelitowego na filtr z widkna szklanego z
naniesiong 3,4- dimetoksybenzyloaming i nanie-
sionym ftalanem dioktylu, ekstrakeji utworzo-
nych pochodnych wodnym roztworem amonia-
ku i analizie chromatograficznej otrzymanego
roztworu z zastosowaniem HPLC z detektorem
DAD. Kolumna byla wypetiona oktadecylo-
siloksanem (Ultra C18) i do rozdzielania za-
stosowano tg samg faze ruchomg — acetoni-
tryl:
centowy (v/v). Oznaczalno$¢ metody wynosi
0,004 mg/m’ (Jezewska 2012).

W artykule przedstawiono opracowang me-

kwas fosforowy(V): roztwér 0,1-pro-

tode oznaczania bezwodnika octowego w po-
wietrzu na stanowiskach pracy w zakresie ste-
zen 12 + 24 mg/m’, zgodnie z wymaganiami
zawartymi w normie PN-EN 482: 2012.

CZESC DOSWIADCZALNA

Aparatura

W badaniach zastosowano chromatograf cie-
czowy firmy Agilent Technologies (Niemcy)
seria 1200 z detektorem diodowym (DAD).
Probki wprowadzano za pomoca automatycz-
nego podajnika probek model G2258-90010
(Agilent Technologies). Do sterowania proce-
sem oznaczania i zbierania danych zastoso-
wano oprogramowanie ChemStation. Zasto-

sowano rowniez kolumne Ultra C;3 0 wymia-
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rach: 250 x 4,6 mm o dp = 5 pum, z przedko-
lumng o wymiarach: 10 x 4,0 mm (Restek,
USA).

Do pobierania probek powietrza zawiera-
jacych bezwodnik octowy wykorzystano aspi-
rator Pocket pump (SKC Inc., USA). Do
przeprowadzenia desorpcji analitow z filtréw
korzystano z tazni ultradzwickowej Ultrasonic
Cleaners 8890 (Cole-Parmer, USA). Wzorce
odwazano na wadze analitycznej Sartorius
TE214S (Sartorius Corporation, USA). Probki
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przechowywano w eksykatorze szafkowym
serii EKS (WSL, Polska).

Odczynniki i materialy

W badaniach zastosowano nastepujace od-
czynniki: bezwodnik octowy, ftalan dioktylu i
3,4-dimetoksybenzyloaming (Sigma-Aldrich,
USA), acetonitryl (Merck, Niemcy), 25-pro-
centowy amoniak (POCH, Polska), kwas orto-
fosforowy(V), (Ridel-de Haén, Niemcy) oraz
wode o duzej czystosci uzyskana z aparatu
Milli-Q (Millipore, USA). Ponadto wykorzy-
stano: filtry z wldkna szklanego GF/A o sred-
nicy 37 mm (Whatman, Anglia) do pobierania
probek powietrza, filtry strzykawkowe nylo-
nowe o srednicy 25 mm i wielko$ci pordéw
0,45 pm (Alltech, USA) do filtrowania roz-
tworow przed analiza, a takze szkto laborato-

ryjne, tj.: kolby miarowe, kolby stozkowe

T O
HM OCH,

Bezwodnik octowy 3,4-dimetoksybenzyloamina

Erlenmayera o pojemnosci 25 ml (wyposazo-

ne w korki), pipety oraz strzykawki do cieczy.

Warunki oznaczania
chromatograficznego

Na podstawie danych literaturowych oraz
badan wstepnych ustalono, ze probki powie-
trza zawierajgce bezwodnik octowy beda po-
bierane na filtry z widkna szklanego z nanie-
siong 3,4-dimetoksybenzyloaming i ftalanem
dioktylu (Chan 1992; Jezewska 2012). W
wyniku reakcji bezwodnika octowego i 3,4-di-
metoksybenzyloaminy powstaje 3,4-dimetoksy-
benzyloacetamid, ktory moze by¢ oznaczany z
zastosowaniem wysokosprawnej chromato-
grafii cieczowej (HPLC) z detektorem diodo-
wym (DAD), (Chan 1992; Jezewska 2012).
Rekcje bezwodnika octowego z 3,4-dimetoksy-

benzyloaming przedstawiono na rysunku 1.
OCH
P-Il \/©: |
M
T OCH,

3,4-dimetoksybenzyloacetamid

+ CH,COOH

kwas octowy

Rys. 1. Reakcja bezwodnika octowego z 3,4-dimetoksybenzyloaming (Chan 1993)

