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Streszczenie

Fenoloftaleina w temperaturze pokojowej wystepuje
w postaci bezwonnych, bezbarwnych lub zoéttawych
krysztalow. Substancja jest zwigzkiem chemicz-
nym powszechnie stosowanym w laboratoriach jako
wskaznik pH. Fenoloftaleina jest rowniez stosowana
do oceny stopnia nasycenia betonu ditlenkiem wegla
lub podczas wytrawiania powierzchni metali przed
malowaniem proszkowym. Narazenie na fenolofta-
leing moze powodowaé podraznienia skory. Zgodnie
z klasyfikacja Unii Europejskiej fenoloftaleina zo-
stata zaklasyfikowana jako zwigzek prawdopodobnie

rakotworczy (kategoria zagrozenia 1.B) i mutagenny
(kategoria zagrozenia 2.) dla ludzi, moze rowniez
wplywac negatywnie na ptodnos$¢.

Celem pracy bylo opracowanie i walidacja metody
oznaczania st¢zen fenoloftaleiny w powietrzu na sta-
nowiskach pracy w zakresie od 1/10 do 2 zapropono-
wanej wartosci najwyzszego dopuszczalnego stezenia
(NDS), zgodnie z wymaganiami zawartymi w normie
europejskiej PN EN 482+A1:2016-01.

Do badan wykorzystano zestaw do wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z detekcjg spektrofotome-
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tryczng (UV-VIS). Rozdziatéw chromatograficznych
dokonywano przy zastosowaniu kolumny analitycznej
Supelcosil LC-18 150 mm x 3 mm o uziarnieniu 3 pm.
Jako faz¢ ruchomg stosowano mieszaning metanolu
i wody z dodatkiem kwasu octowego.

Metoda polega na: zatrzymaniu obecnej w powietrzu
fenoloftaleiny na filtrze z wlokna szklanego, eks-
trakcji filtra za pomoca mieszaniny metanol: woda
z dodatkiem kwasu octowego i chromatogra-
ficznej analizie otrzymanego roztworu. Sred-
nia warto§¢ wydajnosci odzysku fenolofta-
leiny z filtrow wynosi  99,9%. Zalezno$¢
wskazan detektora w funkcji stezen fenoloftaleiny
ma charakter liniowy (» = 0,9997) w zakresie stezen

0,008 + 0,4 mg/ml (0,33 + 16,7 mg/m?® dla probki
powietrza 240 1). Obliczone granice wykrywalno$ci
i oznaczania ilo$ciowego wynosza odpowiednio 0,33
10,99 pg/ml.

Opisana w niniejszym artykule metoda analityczna
pozwala na oznaczanie fenoloftaleiny w $rodowisku
pracy. Metoda charakteryzuje si¢ dobra precyzja i do-
ktadnoscia, spetnia wymagania zawarte w normie eu-
ropejskiej PN-EN482+A1:2016-01 dla procedur doty-
czacych oznaczania czynnikow chemicznych.
Opracowang metode oznaczania fenoloftaleiny
W powietrzu na stanowiskach pracy zapisano w po-
staci procedury analitycznej, ktéra zamieszczono
w zatgczniku.

Summary

Phenolphthalein at room temperature is present in
a form of solid, odorless, white or yellowish crystals.
It is commonly used in analytical laboratories as a
pH indicator. It is also used to determine the depth of
concrete carbonation or for metal surface preparation in
galvanizing and powder painting processes. Exposure
to phenolphthalein can cause skin irritation. In the
European Union, phenolphthalein has been classified
as carcinogenic category 1.B and mutagenic category 2.
It is also suspected to have a negative effect on human
fertility.

The aim of this study was to develop and validate
a sensitive method for determining phenolphthalein
concentrations in the workplace air in the range
from 1/10 to 2 MAC values, in accordance with the
requirements of Standard No. PN-EN 482.

The study was performed using a liquid chromatograph
with spectrophotometric detection. All chromatographic
analysis were performed with Supelcosil LC 18 150 %
3 mm analytical column, which was eluted with mixture
of methanol, water and acetic acid.

The method is based on the collection of phenolphthalein
on glass fiber filter, extraction with methanol, water
and acetic acid mixture, and chromatographic
determination of resulted solution with HPLC
technique. The average extraction efficiency of
phenolphthalein from filters was 99.9%. The method
is linear (» = 0.9997) within the investigated working
range 0.008-0.4 mg/ml (0.33-16.7 mg/m? for a 240-L
air sample). Calculated limit of detection (LOD) and
limit of quantification (LOQ) were 0.33 pg/ml and
0.99 ng/ml, respectively.

