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Streszczenie

2-Metylo-4,6-dinitrofenol (DNOC) jest zoéttym
cialem staltym. Substancja ta dziata: owadobdjczo,
grzybobojczo i chwastobojczo. Obecnie 2-mety-
lo-4,6-dinitrofenol jest stosowany gléwnie jako
inhibitor polimeryzacji oraz produkt posredni w
przemysle chemicznym. Jest substancja bardzo
toksycznag dla ludzi.

Celem pracy bylo opracowanie nowej metody
oznaczania stezeni 2-metylo-4,6-dinitrofenolu w
powietrzu na stanowiskach pracy w zakresie od
1/10 do 2 wartosci NDS zgodnie z wymaganiami
zawartymi w normie europejskiej PN-EN 482.
Badania wykonano, stosujac chromatograf cie-

czowy (HPLC) serii 1200 firmy Agilent Technolo-
gies z detektorem diodowym (DAD). Oznaczenia
prowadzono w uktadzie faz odwréconych (faza
ruchoma: metanol: roztwér kwasu octowego)
zzastosowaniemkolumny Ultra C18 (250 x 4,6 mm
odp=>5pm).

Opracowana metoda oznaczania 2-metylo-4,6-di-
nitrofenolu polega na przepuszczeniu badanego
powietrza przez rurke szklana wypelniong zZe-
lem krzemionkowym. Prébki desorbowano me-
tanolem i poddano analizie chromatograficznej
(HPLC-DAD). Na podstawie wynikéw badan
ustalono warunki oznaczania 2-metylo-4,6-di-
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nitrofenolu w powietrzu na stanowiskach pracy
w zakresie stezerr 0,005 + 0,1 mg/m3. Walidacje
metody przeprowadzono zgodnie z wymagania-
mi zawartymi w normie europejskiej PN-EN 482.
Uzyskano nastepujace dane walidacyjne:

—  zakres
pomiarowy 0,005+0,1 mg/m?
-  granica
wykrywalnoéci, LOD 1,55 ng/ml
-  granica
oznaczalnosci, LOQ 4,66 ng/ml,
—  catkowita
precyzja badania 5,24 %,
-  wzgledna niepewnos¢
catkowita 11,5 %.

Opracowana metoda analityczna umozliwia
selektywne oznaczanie 2-metylo-4,6-dinitrofeno-
lu w powietrzu na stanowiskach pracy w zakre-
sie stezert od 0,005 mg/m? (1/10 wartosci NDS)
w obecnosci substancji wspétwystepujacych - fe-
noli i krezoli. Metoda charakteryzuje sie dobra
precyzja i dokladnosécia, spetnia wymagania za-
warte w normie europejskiej PN-EN 482 dla pro-
cedur dotyczacych oznaczania czynnikéw che-
micznych.

Opracowana metoda oznaczania 2-metylo-4,6-di-
nitrofenolu w powietrzu na stanowiskach pracy
zostala zapisana w postaci procedury analitycz-
nej, ktérg zamieszczono w zalaczniku.

Summary

2-Methyl-4,6-dinitrophenol (DNOC) is a yellow
crystalline solid. It has insecticidal, fungicidal
and herbicidal properties. Nowadays, DNOC
is used as a polymerization inhibitor and as an
intermediate in the chemical industry. It is
extremely toxic to humans.

The aim of this study was to develop a new
method for determining DNOC concentrations in
workplace air in the range from 1/10 to 2 MAC
values in accordance with the requirements of
Standard No. EN 482.

The study was performed using a liquid
chromatograph (Agilent Technologies series
1200) with a diode array detector (DAD). The
determination was performed in the reverse-
phase system (mobile phase: methanol: solution
of acetic acid) using an Ultra C18 column (250 x
4.6 mm with dp =5 pm).

The method was based on passing air through

a silica gel tube. Samples were desorbed with
methanol and analyzed with HPLC-DAD. The
procedure was validated according to Standard
No. EN 482. The measuring range was 0.005 +
0,1 mg/m?® the limit of detection (LOD) was
1.55 ng/ml, the limit of quantification (LOQ) was
4.66 ng/ml, the overall accuracy of the method
was 5.24% and the relative total uncertainty of the
method was 11.5%.

The analytical method described in this paper
makes it possible to selectively determine DNOC
in workplace air in the presence of phenols and
cresols at concentrations from 0.005 mg/m? (1/10
MAC value). The method is precise, accurate and
it meets the criteria for proce-dures for measuring
chemical agents listed in Standard No. EN 482.
The developed method of determining DNOC
has been recorded as an analytical procedure (see
appendix).

WPROWADZENIE

2-Metylo-4,6-dinitrofenol (DNOC), znany jako
dinitro-o-krezol, jest niepalnym ciatem statym
o z6ltej barwie i charakterystycznym zapachu.
2-Metylo-4,6-dinitrofenol jest substancjg sta-
bo rozpuszczalng w wodzie. Dobrze natomiast
rozpuszcza si¢ w: metanolu, eterze dietylowym,
acetonie, kwasie octowym, benzenie i chlorofor-
mie. 2-Metylo-4,6-dinitrofenol jest otrzymywa-
ny w wyniku nitrowania krezolu w obecnosci lo-
dowatego kwasu octowego (CHEMPYL 2015;
GESTIS 2015; Montgomery 1997, SCOEL
2004).