Badania wykonano, stosujac kolumng typu
Ultra C18 o dlugosci 250 mm (Chan 1992;
Jezewska 2012). Zastosowano jako faze ru-
choma: acetonitryl, kwas ortofosforowy(V) i
roztwor 0,1-procentowy (25: 75), (Chan 1992).
Natezenie przeptywu strumienia fazy ruchomej

wynosito 1 ml/min. Objetosé dozowanej probki
w badaniach wynosita 10 pl. Do detekcji wyko-
rzystano detektor DAD, mierzacy absorbancje,
przy dlugosci fali analitycznej A = 228 nm.
Chromatogram roztworu pochodnej bezwodnika

octowego przedstawiono na rysunku 2.
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Rys. 2. Chromatogram roztworu pochodnej

bezwodnika octowego. Kolumna Ultra Cig, detektor DAD:

1-3,4-dimetoksybenzyloamina, 2-pochodna bezwodnika octowego, 3-ftalan dioktylu

WYNIKI BADAN I ICH OMOWIENIE

Badania chemisorpcji bezwodnika
octowego i warunkéw pobierania
probek powietrza

Do pobierania probek powietrza zawierajacego
bezwodnik octowy zastosowano filtry z widkna
szklanego z naniesiong 3,4-dimetoksybenzy-
loaming i ftalanem dioktylu o $rednicy 37 mm
potaczone szeregowo. Uzyte do badan filtry z
naniesionym odczynnikiem derywatyzujacym
przygotowywano samodzielnie. Roztwdr po-
krywajacy do nanoszenia na filtry sporzadzono
zgodnie z procedurg opisana w OSHA — w kol-
bie stozkowej o pojemnosci 25 ml umieszczono:
0,36 ml (okolo 04 g) 3,4-dimetoksyben-
zyloaminy, 0,4 ml (okoto 0,4 g) ftalanu diokty-
lu, 16 ml metanolu i nastgpnie roztwor wymie-
szano (Chan 1993). Na kazdy filtr naniesiono
0,4 ml tak sporzadzonego roztworu, suszono na
powietrzu przez 5 min i w eksykatorze przez
okoto 12 h. Filtry przechowywano w ciemnym
naczyniu, w zamrazalniku chtodziarki.

W celu sprawdzenia warunkoéw pobierania

probek powietrza (Chan 1993) zlozono uktad
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sktadajacy sie z: pipety gazowej, dwoch pola-
czonych szeregowo filtréw z naniesionym od-
czynnikiem derywatyzujacym oraz pompy ssa-
cej o regulowanym i kontrolowanym strumie-
niem objetosci powietrza za pomoca rotametru
(rys. 3.). Do pipety wprowadzano 5 pl roztworu
bezwodnika octowego w acetonitrylu o stezeniu
72 mg/ml. Nastepnie korzystajac z warunkow
pobierania ustalonych w publikacji OSHA,
przepuszczano 7,5 1 powietrza ze staltym stru-
mieniem objetosci 2,5 1/h (Chan 1993). Nastep-
nie ekstrahowano filtry roztworem amoniaku
(0,02 mol/l) z pierwszego filtra i oddzielnie z
drugiego filtra (kontrolnego). Tak uzyskane
roztwory oznaczano chromatograficznie. Drugie
(kontrolne) filtry nie zawieraly pochodnej
bezwodnika octowego. Badanie powtdrzono
dla 10 pl bezwodnika octowego o stezeniu
72 mg/ml. Na podstawie uzyskanych wynikow
badan ustalono, ze filtry z naniesiona 3,4-di-
metoksybenzyloaming i ftalanem dioktylu za-
pewniaja iloSciowe wyodrebnienie pochodnej
bezwodnika octowego z powietrza w ustalonych

warunkach.
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Kaseta prébnika z filtrami

Kierunek przeptywu powietrza

Rys. 3. Kaseta prébnika z filtrami

Kalibracja i precyzja

Filtr z odczynnikiem derywatyzujacym
na stalowe]j podktadce

Pokrywka wlotowa kasety

Korek zamykajacy wlot

W celu uwzglednienia stopnia odzysku w

krzywej kalibracji sporzadzono trzy serie roz-

twordw kalibracyjnych przez naniesienie na

impregnowane aming filtry po: 5; 10; 20; 30;

501 100 pl roztworu bezwodnika octowego w

acetonitrylu o stezeniu 1,8 mg/ml. Filtry po-

Tabela 1.