The analytical method described in this paper enables
determination of phenolphthalein in workplace air. The
method is precise, accurate and it meets the criteria
for procedures for measuring chemical agents listed in
Standard No. PN-EN 482+A1:2016-01. The method
can be used for assessing occupational exposure to
phenolphthalein and associated risk to workers’ health.
The developed method of determining phenolphthalein
has been recorded as an analytical procedure (see
appendix).

WPROWADZENIE

Fenoloftaleina jest otrzymywana w reakcji kon-
densacji fenolu z bezwodnikiem ftalowym w tem-
peraturze 120 °C (w obecnosci kwasu siarkowe-
g0). Zwiagzek w temperaturze pokojowej wystepuje
w postaci bezwonnych, bezbarwnych lub zottawych
krysztatow. Jest substancjg nielotna, praktycznie
nierozpuszczalng w wodzie (400 mg/1). Nie rozpusz-
cza si¢ w takich rozpuszczalnikach, jak benzen czy
eter naftowy. Fenoloftaleina jest stabo rozpuszczalna
w: disiarczku wegla, eterze etylowym, chloroformie
i toluenie. Dobrze natomiast rozpuszcza si¢ w eta-

nolu i acetonie. Substancja jest zwigzkiem chemicz-
nym powszechnie stosowanym w laboratoriach jako
wskaznik pH do okreslania stopnia wysycenia beto-
nu ditlenkiem wegla oraz podczas wytrawiania po-
wierzchni metali przed malowaniem proszkowym.
Fenoloftaleina do konca XX wieku byta stosowana
jako srodek przeczyszczajacy (HSDB 2009).
Najbardziej prawdopodobne drogi narazenia pra-
cownikow na fenoloftaleing to: narazenie inhalacyj-
ne, droga pokarmowa oraz bezposredni kontakt ze
skorg. Narazenie zawodowe na fenoloftaleing moze
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by¢ powodem podraznienia skory. Narazenie drogg
pokarmowg moze prowadzi¢ do: zaburzen gastrycz-
nych, przewlektych zapar¢, podraznien i dysfunkcji
btony s$luzowej jelit oraz zaburzen wchtaniania po-
karméw. U osob przyjmujacych $rodki przeczysz-
czajace (zwierajace fenoloftaleing) obserwowano
nieistotny statystycznie wzrost ryzyka wystgpienia
raka jelita (Konieczko 2017). Dziatanie rakotworcze
fenoloftaleiny zostato stwierdzone w badaniach na
zwierzetach. Na podstawie wynikoéw badan eksperci
IARC zakwalifikowali te substancje do grupy 2.B, tj.
do grupy czynnikdéw przypuszczalnie rakotworczych
dla Iudzi (IARC 2000). Do podobnych wnioskow

Tabela 1.

doszli rowniez eksperci Unii Europejskiej, klasyfi-
kujac fenoloftaleing do kategorii zagrozenia 1.B.
Zgodnie z przepisami ustawy z dnia 25.02.2011 r.
o substancjach chemicznych i ich mieszaninach wraz
z tekstem jednolitym (DzU 2018, poz. 143) fenolo-
ftaleina zostata zaklasyfikowana w wykazie substan-
cji niebezpiecznych jako substancja rakotworcza
kategorii zagrozenia 1.B. Zharmonizowang klasyfi-
kacje fenoloftaleiny, zgodne z tabela 3.1. zalaczni-
ka VI do rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego
i Rady (WE) nr 1272/2008, przedstawiono w tabeli 1.

Zharmonizowana Kklasyfikacja fenoloftaleiny zgodnie z rozporzaniem Parlamentu Europejskiego i Rady

nr 1272/2008

Klasyfikacja zagrozenia i kody kategorii

Kody zwrotéw wskazujacych rodzaj zagrozenia

Carc. 1B — rakotworczo$¢ (kategoria zagrozenia 1.B)

Muta 2 — dziata mutagennie na komorki
rozrodcze (kategoria zagrozenia 2.)

Repr. 2 — dziata szkodliwie
na rozrodczos$¢ (kategoria zagrozenia 2.)

H341 — podejrzewa sig¢, ze powoduje wady genetyczne

H350 — moze powodowac¢ raka

H361f — podejrzewa sig, ze dziata szkodliwie na ptodnos¢

W 2017 r. Zespodt Ekspertow ds. Czynnikéw Che-
micznych Miedzyresortowej Komisji ds. NDS i NDN
zaproponowat przyjecie warto$ci NDS dla frakcji wdy-
chalnej fenoloftaleiny na poziomie 8 mg/m?, stwierdza-
jac jednoczesnie, ze nie ma merytorycznych podstaw
do ustalenia warto$ci najwyzszego dopuszczalnego ste-
zenia chwilowego (NDSCh), (Konieczko 2017).