2-Metylo-4,6-dinitrofenol dziata: owado-
bojczo, roztoczobodjczo, grzybobdjczo oraz
chwastobdjczo. Jest skutecznym insektycydem
wobec szaranczy i innych owadow, a takze
selektywnym herbicydem w uprawie: zboz,
chmielu, winorosli i owocow. 2-Metylo-4,6-
-dinitrofenol znajduje si¢ w wykazie substancji
biologicznie czynnych wchodzacych w sktad
srodkow ochrony roslin, ktorych stosowanie w
Polsce jest zabronione (rozporzadzenie ministra
rolnictwa i rozwoju wsi z dnia 13.01.2004 r.).

2-Metylo-4,6-dinitrofenol jest stosowany takze
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jako inhibitor polimeryzacji oraz produkt posred-
ni w przemysle chemicznym. Jest rowniez §rod-
kiem wspomagajacym odchudzanie (SCOEL
2004; WHO 2000).
2-Metylo-4,6-dinitrofenol
drazniaca i bardzo toksyczna o dzialaniu ogdl-

to  substancja

noustrojowym — szczeg6lnie dla uktadu odde-
chowego i nerwowego, a takze watroby i nerek
(CHEMPYL 2015). Substancja kumuluje si¢
W organizmie, przy czym wydalanie nastepuje

Tabela 1.

bardzo powoli. Powoduje to przyspieszenie prze-
mian tlenowych oraz wydzielanie ciepta przez
organizm. 2-Metylo-4,6-dinitrofenol wywotu-
je: tachykardie, methemoglobinemig i $piacz-
ke (Mikotajczak 2007). Zharmonizowang kla-
syfikacje 2-metylo-4,6-dinitrofenolu, zgodnie
z rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego
i Rady (WE) nr 1272/2008 z dnia 16.12.2008 r.,
przedstawiono w tabeli 1.

Zharmonizowana klasyfikacja 2-metylo4,6-dinitrofenolu (DNOC) zgodnie z rozporzadzeniem

Parlamentu Europejskiego i Rady nr 1272/2008

Klasa zagrozenia i kody kategorii

Kody zwrotow wskazujacych rodzaj zagrozenia

Muta. 2 — dzialanie mutagenne na komorki rozrodcze,
kategoria zagrozen 2.

Acute Tox. 2* — toksyczno$¢ ostra (wdychanie),

kategoria zagrozen 2.

Acute Tox. 1 —toksyczno$¢ ostra (skornie),

kategoria zagrozen 1.

Acute Tox. 2* — toksyczno$¢ ostra (doustnie),

kategoria zagrozen 2.

Skin Irrit. 2 — dziatanie drazniace na skore,

kategoria zagrozen 2.

Eye Dam. 1 —ryzyko powaznego uszkodzenia oczu,
kategoria zagrozen 1.

Skin Sens. 1 — dziatanie uczulajace na skore,

kategoria zagrozen 1.

Aquatic Acute 1 — ostre zagrozenie dla sSrodowiska wodnego,
kategoria zagrozen 1.

Aquatic Chronic 1 — przewlekte zagrozenie dla srodowiska wodnego,
kategoria zagrozen 1.

H341 — podejrzewa si¢, ze powoduje wady genetyczne
H330 — wdychanie grozi $miercia

H310 — grozi $miercig w kontakcie ze skora

H300 — polknigcie grozi $miercia

H315 — dziala drazniagco na skore

H318 — powoduje powazne uszkodzenie oczu

H317 — moze powodowac reakcj¢ alergiczng skory
H400 — dziata bardzo toksycznie na organizmy wodne

H410 — dziata bardzo toksycznie na organizmy wodne,
powodujac dtugotrwate zmiany

Objasnienia:
* — minimum klasyfikacji dla danej kategorii.

Obowigzujaca w Polsce warto§¢ najwyz-
szego dopuszczalnego stgzenia (NDS) wynosi
dla 2-metylo-4,6-dinitrofenolu — 0,05 mg/m?,
awarto$¢ najwyzszego dopuszczalnego stezenia
chwilowego (NDSCh) — 0,4 mg/m? (DzU 2014,
poz. 817).

W Polsce zawarto$¢ 2-metylo-4,6-dinitro-
fenolu w powietrzu byla oznaczana metoda
spektrofotometrii absorpcyjnej w nadfiole-
cie (Kijenska 1987; PN-Z-04169-02:1986).
Metoda polega na jednoczesnym pobraniu pytu
i par 2-metylo-4,6-dinitrofenolu z powietrza
na saczek wiokninowy, polaczony z phluczka

betkotkowa wypetniong roztworem wodoro-
tlenku sodu. Po pobraniu probek powietrza
2-metylo-4,6-dinitrofenol z saczka wldokni-
nowego ekstrahowano roztworem z phluczki
i uzyskano w ten sposob sol sodowa 2-mety-
lo-4,6-dinitrofenolu, ktérej absorbancje mie-
rzono przy dtugosci fali analitycznej A=370 nm.
Metoda umozliwia oznaczanie 0,03 mg
2-metylo-4,6-dinitrofenolu w 1 m?® powietrza.
W wyniku przeprowadzonego przegladu norm
przez Komitet Techniczny (nr 159 PKN — Polski
Komitet Normalizacyjny) norma PN-Z-04169-02:
1986 zostata wycofana ze zbioru norm polskich.
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W metodzie wg NIOSH probki powietrza
zawierajace 2-metylo-4,6-dinitrofenol prze-
puszczano przez filtr celulozowy potaczony
z phluczka szklana wypekniona glikolem ety-
lenowym (NIOSH 1984). Po pobraniu probki
powietrza filtr przenoszono do ptuczki i do-
dawano propan-2-ol. 2-Metylo-4,6-dinitrofe-
nol w tak uzyskanym roztworze oznaczano
chromatograficznie (HPLC) przy dhugosci fali
analitycznej detektora spektrofotometrycznego