Parametry kalibracji dla trzech serii pomiarowych

Pokrywka wylotowa kasety
z filtrem z naniesionym
odczynnikiem derywatyzujacym

Pierscieri rozdzielajacy

Korek zamykajacy wylot

zostawiono w eksykatorze do wyschniecia.
Nastepnie przeprowadzono odzysk pochodnej
bezwodnika octowego roztworem amoniaku
(5 ml) i tak uzyskane roztwory oznaczano
chromatograficznie. Uzyskane parametry krzy-
wych kalibracji dla III serii pomiarowych

przedstawiono w tabeli 1.

Parametr

I seria

1I seria III seria

Krzywa kalibracji

y=3599x +3.8

7 y=3642x +648 y=37,56x —4,59

Y=Bx+4
Wspoltczynnik korelacji, 0.9998 0.9995 0.9986
Srednia warto$¢ wspotczynnika kalibracji 37,66
Odchylenie standardowe wspotczynnika kalibracji, S, 1,97
Wspdtezynnik zmiennosci wspoétczynnika kalibracji, #y,;, % 5,23

Przyktadowa krzywa kalibracji w zakresie

stezen 1,8 + 36 pg/ml, czyli zaleznos$é¢ po-

wierzchni pikdw pochodnej bezwodnika

octowego od stezenia bezwodnika octowego
w roztworach uzyskanych z ekstrakcji fil-

trow, przedstawiono graficznie na rysunku 4.

135



Agnieszka Woznica, Joanna Kowalska

Liniowos¢ krzywej wzorcowej jest charakte-

ryzowana wartoscig wspolczynnika korelacji.

Wspolezynnik korelacji R dla krzywej wzor-

cowej bezwodnika octowego wynosi 0,9998.

1400

1200

y=136,657x + 1,9201
R>=10,9997

1000

800

600

/

Pole powierzchni

400

200

Rys. 4. Wykres zaleznosci pola powierzchni pikéw pochodnej bezwodnika octowego od stezenia bezwodnika octo-
wego w roztworach znad filtrow. Kolumna Ultra C18, detektor DAD

W celu oceny precyzji oznaczen kali-
bracyjnych przygotowano roztwoér podstawo-
wy bezwodnika octowego w taki sam sposob,
jak do kalibracji z roztworow. Wykonano z
niego trzy serie po osiem roztwordw robo-
czych o stezeniach: 1,8; 18 1 36 pg/ml. Wyko-
nano pomiary chromatograficzne po dwa z

kazdego roztworu w takich samych warun-

Tabela 2.

kach, jak przy wykonaniu oznaczen kalibra-
cyjnych. Na podstawie odczytanych po-
wierzchni pikow uzyskanych na chromato-
gramach obliczono odchylenie standardowe i
wspofczynnik zmiennosci. Szczegolowe wy-
niki przedstawiono w tabeli 2. Catkowita pre-

cyzja badania wynosi 5,27%.

Precyzja oznaczen kalibracyjnych bezwodnika octowego

Roztwor o stezeniu 1,8 pg/ml Roztwor o stezeniu 18 pg/ml Roztwor o stezeniu 36 pg/ml
I seria II seria 111 seria
Srednia 64,76 Srednia 646,25 Srednia 1289,64
powierzchnia powierzchnia powierzchnia
piku piku piku
Odchylenie 1,72 Odchylenie 4,72 Odchylenie 10,03
standardowe, S standardowe, S standardowe, S
Wspotezynnik 2,66 Wspétezynnik 0,73 Wspétezynnik 0,78
zmiennosci, n;, % zmiennosci, n,, % zmiennosci,
ns, %
Srednia precyzja — sredni wspdtczynnik zmiennosci dla zakresu 7,5, %0 1,65
Calkowita precyzja badania — sredni wspétczynnik zmiennosci n, % 5,27
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Badanie trwalosci préobek

Trwato$¢ pobranych probek powietrza badano,
w zaleznosci od czasu ich przechowywania, w
nastepujacy sposob: na osiem filtréw nanoszono
po 50 ul roztworu bezwodnika octowego w

acetonitrylu o stezeniu 1,8 mg/ml. Przez rurki

przepuszczono 7,5 1 powietrza ze strumieniem
objetosci 2,5 I/h. Dwie probki badano bezpo-
$rednio po przepuszczeniu 7,5 | powietrza oraz
po: dwoch, czterech i siedmiu dniach przecho-
wywania w zamrazalniku chlodziarki. Wyniki

badan przedstawiono na rysunku 5.