Celem pracy bylto opracowanie odpowiednio czu-
fej i selektywnej metody oznaczania fenoloftaleiny
w powietrzu na stanowiskach pracy, umozliwiajgcej
pomiary st¢zen tego zwiazku, a nast¢pnie pozwala-
jacej na dokonanie oceny narazenia zawodowego.

CZESC DOSWIADCZALNA

Materialy i odczynniki

W badaniach zastosowano: metanol (J.T. Baker),
etanol (J.T. Baker), fenoloftaleing (Merck), kwas
octowy (POCh) oraz wodg o czystosci do HPLC po-
chodzaca ze stacji uzdatniania wody firmy Millipore.

Aparatura

Do badan wykorzystano: chromatograf cieczowy
firmy Waters model Alliance 2695 LC System wy-
posazony w pompe¢ poczwoérng, detektory Waters
PDA 2996 (detektor diodowy UV-VIS), kolumng
analityczng Supelcosil LC-18 o wymiarach 150 mm
% 3,0 mm, 3 um wypetniong modyfikowanym zZelem
krzemionkowym typu C18, termostat kolumny ana-

litycznej, automatyczny dozownik probek i kompu-
ter z programem sterowania i akwizycji danych. Do
pobierania probek powietrza stosowano aspiratory
indywidualne Gilian (GilAir 3), gtowice do pobiera-
nia frakcji wdychalnej, a do ekstrakcji probek — wy-
trzasarke rotacyjng. Substancje wzorcowe odwazano
na wadze analitycznej Sartorius Research.

Warunki oznaczania chromatograficznego

Na podstawie danych literaturowych do opracowa-
nia metody wykorzystano technik¢ chromatografii
cieczowej z detekcja spektrofotometryczng. Techni-
ka ta jest powszechnie wykorzystywana do oznacza-
nia stezen fenoloftaleiny w preparatach leczniczych
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1 suplementach diety (jako zanieczyszczenie) lub
materiale biologicznym (Khazan i in. 2014; Rebiere
i in. 2012; Torrado i in. 1995; Wang i in. 2014;
Wilson, Masse 2016; de Wolff i in. 1981; Zeng i in.
2016).

Badania dotyczace uzyskania optymalnych wa-
runkow analizy fenoloftaleiny technika HPLC wyko-
nywano przy zastosowaniu kolumny analitycznej Su-
pelcosil LC-18 150 % 3,0 mm, ziarno 3 pm. Jako faze
ruchomg (elucja izokratyczna) zastosowano miesza-
ning metanolu i wody z dodatkiem kwasu octowego.

Wiasnosci fizykochemiczne fenoloftaleiny wska-
zuja, ze w srodowisku pracy zwigzek ten moze wyste-
powac glownie w postaci pyhu. Do pobierania probek
powietrza mozna zastosowac filtry umozliwiajace za-
trzymanie obecnego w powietrzu zwigzku. Z uwagi
na wiasnosci spektralne fenoloftaleiny (absorpcja w
ultrafiolecie) do opracowania metody wykorzystano
technike wysokosprawnej chromatografii cieczowej
z detekcja spektrofotometryczng (Rebiere 1 in. 2012;
Torrado i1in. 1995; Wang 1 in. 2014).

Zawodowe narazenie na fenoloftaleing wystepu-
je gldwnie w laboratoriach oraz w zaktadach zajmu-

0,030

jacych si¢ obrobka powierzchni przed malowaniem
proszkowym lub galwanizowaniem (Konieczko
2017). Szczegolnie w laboratoriach lista substancji,
ktoére moga wspotwystepowaé w srodowisku pracy
obok fenoloftaleiny, jest trudna do oszacowania.
Dane literaturowe wskazuja, iz mozliwe jest selek-
tywne oznaczenie fenoloftaleiny nawet w wielo-
sktadnikowych mieszaninach (Wang iin. 2014; Zeng
1 in. 2016). Z tego wzgledu, zaproponowane w ni-
niejszej pracy warunki analityczne nalezy traktowac
jako przyktadowe i w razie konieczno$ci modyfiko-
wac sktad fazy ruchomej lub zastosowa¢ kolumne
analityczng wypelniong fazg o innej polarnosci.