A =254 nm. Zakres pomiarowy tej metody wy-
nosi 0,07 + 0,62 mg/m® dla probki powietrza
180 1.

Celem pracy bylo opracowanie takiej me-
tody oznaczania 2-metylo-4,6-dinitrofenolu,
ktora umozliwi pobieranie probek w powietrzu
na stanowiskach pracy metoda dozymetrii in-
dywidualnej i oznaczanie stezen tej substancji
w zakresie od 1/10 do 2 warto$ci NDS, czyli od
0,005 + 0,1 mg/m?>.

CZESC DOSWIADCZALNA

Aparatura

W badaniach zastosowano chromatograf cie-
czowy firmy Agilent Technologies (Niemcy)
seria 1200 z detektorem diodowym (DAD).
Probki wprowadzano za pomocg automatycz-
nego podajnika probek G2258-90010 (Agi-
lent Technologies). Do sterowania procesem
oznaczania i zbierania danych zastosowano
oprogramowanie ChemStation. W badaniu za-
stosowano kolumne chromatograficzna Ultra
C18 o wymiarach: 250 x 4,6 mm o dp =5 pm,
z przedkolumna o wymiarach: 10 x 4,0 mm
(Restek, USA).

Do pobierania probek powietrza pod katem
oznaczania 2-metylo-4,6-dinitrofenolu wyko-
rzystano aspiratory typu Gilian LFS-113 (Sen-
sidyne, USA) o zakresie pracy 1 + 350 ml/min
(0,06 + 21 1/h). Do przeprowadzenia desorpcji
analitbw z sorbentow korzystano z wytrza-
sarki mechanicznej WL-2000 (JW Electronic,
Polska). Wzorce odwazano na wadze anali-
tycznej Sartorius TE214S (Sartorius Corpora-
tion, USA). Probki przechowywano w eksy-
katorze szatkowym serii EKS (WSL, Polska).

Roztwory przechowywano w chtodziarko-za-
mrazarce ARDO CO23B-2H (Merloni, Polska).

Odczynniki i materialy

W badaniach wykorzystano: 2-metylo-4,6-di-
nitrofenol, 2-metylofenol (o-krezol), 3-metylo-
fenol (m-krezol), 4-metylofenol (p-krezol), fe-
nol (Sigma-Aldrich, Niemcy), metanol (Merck,
Niemcy), kwas octowy (Riedel-de Haén,
Niemcy), Phenol-Mix 5 — 2500 ug w 1 ml
acetonitrylu (Dr. Ehrenstorfer, Niemcy). Do ba-
dan stosowano wode wysokiej czystosci uzy-
skang z aparatu Milli-Q (Millipore, USA). Po-
nadto stosowano: rurki adsorpcyjne zawierajace
od strony wlotu powietrza widkno i filtr z wtok-
na szklanego oraz dwie warstwy (400/200 mg)
zelu krzemionkowego nr kat. 226-10-03 (SKC
Inc., USA) do pobierania probek powietrza,
a takze naczynka do desorpcji o pojemnosci
okoto 3 ml z nakretkami i uszczelkami siliko-
nowymi (wyposazone w zawor umozliwiajacy
pobranie roztworu bez ich otwierania), szklo
laboratoryjne oraz strzykawki do cieczy.
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WYNIKI BADAN I ICH OMOWIENIE

Warunki oznaczania chromatograficznego

Do oznaczania 2-metylo-4,6-dinitrofenolu (DNOC)
stosowano kolumne z faza oktadecylowa Ul-
tra C18 o dtugosci 25 cm, $rednicy wewngtrz-
nej 4,6 mm i o uziarnieniu 5 pm, a jako fazg
ruchomg: metanol i kwas octowy (roztwor
0,1-procentowy) w stosunku objetosciowym
75: 25. Natgzenie przeptywu fazy ruchomej
wynosito 1 ml/min. Do kolumny chromato-
grafu wprowadzano prébke o objetosci 20 pl.
Do detekcji wykorzystano detektor DAD, mie-
rzacy absorbancje przy dtugosci fali analitycz-

nej — 266 nm.