672
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Rys. 5. Wykres trwatosci probek przechowywanych w zamrazalniku chlodziarki

Srednie odchylenie standardowe powierz-
chni pikéw w ciaggu siedmiu dni wynosito 2,4.
Srednia warto$é powierzchni piku dla wszyst-
kich probek wynosita 644,4. Uzyskane wyniki
trwalosci na podstawie powierzchni piku byly
w zakresie ponize] +5% wartosci Sredniej
(644,4+5%), co swiadczy o trwatosci probek

przez siedem dni.

Walidacja metody

Walidacj¢ metody przeprowadzono zgodnie z
wymaganiami zawartymi w normie europej-
skiej PN-EN 482:2012.

Granicg wykrywalnosci (LOD) oraz grani-

ce oznaczalno$ci (LOQ) wyznaczono na pod-

stawie wynikow analizy trzech slepych prob.

Uzyskano nastgpujace dane walidacyjne:

1,8 + 3,6 ng/ml
(1,2 + 24 mg/m’
dla prébki po-
wietrza 7,5 1)

— zakres pomiarowy

— granica

wykrywalnosci, LOD 3,1 ng/ml
— granica

oznaczalnosci, LOQ 9,3 ng/ml
— calkowita precyzja

badania, V. 5,27%
— wzgledna niepewnos¢

catkowita 11,53%.
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PODSUMOWANIE

Przeprowadzone badania do§wiadczalne pozwo-
lity na ustalenie warunkdéw oznaczania bezwod-
nika octowego w powietrzu na stanowiskach
pracy w zakresie stezen 1,2 + 24 mg/m’ metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z
detektorem diodowym. Zastosowana kolumna
oktadecylowa Ultra C18 o dlugosci 250 mm i
fazy ruchomej: acetonitryl/woda/kwas ortofos-
forowy(V), 25: 75: 0,1 (v/v/v) umozliwia selek-
tywne oznaczanie pochodnej bezwodnika octo-
wego w obecnosci 3,4-dimetoksybenzyloaminy
i ftalanu dioktylu.

Filtry z wldkna szklanego z naniesiong

3.,4-dimetoksybenzyloaming i ftalanem diokty-
lu zapewnia ilosciowe wyodrebnienie bezwod-
nika octowego z badanego powietrza. Roztwor
amoniaku (0,02 mol/l) jest odpowiednim roz-
puszczalnikiem do ekstrakcji pochodnej bez-
wodnika octowego z filtrow.

Opracowana metoda oznaczania stezen bez-
wodnika octowego moze byé wykorzystywana
przez srodowiskowe laboratoria higieny pracy
do pomiaréw stezen tej substancji w powietrzu
na stanowiskach pracy, w celu oceny narazenia
pracownikéw i oceny ryzyka zawodowego

stwarzanego przez t¢ substancje.
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ZAEACZNIK

PROCEDURA ANALITYCZNA OZNACZANIA
BEZWODNIKA OCTOWEGO

1. Zakres procedury

W niniejszej procedurze podano metode ozna-
czania zawartoSci bezwodnika octowego (nr
CAS: 108-24-7) w powietrzu na stanowiskach
pracy z zastosowaniem wysokosprawnej chro-
matografii cieczowej z detektorem spektrofo-
tometrycznym. Metode stosuje si¢ podczas
kontroli warunkéw sanitarnohigienicznych.
Najmniejsze stezenie bezwodnika octowego,
jakie mozna oznaczy¢ w warunkach pobierania
probek powietrza i wykonywania oznaczania

opisanych w procedurze, wynosi 1,2 mg/m’.
2. Powotlania normatywne

PN-Z-04008-7 Ochrona czystosci powietrza —
Pobieranie probek — Zasady pobierania pro-
bek powietrza w §rodowisku pracy i interpreta-

cji wynikow.
3. Zasada metody

Metoda polega na: pobieraniu zawartego w
powietrzu bezwodnika octowego na filtr z
wiokna szklanego z naniesiong 3,4-dimetoksy-
benzyloaming i naniesionym ftalanem diokty-
lu, ekstrakcji utworzonej pochodnej roztwo-
rem amoniaku i analizie chromatograficznej

otrzymanego roztworu.