Przedstawiona na rysunku 1. analiza widmowa
wzorca fenoloftaleiny wykazala, iz optymalna, zapew-
niajaca odpowiednig czuto$¢ oznaczen na detektorze
UV-VIS jest dlugos¢ fali analitycznej (A = 230 nm).
Zastosowanie w oznaczeniach fenoloftaleiny kolum-
ny Supelcosil LC-18 oraz podanych w tabeli 2. wa-
runkow rozdzialu chromatograficznego umozliwia
selektywne oznaczenie tego zwigzku.
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Rys. 1. Chromatogram (A) i widmo UV (B) fenoloftaleiny w zakresie 200 + 400 nm (A). Detektor DAD

Tabela 2.

Warunki pracy chromatografu cieczowego Waters Alliance 2695

Kolumna analityczna Supelcosil™ LC-18 150 mm x 3 mm % 3 pm

Faza ruchoma

Program — izokratycznie (v:v)
Strumien objetosci
Temperatura kolumny
Dtlugosé¢ fali analitycznej

Objetos¢ probki

Metanol + kwas octowy (9:1 v:v)

50%

Woda: kwas octowy (9:1  v:v)
50%
0,25 ml/min
30°C
230 nm
Sl
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Badanie zakresu stosowania
metody analitycznej

Celem okreslenia zakresu roboczego i liniowosci
metody przygotowano trzy serie po siedem filtroéw,
na ktore naniesiono za pomocg pipety automatycz-
nej po 100 pl etanolowych roztworéw wzorcowych
o stezeniach: 0; 0,8; 2; 4; 8; 20 1 40 mg/ml. Po od-
parowaniu rozpuszczalnika filtry z naniesionymi
wzorcami umieszczono w naczynkach o pojemnosci
20 ml i ekstrahowano za pomoca wytrzasarki rota-
cyjnej 10 ml mieszaniny metanol: woda: kwas octo-
wy (49: 49: 2; v:v) przez 60 min. Uzyskane ekstrakty
przepuszczano przez filtry PTFE o $rednicy 25 mm

i $rednicy poréw 0,45 um. Cze$¢ oczyszczonych
ekstraktow przenoszono do wial o pojemnosci 2 ml
1 poddawano analizie chromatograficzne;.

Wyniki przeprowadzonych badan przedsta-
wiono na rysunku 2. Z przedstawionych danych
wynika, iz zalezno$¢ odpowiedzi detektora od
stezenia  fenoloftaleiny ma charakter liniowy
w zakresie 8 + 400 pg/ml, co odpowiada st¢zeniom
0,33 = 16,7 mg/m? (dla probki powietrza o obj¢tosci
240 1). Zalezno$¢ te opisuje rownanie y = 27147,8x +
+37711,8. Wspotczynnik korelacji () wynosi 0,9997,
a wspotezynnik zmiennosci CV — 3,4%.
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Rys. 2. Zalezno$¢ odpowiedzi detektora UV-VIS na analizowane st¢zenia fenoloftaleiny w zakresie 8 +~ 400 pg/ml

Dobor warunkow pobierania
probek powietrza

Zgodnie z wymaganiami zawartymi w normie PN-
-EN482+A1:2016-01 metoda analityczna stosowana
do oznaczania stezen danego zwigzku w powietrzu
na stanowiskach pracy powinna by¢ zwalidowana
dla zakresu juz od 1/10 + 2 warto$ci obowigzuja-
cego najwyzszego dopuszczalnego stezenia (NDS).
Probki powietrza do oznaczania fenoloftaleiny nale-
zy pobiera¢ zgodnie z zasadami podanymi w normie
PN-Z 04008-7:2002. Metoda zaktada pobieranie
trzech probek powietrza w ciggu zmiany roboczej.

Podczas pobierania probek powietrza stosowano
filtry z wldkna szklanego Whatman GF/A o $rednicy
25 mm oraz odpowiednia glowicg, ktéra umozliwia
pobor frakcji wdychalne;.

Badanie warunkow pobierania,
ekstrakcji i przechowywania probek
powietrza do oznaczen fenoloftaleiny

Do wyznaczenia wspolczynnika odzysku fenolo-
ftaleiny z filtrow poddanych aeracji przygotowano
trzy serie po sze$¢ filtrow, na ktdre naniesiono po
100 pl roztworow wzorcowych o stgzeniach: 2; 8
i 40 mg/ml. Filtry umieszczono w polipropyleno-
wych gtowicach przeznaczonych do pobierania pro-
bek frakcji wdychanej, potaczono z aspiratorami,
a nastgpnie przez 120 min przepuszczano przez nie
powietrze ze strumieniem objetosci 2 I/min. Po tym
czasie filtry umieszczono w naczynkach o pojemno-
$ci 20 ml 1 ekstrahowano 10 ml mieszaniny meta-
nolu, wody 1 kwasu octowego (49:49:2 v:v) przez
60 min za pomocg wytrzasarki rotacyjnej. Ekstrak-
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ty przesaczano przez filtry strzykawkowe (25 mm,
$rednica poréw 0,45 pum), a nastepnie poddawano
analizie chromatograficznej. W celu sprawdzenia
strat analitu podczas pobierania probek, wielko-
$ci pol powierzchni pikéw fenoloftaleiny uzyskane
z analiz ekstraktow poréwnano z wynikami analiz
ekstraktow filtrow, na ktore naniesiono takie same
ilosci fenoloftaleiny i nie przepuszczono powietrza.