W opisanych warunkach 2-metylo-4,6-di-
nitrofenol moze by¢ oznaczany w obecnosci:
metanolu, kwasu octowego, fenolu, o-, m i p-
-krezolu, 2-chlorofenolu, 2-bromofenolu, 4-chlo-
ro-3-metylofenolu, 2,4-dichlorofenolu, 2.4-di-
metylofenolu, 2,4-dinitrofenolu, 2-nitrofenolu,
4-nitrofenolu, pentachlorofenolu, 2,3,4,6-tetra-
chlorofenolu 1 2,4,6-trichlorofenolu. Chroma-
togram roztworu wzorcowego 2-metylo-4,6-
-dinitrofenolu w obecnosci fenolu i krezoli
przedstawiono na rysunku 1.
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Rys. 1. Chromatogram roztworu wzorcowego 2-metylo-4,6-dinitrofenolu (DNOC) w obecnosci sub-
stancji wspétwystepujacych. Kolumna Ultra C18, detektor DAD (A =266 nm): 1) fenol, 2) p-i m-krezol,

3) o-krezol, 4) 2-metylo-4,6-dinitrofenol

Chromatogram certyfikowanego wzorca fenoli
Phenol-Mix 5 (Dr. Ehrenstorfer), zawierajacego
oprocz 2-metylo-4,6-dinitrofenolu: fenol, p-, m-,
o-krezol, 2-chlorofenol, 2-bromofenol, 4-chloro-

-3-metylofenol, 2,4-dichlorofenol, 2,4-dimety-
lofenol, 2,4-dinitrofenol, 2-nitrofenol, 4-nitrofe-
nol, pentachlorofenol, 2,3,4,6-tetrachlorofenol i
2,4,6-trichlorofenol, przedstawiono na rysunku 2.
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Rys. 2. Chromatogram certyfikowanego wzorca fenoli - Phenol-Mix 5 (Dr. Ehrenstorfer) zawierajacego oprocz
2-metylo-4,6-dinitrofenolu (DNOC): fenol, p-, m-, o-krezol, 2-chlorofenol, 2-bromofenol, 4-chloro-3-metylofenol,
24-dichlorofenol, 2,4-dimetylofenol, 24-dinitrofenol, 2-nitrofenol, 4-nitrofenol, pentachlorofenol, 2,34 6-tetra-

chlorofenol, 2,4,6-trichlorofenol. Kolumna Ultra C18, detektor DAD (A = 266 nm)
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Pobieranie probek powietrza

Do pobierania probek powietrza pod katem
oznaczania 2-metylo-4,6-dinitrofenolu (DNOC)
wytypowano dostepne w handlu rurki pochta-
niajace zawierajace filtr z widkna szklanego
1 dwie warstwy (400/200 mg) zelu krzemionko-
wego. W celu ustalenia warunkoéw pobierania
probek powietrza na filtr znajdujacy sie przed
pierwsza warstwa zelu krzemionkowego wpro-
wadzano po 51 10 pl 2-metylo-4,6-dinitrofeno-
lu w metanolu o stezeniu 3 mg/ml. Po odparo-
waniu metanolu przez rurki przepuszczano 60 1

Tabela 2.

powietrza ze stalym strumieniem objetosci 20
i 10 I/h. Nastepnie przeprowadzono desorpcje
2-metylo-4,6-dinitrofenolu z filtra — oddziel-
nie z pierwszej i drugiej warstwy zelu — za po-
mocg 2 ml metanolu. Tak uzyskane roztwory
oznaczano chromatograficznie w warunkach
opisanych wczesniej. Przeprowadzone badania
wskazuja, ze rurka pochfaniajaca zawierajaca
filtr i dwie warstwy zelu krzemionkowego za-
pewnia ilosciowe wyodrebnienie 2-metylo-4,6-
-dinitrofenolu z powietrza. Przyktadowe wyniki
badan przedstawiono w tabeli 2.

Przykladowe wyniki adsorpcji 2-metylo4,6-dinitrofenolu (DNOC) na filtrze z wi6kna szklanego i zelu
krzemionkowym. Kolumna Ultra C18, detektor DAD

bliz Powierzchnia pikow
Strumiet objetosei il 2-metylo-4,6-dinitrofenolu w roztworach
. Czas stezenie .
pochtanianego .. .. po desorpcji
owietrza. Uh pochtaniania, h substancji
p 2 W powietrzu, mg/m? filr I warstwa II warstwa
zelu zelu
20 3 0,25 307,55 224,95 brak piku
20 3 0,5 666,9 4219 brak piku
10 6 0,25 307,75 186,15 brak piku
10 6 0,5 495,7 4550 brak piku

Badania stopnia desorpcji

Badanie stopnia desorpcji  2-metylo-4,6-di-
nitrofenolu (DNOC) z filtra i zelu krzemion-
kowego przeprowadzano w nastepujacy spo-
sob: na filtry szesciu rurek pochtaniajgcych,
umieszczone przed 400 mg warstwa wegla ak-
tywnego, nanoszono w trakcie pobierania pro-
bek powietrza odpowiednio po: 1; 10 1 20 ul
(razem osiemna$cie rurek) roztworu 2-mety-
lo-4,6-dinitrofenolu w metanolu o stezeniu
0,3 mg/ml, co odpowiadato: 0,3; 316 ug 2-me-
tylo-4,6-dinitrofenolu. Przez rurki przepusz-
czano 60 | powietrza ze strumieniem obj¢tosci
10 1/h. Nastepnie przeprowadzono desorpcje

2-metylo-4,6-dinitrofenolu (2 ml metanolu)
z filtra — oddzielnie z pierwszej warstwy zelu
1 drugiej warstwy zabezpieczajacej. Roztwory
uzyskane po desorpcji oznaczano chromato-
graficzne. Wykonano takze oznaczanie 2-me-
tylo-4,6-dinitrofenolu w roztworach porow-
nawczych wykonanych w identyczny sposob,
ale bez sorbentow.