4. Odczynniki, roztwory i materialy

Do analizy, o ile nie zaznaczono inaczej, nale-
Zy stosowaé substancje o stopniu czystosci co

najmniej cz.d.a. oraz wode destylowang o
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czystosci do wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC), zwang w dalszej czesci
procedury woda.

Substancje stosowane w analizie nalezy
wazy¢ z doktadnoscig do 0,0002 g.

Czynnosci zwiazane z rozpuszczalnikami
organicznymi nalezy wykonywa¢ pod spraw-
nie dziatajacym wyciagiem laboratoryjnym.

Zuzyte roztwory i odczynniki nalezy gro-
madzi¢ w przeznaczonych do tego celu po-
jemnikach i przekazywaé do zakladoéw zajmu-

jacych sie ich utylizacja.

4.1. Acetonitryl

4.2. Amoniak — roztwor o stezeniu
0,02 mol/l

4.3. Bezwodnik octowy

4.4. 3,4-Dimetoksybenzyloamina

4.5. Ftalan dioktylu

4.6. Kwas ortofosforowy(V) — roztwor
0,1-procentowy (v/v)

4.7. Metanol

4.8. Roztwor wzorcowy podstawowy

bezwodnika octowego

Do zwazonej kolby miarowej o pojemnosci
10 ml odmierzy¢ 17 pl ( okolo 18 mg) bez-
wodnika octowego wg punktu 4.3., kolbeg
zwazy¢, uzupelni¢ do kreski acetonitrylem
wg punktu 4.1. i dokladnie wymieszaé. Za-
warto$¢ bezwodnika octowego w 1 ml tak przy-
gotowanego roztworu wynosi okoto 1,8 mg.

Roztwér nalezy przygotowa¢ bezposrednio

przed uzyciem.
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4.9. Roztwor pokrywajacy
Do kolby miarowej o pojemnosci 25 ml od-
mierzy¢ 0,36 ml (okoto 0,4 g) 3,4-dime-
toksybenzyloaminy i 0,4 ml (okolo 0,4 g)
ftalanu dioktylu wg punktu 5.5., doda¢ 16 ml
metanolu i doktadnie wymieszac.

Roztwér przechowywany w zamrazalniku
chlodziarki zachowuje trwalo$¢ przez trzy-
dziesci dni.

4.10. Filtry
Stosowac filtry z widkna szklanego o srednicy
37 mm. Na filtry nanosi¢ po 0,4 ml roztworu
pokrywajacego wg punktu 4.9., pozostawi¢ na
powietrzu przez 5 min, a nastepnie w eksyka-
torze przez okoto 12 h. Filtry umiesci¢ w
ciemnym naczyniu i szczelnie zamkna¢. Prze-
chowywaé¢ w zamrazalniku chlodziarki nie

dluzej niz trzydziesci dni.

5. Przyrzady pomiarowe i sprzet
pomocniczy

Stosowaé typowy sprzet laboratoryjny oraz
wymieniony nizej:

5.1. Chromatograf cieczowy
Chromatograf cieczowy wyposazony w detektor
spektrofotometryczny i elektroniczny integrator.

5.2. Kolumna chromatograficzna
Kolumna chromatograficzna umozliwiajaca
oznaczanie pochodnej bezwodnika octowego
w badanym powietrzu, np. kolumna o dtugo-
$ci 250 mm i $rednicy wewnetrznej 4,6 mm,
wypetniona zelem krzemionkowym modyfi-
kowanym grupa oktadecylowa, o uziarnieniu
5 pm z przedkolumna.

5.3. Filtry strzykawkowe
Filtry nylonowe o $rednicy 25 mm i wielkosci

porow 0,45 pm.

5.4. Laznia ultradzwiekowa
5.5. Kolby
Kolby stozkowe Erlenmayera o pojemnosci
25 ml wyposazone w korki.
5.6. Strzykawki do cieczy
Strzykawki do cieczy o pojemnosci 5 + 5000 pl.
5.7.