Tabela 3.

Wyniki przeprowadzonych badan przedstawio-
no w tabeli 3. Przeprowadzone badania wykazaty,
ze przyjety sposob pobierania probek powietrza nie
powoduje istotnych ilosciowych strat zwigzku na-
niesionego na filtr. Warto$ci wydajnosci ekstrakeji
dla zwigzku naniesionego na filtr w ilosci: 0,2; 0,8
i 4 mg/filtr wynosza odpowiednio: 98,1; 102,3
i 100,4% ($rednia 99,9%, CV = 1,8%).

Badanie warunkéw pobierania probek powietrza do oznaczen fenoloftaleiny (detektor UV-VIS)

Zawarto$¢ e ., Srednia warto$é
. .. . Wydajnosé¢ L
Medium pochtaniajace fenoloftaleiny rOZbWoL it % wydajnosci
na filtrze, mg Kawiling ekstrakt ’ ekstrakeji, %
Filtr z wiokna szklanego 0,2 565236,0 554696,5 98,3 98,3
564394.,0 561649.,0 99,5
563818,0 549880,0 97,4
559821,5 99,2
546290,0 96,8
554607,0 98,3
SO 12
(614 1,2
0,8 2137356,0 2154655,0 99,4 102,3
2140926,0 2170134,0 100,1
2224996,0 2224996,0 102,6
2225013,0 102,6
2225053,0 102,6
2201668,0 101,6
SD 0,6
cv 0,6
4 10643807,9 10650776,2 100,1 100,4
10623440,1 10647119,0 100,0
10668320,9 10519962,0 98,8
10548743,1 99,1
10761306,5 101,1
10761017,6 101,1
SD 1,2
cv 1,2
Srednia wydajnos¢ odzysku, Sr, % 99,9
Odchylenie standardowe, SD 1,8
Wspotezynnik zmiennosci, CV, % 1,8

Celem zbadania trwatosci fenoloftaleiny pobra-
nej na filtry z wtdkna szklanego przygotowano czte-
ry serie po osiemnascie filtrow, na ktore naniesiono
po 100 pl roztworéw wzorcowych o stezeniach: 2;
8140 mg/ml. Po odparowaniurozpuszczalnika, filtry
umieszczano w hermetycznych pojemnikach i prze-
chowywano w chtodziarce. Po: 5, 10, 15130 dniach

przechowywania analizie poddano po sze$¢ filtrow
z kazdego stezenia. Filtry umieszczono w wialach
o pojemnosci 20 ml i ekstrahowano 10 ml mieszani-
ny metanolu wody i kwasu octowego (49: 49:2 v:v)
przez 60 min za pomocg wytrzasarki rotacyjne;j.
Przesaczone przez filtry strzykawkowe (25 mm,
¢ porow 0,45 pm) ekstrakty poddano analizie
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chromatograficznej. Uzyskane warto$ci pol po-  filtry, umieszczone w hermetycznych pojemnikach,
wierzchni pikéw fenoloftaleiny porownano z wy-  przechowywane w chiodziarce, sg trwate przez co

nikami analiz ekstraktow filtrow przygotowanych —najmniej 30 dni. Po tym okresie przechowywania
probek $rednia zawarto$¢ fenoloftaleiny na filtrach
z trzech analizowanych st¢zen wynosita 99,5%
(CV'=1,7% dla n = 64 analiz).

w dniu badania.

Wyniki badan warunkow przechowywania pro-
bek przedstawiono na rysunku 3. Z przedstawionych
danych wynika, iz probki fenoloftaleiny pobrane na
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Rys. 3. Wplyw czasu i warunkéw przechowywania probek powietrza do oznaczen fenoloftaleiny

Precyzja oznaczen fenoloftaleiny Wyniki badania precyzji metody przedstawiono
graficznie na rysunku 4. Odchylenia standardowe
rozrzutow uzyskanych wynikow w stosunku do war-
tosci $rednich dla stezen: 20; 80 1 400 ug/ml, wyno-
sza odpowiednio: 0,4; 0,3 1 0,6%.