Wyniki badan wskazujg na to, ze metanol jest
odpowiedni do desorpcji 2-metylo-4,6-dinitro-
fenolu z zastosowanych sorbentéw. Srednia
wydajnos¢ desorpcji 2-metylo-4,6-dinitrofeno-
lu z filtra i Zzelu krzemionkowego wynosi 102%.
Wyniki badan przedstawiono na rysunku 3.
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Rys. 3. Wydajnos¢ desorpcji uzyskana po naniesieniu: 0,3; 3 i 6 pg 2-metylo-4,6-dinitrofenolu (DNOC) na filtr
znajdujacy sie przed pierwsza (400 mg) warstwa zelu krzemionkowego w rurce pochtaniajgcej, przepuszczeniu
60 1 powietrza i desorpcji metanolem. Odchylenie standardowe (11 = 6) wyrazone w procentach (wspétczynnik

zmiennosci)
Kalibracja i precyzja

Oznaczanie kalibracyjne wykonano dla sze-
sciu roztworéw wzorcowych 2-metylo-4,6-
-dinitrofenolu (DNOC) w metanolu. Zakres
stezen tych roztworo6w wzorcowych wynosit
0,15 = 3 pg/ml. Sporzadzono trzy serie roz-
tworow kalibracyjnych, ktére poddano ana-
lizie chromatograficznej. Do chromatografu
wprowadzono po 20 ul roztwordéw wzorco-
wych o wzrastajacych stezeniach. Nastgpnie

sporzagdzono wykres zaleznosci $redniej po-
wierzchni  pikow  2-metylo-4,6-dinitrofeno-
lu od jego stezen w roztworach wzorcowych
(rys. 4.). Wspoélczynnik nachylenia ,,b” krzy-
wej kalibracji o rownaniu y = bx + a cha-
rakteryzujacy czutos¢ metody wynosi 67,95.
Liniowo$¢ krzywej wzorcowej jest charaktery-
zowana wartoscig wspolczynnika korelacji R,

ktory wynosi 1.

200 - A
- y=67,955x - 0,2392 1
2 R=1
: pEcE
5 100 —A
2 Sl
="
L 50
g p
0 _‘4/
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Stezenie DNOC, pg/ml

Rys. 4. Wykres zaleznosci powierzchni pikéw od stezenia 2-metylo-4,6-dinitrofenolu (DNOC) w metanolu.

Kolumna Ultra C18, detektor DAD
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Precyzje oznaczen kalibracyjnych wyzna-
czono na podstawie trzech serii po osiem
roztworow roboczych o stezeniach kolej-
no: 0,15 (I seria); 1,5 (II seria) i 3 pg/ml
(II seria). Po wykonaniu analizy chromato-
graficznej dla kazdej serii obliczono odchyle-
nie standardowe i wspoétczynnik zmiennoSci.
Wspolczynniki zmiennos$ci dla kolejnych po-
ziomow stezenia wyniosly odpowiednio: 1,99;
1,161 1,41%.

Badanie trwalosci probek

Trwalo$¢ pobranych probek powietrza, w za-
leznosci od czasu ich przechowywania, bada-

Tabela 3.

no w nastgpujacy sposob: na filtr umieszczony
w rurce pochlaniajacej nanoszono po 5 pl roz-
tworu 2-metylo-4,6-dinitrofenolu (DNOC) w
metanolu o stgzeniu 0,6 mg/ml. Probki (dwie
sztuki) analizowano natychmiast po przepusz-
czeniu 60 1 powietrza oraz po: trzech, pigciu
i siedmiu dniach przechowywania w chtodziar-
ce (412 °C) i w laboratorium (23+2 °C). Przy-
ktadowe wyniki badan trwatosci probek prze-
chowywanych w laboratorium i w chtodziarce
przestawiono w tabeli 3.

Uzyskane wyniki badan wskazuja, ze probki
sg trwate co najmniej siedem dni bez wzgledu
na sposob ich przechowywania.

Badanie trwatosci probek powietrza zawierajacych 3 pg 2-metylo-4,6-dinitrofenolu (DNOC) przechowy-
wanych w chlodziarce i w laboratorium (eksykator). HPLC-DAD, kolumna Ultra C18

Nmt}er przechgxzx;a;wania, Miejsce _ Sredlﬂe pol_a : Srednia Odchylenie Wspélczyqnik
rurki liczba dni przechowywania | powierzchni pikow standardowe zmiennosci, %
1 0 laboratorium 114,50 115,15 0,92 0,80
2 115,80
1 3 laboratorium 114,85 113,75 1,56 1,37
2 112,65
1 3 chtodziarka 116,10 113,30 3,96 3,49
2 110,50
1 5 laboratorium 117,50 116,40 1,56 1,34
2 115,30
1 5 chtodziarka 116,2 115,25 1,34 1,17
2 114,30
1 7 laboratorium 112,6 114,25 2,33 2,04
2 115,9
1 7 chtodziarka 117,3 116,90 0,57 0,48
2 116,5
Walidacja Na podstawie przeprowadzonych badan