Pompa ssgca umozliwiajaca pobieranie pro-

Pompa ssaca

bek powietrza ze stalym strumieniem objgto-

$ci wg punktu 6.
6. Pobieranie préobek powietrza

Probki powietrza nalezy pobiera¢ zgodnie z
wymaganiami zawartymi w normie PN-Z-
-04008-7. W miejscu pobierania probek przez
dwa filtry umieszczone w oprawkach i pola-
czone szeregowo wg punktu 4.10. przepuscic¢
do 7,5 1 badanego powietrza ze stalym stru-
mieniem objetosci nie wigkszym niz 2,5 1/h.
Pobrane prébki przechowywane w zamra-
zalniku chlodziarki zachowuja trwalo$¢ co

najmniej siedem dni.
7. Warunki pracy chromatografu

Warunki pracy chromatografu nalezy tak do-
bra¢, aby uzyskaé¢ rozdzial pochodnej bez-
wodnika octowego od innych substancji wy-
stepujacych jednoczesnie w badanym powie-
trzu. W przypadku stosowania kolumny o pa-
rametrach podanych w punkcie 5.2. oznaczanie
mozna wykona¢ w nastepujacych warunkach:
— faza ruchoma: acetonitryl: kwas orto-
fosforowy(V)
— natezenie przeptywu strumienia
fazy ruchome;j
— dhugosc fali analitycznej detektora
spektrofotometrycznego

— objetosé probki.
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8. Sporzadzanie krzywej
WZorcowej

Na szes¢ filtrow wg punktu 4.10. umieszczo-
nych w kolbach stozkowych wg punktu 5.5.
nanie$¢ za pomocg strzykawek wg punktu 5.6
roztwor wzorcowy podstawowy bezwodnika
octowego wg punktu 4.8. kolejno: 5; 10; 20;
30; 50 i 100 pl. Filtry pozostawi¢ do wy-
schnigcia. Nastepnie doda¢ po 5 ml amoniaku
wg punktu 4.2., kolby zamkna¢ i umiesci¢ na
15 min w fazni ultradzwickowej. Nastgpnie
roztwér znad filtra przesaczyé za pomoca fil-
trow strzykawkowych wg punktu 5.3. W 1 ml
tak uzyskanych roztworéw zawiera si¢ odpo-
wiednio: 1,8; 3,6; 7,2; 10,8; 18 i 36 ug bez-
wodnika octowego. Tak uzyskane roztwory
bada¢ chromatograficznie w warunkach okre-
Slonych w punkcie 7. Z kazdego roztworu
wykonaé dwukrotny pomiar. Odczytaé po-
wierzchnie pikéw bezwodnika octowego wg
wskazan integratora i obliczy¢ $rednig arytme-
tyczng. Roznica miedzy wynikami a wartoscia
srednig nie powinna by¢ wieksza niz 5% war-
tosci sredniej. Nastepnie wykresli¢ krzywa
wzorcowa, odkladajac na osi odcietych steze-
nie bezwodnika octowego, w mikrogramach
na mililitr, a na osi rzednych — odpowiadajace
im $rednie powierzchnie pikow.

Dopuszcza si¢ automatyczne integrowanie

danych i sporzadzanie krzywej wzorcowej.

9. Wykonanie oznaczania

Po pobraniu probki powietrza przenies¢ filtry
do kolb wg punktu 5.5. Nastepnie doda¢ 5 ml

amoniaku wg punktu 4.2., kolby zamkna¢ i
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pozostawi¢ na 15 min w tazni ultradzwieko-
wej. Nastepnie przesaczy¢ roztwor znad filtra
za pomocy filtréw strzykawkowych wg punk-
tu 5.3. i bada¢ chromatograficznie w warun-
kach okre$lonych w punkcie 7. Wykonaé
dwukrotny pomiar. Odczyta¢ z uzyskanych
chromatograméw powierzchnie pikdéw po-
chodnej bezwodnika octowego wg wskazan
integratora i obliczy¢ $rednig arytmetyczna.
Rdznica migdzy wynikami a wartoscig Srednig
nie powinna by¢ wieksza niz 5% wartosci
sredniej. Stezenie bezwodnika octowego w
badanym roztworze odczyta¢ z wykresu
krzywej wzorcowej, w mikrogramach na mili-
litr.

10. Obliczanie wyniku oznaczania

Stezenie bezwodnika octowego (X) w bada-
nym powietrzu obliczy¢é w miligramach na

metr szescienny na podstawie wzoru:

5-(c1+c2)
V >

X =

w ktorym:

¢y — stezenie bezwodnika octowego w roz-
tworze znad pierwszego filtra odczy-
tane z krzywej wzorcowej, w mikro-
gramach na mililitr,

¢, — stezenie bezwodnika octowego w roz-
tworze znad drugiego filtra odczytane
z krzywej wzorcowej, w mikrogra-
mach na mililitr,

V — objetos¢ powietrza przepuszczonego
przez filtry, w litrach,

5 — calkowita objeto$¢ badanego roztwo-

ru, w mililitrach.