Celem zbadania zgodno$ci wynikow przy wielokrot-
nym powtarzaniu oznaczenia, przygotowano trzy
roztwory wzorcowe fenoloftaleiny o st¢zeniach: 20;
80 1400 pg/ml. Zawartos$¢ fenoloftaleiny w roztwo-
rach oznaczano chromatograficznie, analizujac kaz-
dy wzorzec dziesieciokrotnie.
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Rys. 4. Badanie precyzji analiz z zastosowaniem detektora UV-VIS
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WALIDACJA

Walidacje metody przeprowadzono zgodnie z wy-
maganiami zawartymi w normie europejskiej PN-
-EN 482+A1:2016-01.
Na podstawie wynikow przeprowadzonych ba-
dan uzyskano nastepujace dane walidacyjne:
— zakres pomiarowy 0,33 + 16,7 mg/m?
(dla probki
powietrza 240 1)

— granica oznaczalnosci, X,, 0,99 pg/ml
— granica wykrywalnosci, X, 0,33 pg/ml
— wspotczynniki korelacji

charakteryzujace liniowos¢

krzywych wzorcowych, » 0,9997

— calkowita precyzja badania, V, 5,6%
— niepewno$¢ calkowita metody 11,1%.

PODSUMOWANIE

Na podstawie przeprowadzonych badan opracowano
metode oznaczania fenoloftaleiny w powietrzu $ro-
dowiska pracy z wykorzystaniem techniki wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg spek-
trofotometryczng. Zastosowane warunki analizy
chromatograficznej (kolumna analityczna Supelcosil
LC-18 o wymiarach 150 x 3,0 mm, 3 pum, eluowa-
na mieszaning metanolu i wody z dodatkiem kwasu
octowego) pozwalaja na oznaczenie tego zwigzku
w czasie krotszym niz 10 min.

Opisana metoda umozliwia oznaczanie stgzen
fenoloftaleiny w powietrzu §rodowiska pracy w za-
kresie 0,33 + 16,7 mg/m?, tj. od 1/24 do 2,1 war-
tos$ci proponowanego najwyzszego dopuszczalnego
stezenia (NDS). Metoda zostata poddana walida-
cji zgodnie z wymaganiami zawartymi w normie
PN-EN 482+A1:2016-01 i opisana w formie proce-
dury analitycznej, ktorg zamieszczono w zatgczniku.
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ZALACZNIK

PROCEDURA ANALITYCZNA OZNACZANIA FENOLOFTALEINY
METODA WYSOKOSPRAWNEJ CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ
Z. DETEKCJA SPEKTROFOTOMETRYCZNA

1. Zakres stosowania metody

Metod¢ podang w niniejszej procedurze stosuje si¢
w celu oznaczania stgzen fenoloftaleiny (nr CAS
77-09-8) w powietrzu na stanowiskach pracy, z za-
stosowaniem wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej z detekcja spektrofotometryczng (UV-VIS).
Metode stosuje si¢ podczas badania warunkoéw sani-
tarnohigienicznych.

Najmniejsze st¢zenie fenoloftaleiny, jakie mozna
oznaczy¢ w warunkach pobierania probek powietrza
1 wykonania oznaczania opisanych w metodzie, wy-
nosi 0,33 mg/m?®.

2. Powolania normatywne

PN-Z-04008-7:2002 (wraz z pdzniejsza zmiang
normy PN-Z-04008-7:2002/Az1:2004). Ochrona
czystosci powietrza — Pobieranie probek — Zasady
pobierania probek powietrza w $rodowisku pracy
1 interpretacji wynikow.

3. Zasada metody

Zasada metody polega na zatrzymaniu obecnej
w badanym powietrzu frakcji wdychalnej feno-
loftaleiny na filtrze z wlokna szklanego, eks-
trakcji substancji mieszaning: metanolu, wody
1 kwasu octowego, a nastgpnie analizie chromato-
graficznej tak powstatego roztworu z zastosowaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej.

4. Wytyczne ogdlne

4.1. Czystos$¢ odczynnikéw
Do analizy, o ile nie zaznaczono inaczej, nalezy sto-
sowa¢ odczynniki i substancje wzorcowe o stopniu
czystosci co najmniej cz.d.a.

4.2. Doktadno$¢ wazenia
Substancje stosowane w analizie nalezy wazy¢
z doktadnoscia do 0,0002 g.

4.3. Postgpowanie z substancjami toksycznymi
Wszystkie czynno$ci, podczas ktorych uzywa sie

substancji chemicznych, nalezy wykonywac¢ pod
sprawnie dziatajacym wyciggiem laboratoryjnym.
Zuzyte roztwory 1 odczynniki nalezy gromadzié
w przeznaczonych do tego celu pojemnikach 1 prze-
kazywac¢ do zaktadow zajmujacych si¢ ich utylizacja.