Granice wykrywalno$ci (LOD) oraz gra-
nice oznaczalno$ci (LOQ) wyznaczono na
podstawie wynikow analiz (dziesie¢ nie-
zaleznych  pomiaréw  powierzchni  piku
0 czasie retencji 2-metylo-4,6-dinitrofenolu)
uzyskanych z trzech niezaleznie przygotowa-

nych §lepych prob.

uzyskano nastepujace dane walidacyjne:

— granica

wykrywalnos$ci, LOD 1,55 ng/ml
—  granica oznaczalno$ci, LOQ 4,66 ng/ml
— catkowita precyzja

badania,V’, 5,24%
— wzgledna niepewnos¢

calkowita 11,5%.
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PODSUMOWANIE

Na podstawie przeprowadzonych badan opraco-
wano nowa metode oznaczania 2-metylo-4,6-di-
nitrofenolu w powietrzu na stanowiskach pracy
w zakresie stezen 0,005 + 0,1 mg/m°.

Metoda polega na: zatrzymaniu obecnego
w badanym powietrzu 2-metylo-4,6-dinitrofe-
nolu na filtrze z wtokna szklanego i zelu krze-
mionkowym, desorpcji metanolem i analizie
chromatograficznej (HPLC-DAD) otrzymanego
roztworu. Zastosowana kolumna oktadecylowa
Ultra C18 o dtugosci 250 mm umozliwia selek-
tywne oznaczanie 2-metylo-4,6-dinitrofenolu
w obecno$ci: metanolu, kwasu octowego, feno-
lu, 2-metylofenolu (o- krezolu), 3-metylofenolu
(m-krezolu), 4-metylofenolu (p-krezolu), 2-bro-
mofenolu, 4-chloro-3-metylofenolu, 2-chloro-
fenolu, 2,4-dichlorofenolu, 2,4-dimetylofenolu,
2,4-dinitrofenolu, 2- i 4-nitrofenolu, pentachlo-
rofenolu, 2,3.4,6-tetrachlorofenolu 1 2.4,6-tri-
chlorofenolu.

Rurki pochtaniajace, zawierajace filtr z wiok-
na szklanego i dwie warstwy (400/200 mg) zelu

krzemionkowego, zapewniajg iloSciowe wyod-
rebnienie 2-metylo-4,6-dinitrofenolu z badane-
g0 powietrza i umozliwiaja pobieranie probek
powietrza zawierajacego 2-metylo-4,6-dinitro-
fenol zgodnie z zasadami dozymetrii indywidu-
alne;j.

Walidacj¢ opracowanej metody wykonano
zgodnie z wymaganiami zawartymi w normie
europejskiej PN-EN 482,

Uzyskano dobre parametry walidacji:

— precyzja catkowita metody  5,24%
— wzgledna niepewnos¢
calkowita 11,5%.

Opisana metoda umozliwia oznaczanie ba-
danej substancji na poziomie 1/10 wartosci naj-
wyzszego dopuszczalnego stg¢zenia i moze by¢
wykorzystana do oceny narazenia zawodowego.

Opracowang metode oznaczania 2-mety-
lo-4,6-dinitrofenolu w powietrzu na stanowi-
skach pracy zapisano w formie procedury anali-
tycznej, ktoérg zamieszczono w zalaczniku.
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ZALACZNIK

PROCEDURA ANALITYCZNA OZNACZANIA
2-METYLO-4,6-DINITROFENOLU
W POWIETRZU NA STANOWISKACH PRACY

1. Zakres stosowania metody

W niniejszej procedurze podano metode ozna-
czania zawartosci 2-metylo-4,6-dinitrofenolu
(nr CAS: 1534-52-1) w powietrzu na stanowi-
skach pracy z zastosowaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z detektorem diodo-
wym. Metode stosuje si¢ podczas kontroli wa-
runkow sanitarnohigienicznych.

Najmniejsze stezenie 2-metylo-4,6-dinitro-
fenolu, jakie mozna oznaczy¢ w warunkach
pobierania probek powietrza i wykonania
oznaczania opisanych w procedurze, wynosi
0,005 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: zatrzymaniu obecnego
w badanym powietrzu 2-metylo-4,6-dinitrofe-
nolu na filtrze z wtokna szklanego i zelu krze-
mionkowym, desorpcji metanolem i analizie
chromatograficznej otrzymanego roztworu.

4. Odczynniki, roztwory i materiaty

Do analizy, o ile nie zaznaczono inaczej, nale-
zy stosowaé substancje o stopniu czystosci co
najmniej cz.d.a.

Substancje stosowane w analizie nalezy wa-
zy¢ z doktadnoscia do 0,0002 g.

Czynnos$ci zwigzane z rozpuszczalnikami
organicznymi nalezy wykonywa¢ pod spraw-

nie dziatajacym wyciaggiem laboratoryjnym.

Pozostate po analizie roztwory odczynni-
kéw 1 wzorcow nalezy gromadzi¢ w przezna-
czonych do tego celu pojemnikach i przekazy-
wac do zaktadow zajmujacych si¢ utylizacja.