5. Odczynniki

5.1. Etanol
Stosowac etanol o czystosci do HPLC.
5.2. Metanol
Stosowac metanol o czystosci do HPLC.
5.3. Fenoloftaleina
Stosowac fenoloftaleing wedtug punktu 4.
5.4. Kwas octowy lodowaty
Stosowa¢ kwas octowy lodowaty wedhug punktu 4.
5.5. Woda
Stosowac wode o czystosci do HPLC.

6. Roztwory

6.1. Roztwor wzorcowy podstawowy fenolofta-
leiny

Do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml odwazy¢
na wadze analitycznej wg punktu 7.10. okoto 0,5 g
wzorca fenoloftaleiny wg punktu 5.3. Wzorzec roz-
pusci¢ w etanolu wg punktu 5.1., a po rozpuszczeniu
si¢ wzorca kolbg uzupei¢ do kreski etanolem. Ob-
liczy¢ zawarto$¢ fenoloftaleiny w jednym mililitrze
roztworu. Szczelnie zamkniety roztwor przechowy-
wany w chlodziarce zachowuje trwalo$¢ przez dzie-
sie¢ dni.

6.2. Roztwor wzorcowy posredni fenoloftaleiny
Do kolby miarowej o pojemnosci 5 ml wg punktu
7.4. odmierzy¢ za pomocg pipet wg punktow 7.6.
1 7.7. taka ilo$¢ roztworu wzorcowego podstawowe-
go fenoloftaleiny wg punktu 6.1., aby otrzymac ste-
zenie 40 mg/ml. Kolbe uzupetni¢ do kreski etanolem
wg punktu 5.1.

6.3. Roztwory wzorcowe robocze
Do szeSciu kolb miarowych o pojemnosci 5 ml wg
punktu 7.3. odmierzy¢ za pomoca pipet wg punktow
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7.7.17.8. odpowiednio: 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,515 ml
roztworu wzorcowego posredniego wg punktu 6.2.
i uzupetnié¢ do kreski etanolem. Stgzenia fenoloftale-
iny w tak przygotowanych roztworach wynosza: 0;
0,8; 2; 4; 8; 20 140 mg/ml. Roztwory wzorcow robo-
czych nalezy przygotowa¢ w dniu analizy.
6.4. Mieszanina ekstrakcyjna

Do kolby miarowej o pojemnosci 500 ml odmie-
rzy¢: 245 ml metanolu wg punktu 5.2., 245 ml wody
wg punktu 5.5. 1 10 ml kwasu octowego wg punktu
5.4. Kolbe zakry¢ korkiem 1 wymieszac.

7. Przyrzady pomiarowe
i sprzet pomocniczy

7.1. Chromatograf cieczowy
Stosowac chromatograf cieczowy z detektorem spek-
trofotometrycznym umozliwiajacym wykonanie ana-
lizy przy dlugosci fali analitycznej 4 = 230 nm.

7.2. Filtry z widkna szklanego
Stosowa¢ filtry z wlokna szklanego o S$rednicy
25 mm i §rednicy poréw 1,6 pm.

7.3. Filtry strzykawkowe
Stosowac filtry strzykawkowe o $rednicy 25 mm
z membrang z PTFE o $rednicy porow 0,45 pm.

7.4. Kolby miarowe
Stosowa¢ kolby miarowe o pojemnosci: 5; 10
1500 ml.

7.5. Kolumna chromatograficzna
Stosowa¢ chromatograficzng kolumne analityczng
Supelcosil LC-18 150 mm x 3 mm x 3 um.

7.6. Naczynka szklane (wiale)
Stosowac naczynka o pojemnosci 2 i 20 ml.

7.7. Pipety automatyczne nastawne
Stosowa¢ pipety automatyczne nastawne o pojem-
nosci 0,1 + 1 ml.

Tabela 1.

7.8. Pipety szklane
Stosowac pipety szklane jednomiarowe klasy A
o pojemnosci: 1; 2,515 ml.

7.9. Pompa ssaca
Stosowa¢ pompe ssacg umozliwiajacg pobranie
probki powietrza ze stalym strumieniem objgtosci
okoto 2 1/min wraz z gtowica do pobierania frakcji
wdychalne;j.

7.10. Waga analityczna
Stosowac wage analityczng umozliwiajaca wazenie
z doktadnoscia do 0,0002 g.

7.11. Wytrzasarka rotacyjna
Stosowac wytrzasarke rotacyjna.

8. Pobieranie probek powietrza

Podczas pobierania probek powietrza nalezy stoso-
wac zasady zawarte w normie PN Z 04008-7:2002.
Filtr wg punktu 7.2. umiesci¢ w gtowicy do pobiera-
nia frakcji wdychalnej. Za pomocg pompy wg punk-
tu 7.9. przepusci¢ przez filtr z wtokna szklanego wg
punktu 7.2. maksymalnie 240 1 powietrza ze stalym
strumieniem objetosci 2 1/min. Pobrane probki po-
wietrza zabezpieczy¢ 1 do czasu analizy przecho-
wywa¢ w chtodziarce. Tak przechowywane probki
zachowuja trwalo$¢ przez co najmniej 30 dni.

9. Warunki pracy chromatografu

Warunki pracy chromatografu nalezy tak dobrac,
aby zapewni¢ selektywne oznaczanie fenoloftaleiny
od innych substancji wystepujacych jednoczes$nie
w badanym powietrzu. W przypadku stosowania ko-
lumny chromatograficznej o parametrach podanych
w punkcie 7.5., oznaczanie mozna wykona¢ w wa-
runkach podanych w tabeli 1. Podane warunki nale-
zy traktowac jako przyktadowe.

Przykladowe warunki pracy chromatografu cieczowego

Kolumna analityczna Supelcosil™ LC-18 150 mm x 3 mm, 3 pm

Faza ruchoma

Program — izokratycznie (v:v)
Strumien objetosci
Temperatura kolumny

Dhugos¢ fali analitycznej

Objetos¢ probki

Metanol + kwas octowy (9:1 v:v)

50%

Woda: kwas octowy (9:1  v:v)

50%
0,25 ml/min
30°C
230 nm
Sul




Fenoloftaleina — frakcja wdychalna. Metoda oznaczania w powietrzu na stanowiskach pracy

10. Sporzadzanie krzywej wzorcowej

Na sze$c¢ filtrow wg punktu 7.2. nanies¢ za pomo-
cg pipety automatycznej wg punktu 7.7. po 100 pl
roztworow wzorcowych roboczych wg punktu 6.3.
Jednoczesnie przygotowac probke zerowsg (przez na-
niesienie 100 pl etanolu). Po odparowaniu rozpusz-
czalnika filtry przenies¢ do naczynek o pojemnosci
20 ml wg punktu 7.6. Do kazdego naczynka doda¢
po 10 ml mieszaniny ekstrakcyjnej wg punktu 6.4.
1 podda¢ 60-minutowej ekstrakcji przy uzyciu wy-
trzgsarki wg punktu 7.11. Stezenia wzorca fenolo-
ftaleiny w roztworach po ekstrakcji wynosza odpo-
wiednio: 0; 8; 20; 40; 80; 200 1 400 pg/ml. Ekstrakty
przesaczy¢ przez filtry wg punktu 7.3. do naczynek
0 pojemnosci 2 ml wg punktu 7.6. i podda¢ zawar-
to$¢ analizie chromatograficznej. Sporzadzi¢ krzywa
wzorcows, odktadajac na osi odcigtych ilos¢ wzor-
ca naniesionego na filtr, a na osi rz¢dnych — wartos¢
pola powierzchni (wysokosci) piku danego zwiazku.
Dopuszcza si¢ automatyczne integrowanie danych
1 sporzadzanie krzywej wzorcowe;.

11. Wykonanie oznaczania

Po pobraniu probek powietrza filtry przenie$¢ do
naczynek o pojemnosci 20 ml wg punktu 7.6.,

doda¢ 10 ml mieszaniny ekstrakcyjnej wg punktu
6.4. 1 podda¢ 60-minutowej ekstrakcji przy uzyciu
wytrzgsarki wg punktu 7.11. Ekstrakty przesgczyé
przez filtry wg punktu 7.3. do naczynek o pojemno-
$ci 2 ml wg punktu 7.6. i podda¢ analizie chroma-
tograficznej. W przypadku probek, ktorych wartosci
pol powierzchni analizowanych pikow przekraczaja
zakres roboczy metody, nalezy wykona¢ powtorne
oznaczenie, rozcienczajac dodatkowo probke. Do-
datkowe rozcienczenie nalezy uwzgledni¢ w obli-
czeniach.

12. Obliczanie wyniku oznaczania

Stezenie fenoloftaleiny (X) w badanym powietrzu
obliczy¢, w miligramach na metr sze§cienny, na pod-
stawie wzoru:

w ktorym:

¢ — zawarto$¢ fenoloftaleiny odczytana z krzy-
wej wzorcowej, w miligramach,
objetos¢ przepuszczonego powietrza, w me-
trach sze$ciennych.
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