4.1. Metanol

4.2. 2-Metylo-4,6-dinitrofenol

4.3. Kwas octowy — roztwor o utamku ob-
jetosciowym 0,1%
4.4. Roztwor

2-metylo-4,6-dinitrofenolu

wzorcowy podstawowy

Do zwazonej kolby miarowej o pojemnosci
100 ml nalezy odwazy¢ 30 mg 2-metylo-4,6-di-
nitrofenolu wg punktu 4.2., uzupehié¢ do kreski
metanolem wg punktu 4.1. i doktadnie wymie-
sza¢. Stezenie 2-metylo-4,6-dinitrofenolu w tak
przygotowanym roztworze wynosi 0,3 mg/ml.

4.5. Roztwor wzorcowy posredni
Do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml od-
mierzy¢ 1 ml roztworu wzorcowego podsta-
wowego wg punktu 4.4. i uzupeic do kreski
metanolem wg punktu 4.1. SteZzenie 2-mety-
lo-4,6-dinitrofenolu w tak przygotowanym
roztworze wynosi 0,03 mg/ml.

4.6. Roztwory wzorcowe robocze
Do szesciu kolb miarowych o pojemnosci 2 ml
odmierzy¢ kolejno: 10; 20; 40; 50; 100 1 200 pl
roztworu wzorcowego posredniego wg punktu
4.5., uzupetni¢ do kreski metanolem wg punk-
tu 4.1. i wymiesza¢. Zawarto$¢ 2-metylo-4,6-
-dinitrofenolu w 1 ml tak przygotowanych roz-
tworéw wynosi odpowiednio: 0,15; 0,3; 0,6;
0,75; 1,513 pg.

Roztwory przechowywane w chlodziarce
zachowujag trwato$¢ co najmniej przez siedem
dni.

4.7. Rurki pochtaniajace
Stosowac dostepne w handlu rurki szklane za-
wierajace filtr z wtokna szklanego oraz dwie
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warstwy zelu krzemionkowego (400 i 200 mg,
rozdzielone i ograniczone wtoknem szklanym).
Jezeli w rurce pochlaniajacej przed filtrem znaj-
duje si¢ dodatkowo widkno szklane (od strony
wlotu powietrza), nalezy je usuna¢ przed po-
bieraniem probek powietrza. Kazda uzywanag
partie rurek nalezy zbada¢ wg punktu 10.

5. Przyrzady pomiarowe
i sprzet pomocniczy

Stosowac typowy sprzet laboratoryjny oraz
wymieniony nizej:
5.1. Chromatograf cieczowy
Chromatograf cieczowy z detektorem diodo-
wym, umozliwiajacy wykonanie oznaczen
przy dlugosci fali 266 nm.
5.2. Kolumna chromatograficzna
Kolumna chromatograficzna umozliwiajaca
oznaczanie 2-metylo-4,6-dinitrofenolu w obec-
no$ci innych substancji wystepujacych jedno-
czesnie w badanym powietrzu, np.: kolumna o
dtugosci250 mmisrednicy wewnetrznej 4,6 mm
wypelniona fazg oktadecylowa o uziarnieniu 5 pm.
5.3. Strzykawki do cieczy
Strzykawki do cieczy o pojemnosci 10 + 2,5 ml.
5.4. Naczynka do desorpcji
Naczynka szklane do desorpcji o pojemnosci
okoto 3 ml z nakretkami i uszczelkami siliko-
nowymi, wyposazone w zawory umozliwiajace
pobieranie roztworu bez otwierania naczynek.
5.5. Pompa ssaca
Pompa ssaca umozliwiajaca pobieranie probek
powietrza ze stalym strumieniem objetosci wg
punktu 6.

6. Pobieranie probek powietrza

Probki powietrza nalezy pobiera¢ zgodnie
z wymaganiami zawartymi w normie PN-Z-
-04008-7. W miejscu pobierania probek przez
rurke pochtaniajacg wg punktu 4.7. przepuscic¢
do 60 1 badanego powietrza ze stalym strumie-
niem objetosci nie wickszym niz 20 1/h.
Pobrane probki zachowuja trwalos¢ co naj-

mniej przez siedem dni.
7. Warunki pracy chromatografu

Warunki pracy chromatografu nalezy tak do-
bra¢, aby uzyskac rozdziat 2-metylo-4,6-dini-
trofenolu od innych substancji wystepujacych
jednoczesnie w badanym powietrzu. W przy-
padku stosowania kolumny o parametrach po-
danych w punkcie 5.2., oznaczanie mozna wy-
kona¢ w nastgpujacych warunkach:
— faza ruchoma:
metanol: kwas octowy

(wg punktu 4.3.) 75: 25
— natgzenie przeptywu

strumienia fazy ruchomej 1 ml/min
—  dhugosc¢ fali analityczne;j

detektora diodowego 266 nm
— objetos¢ dozowanej probki 20 pl.

8. Sporzadzanie krzywej wzorcowej

Do chromatografu wprowadzi¢ po 20 pl roz-
tworow wzorcowych roboczych 2-metylo-4,6-
-dinitrofenolu wg punktu 4.6. Z kazdego roz-
tworu wzorcowego nalezy wykona¢ dwukrotny
pomiar. Odczyta¢ powierzchnie pikow wedhug
wskazan integratora i obliczy¢ §rednig arytme-
tyczng. Roznica migdzy wynikami a wartosScia
$rednig nie powinna by¢ wieksza niz 5% warto-
$ci sredniej. Nastgpnie wykresli¢ krzywa wzor-
cowa, odktadajac na osi odcigtych stezenie
2-metylo-4,6-dinitrofenolu w mikrogramach
na mililitr, a na osi rzgdnych — odpowiadajace
im $rednie powierzchnie pikow.

Dopuszcza si¢ automatyczne integrowanie
danych i sporzadzanie krzywej wzorcowe;j.

9. Wykonanie oznaczania

Po pobraniu probki powietrza przesypa¢ od-
dzielnie kazdg warstwe zelu krzemionkowego
z rurki pochlaniajacej do naczynek wg punktu
5.4., dodajac do dluzszej warstwy zelu takze
filtr z widkna szklanego znajdujacy sie¢ przed
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ta warstwg. Nastgpnie dodaé strzykawka wg
punktu 5.3. po 2 ml metanolu wg punktu 4.1.,
naczynka szczelnie zamknaé i pozostawi¢ na
30 min, intensywnie wstrzasajac co pewien
czas ich zawarto$cig. Nastepnie pobraé¢ po 20 ul
roztworu znad zelu i1 bada¢ chromatograficz-
nie w warunkach okreslonych w punkcie 7.
Z kazdego roztworu nalezy wykona¢ dwukrot-
ny pomiar. Odczyta¢ z uzyskanych chromato-
gramow powierzchnie pikow 2-metylo-4,6-di-
nitrofenolu wg wskazan integratora i obliczy¢
$rednig arytmetyczng. Roznica migdzy wy-
nikami nie powinna by¢ wicksza niz £5% tej
wartosci. Z krzywych wzorcowych odczytaé
zawarto$¢ oznaczanej substancji w 1 ml bada-
nego roztworu.

W taki sam sposéb wykona¢ oznaczanie
2-metylo-4,6-dinitrofenolu w roztworze znad
krétszej warstwy zelu. Ilo§¢ substancji ozna-
czonej w krotszej warstwie zelu nie powinna
przekracza¢ 10% ilo$ci oznaczonej w dluzszej
warstwie. W przeciwnym razie wynik nalezy
traktowac jako orientacyjny.

10. Wyznaczanie wspoélczynnika
desorpcji

Do pigciu naczynek wg punktu 5.4. przenies¢
filtr z witokna szklanego i1 przesypaé¢ dhuz-
sza (400 mg) warstwe zelu krzemionkowego
z rurki pochtaniajacej wg punktu 7. Nastgpnie
dodac¢ po 10 pl roztworu wzorcowego posred-
niego wg punktu 4.5. W szostym naczynku
przygotowaé probke kontrolng zawierajaca
tylko filtr i zel. Naczynka szczelnie zamknaé
i pozostawi¢ do nastgpnego dnia. Nastgpnie
doda¢ strzykawka wg punktu 5.3. po 2 ml me-
tanolu wg punktu 4.1. Naczynka ponownie
zamkna¢ 1 przeprowadzi¢ desorpcje¢ w ciggu
30 min, intensywnie wstrzasajac co pewien czas
ich zawarto$cia. Jednoczesnie wykona¢ ozna-
czanie badanej substancji co najmniej w trzech
roztworach poroéwnawczych przygotowanych
przez dodanie do 2 ml metanolu wg punktu 4.1.
po 10 pl roztworu wg punktu 4.5. Tak uzyskane

roztwory bada¢ chromatograficznie w warun-
kach okreslonych w punkcie 7.

Wspotczynnik desorpcji dla 2-metylo-4,6-
-dinitrofenolu (d) obliczy¢ na podstawie wzo-
ru:

w ktérym:
P, — $rednia powierzchnia piku 2-mety-
lo-4,6-dinitrofenolu na chromatogra-

mach roztwordéw po desorpcji,

P — srednia powierzchnia piku o czasie
retencji  2-metylo-4,6-dinitrofenolu
na chromatogramach roztworu kon-
trolnego,

P — $rednia powierzchnia piku 2-mety-

lo-4,6-dinitrofenolu na chromatogra-
mach roztworéw poréwnawczych

Nastepnie obliczy¢ srednig warto$¢ wspot-
czynnikow desorpcji dla 2-metylo-4,6-dinitro-
fenolu (d), jako $rednig arytmetyczng otrzyma-
nych warto$ci (d).

Wspotezynnik desorpcji nalezy wyznaczad
dla kazdej nowej partii rurek pochtaniajgcych.

11. Obliczanie wyniku oznaczania
Stezenie 2-metylo-4,6-dinitrofenolu (X) w ba-

danym powietrzu obliczy¢ w miligramach na
metr sze$cienny na podstawie wzoru:

X - 2 ' {Cl tcz:'
v-d
w ktérym:
¢, — stezenie 2-metylo-4,6-dinitrofenolu

w roztworze znad filtra z wildkna
szklanego 1 pierwszej warstwy zelu
odczytana z krzywej wzorcowe;j,
w mikrogramach na mililitr,

stezenie 2-metylo-4,6-dinitrofenolu
w roztworze znad drugiej warstwy
zelu odczytana z krzywej wzorcowej,
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By
|

w mikrogramach na mililitr,

objetos¢ powietrza przepuszczonego
przez rurke pochtaniajaca, w litrach,
Srednia warto$¢ wspotczynnika de-
sorpcji wyznaczana zgodnie z punk-

2_

tem 10.
ilo§¢ rozpuszczalnika stosowanego
do desorpcji, w mililitrach.






