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Streszczenie

Fenylohydrazyna w temperaturze pokojowej wystepuje w postaci bezbarwnej oleistej cieczy o stabym, aromatycznym
zapachu. Jest stosowana w syntezie organicznej jako silny $rodek redukujacy lub jako potprodukt przy produkeji
innych zwigzkéw chemicznych (m.in. barwnikow i lekéw). Wykorzystuje sie ja rowniez jako odczynnik chemiczny
stuzacy do identyfikacji aldehydow i ketonéw oraz identyfikacji i okreslania konfiguracji cukréw. Do organizmu czto-
wieka fenylohydrazyna moze dostawac sie droga inhalacyjna, pokarmowa lub na drodze bezposredniego kontaktu
ze skora. Gdy zostanie wchlonieta, szybko wigze sie z hemoglobing. Toksyczne dzialanie fenylohydrazyny polega
gléwnie na uszkadzaniu czerwonych krwinek skutkujacym anemia hemolityczng i w konsekwencji uszkodzeniem
$ledziony i watroby. Fenylohydrazyna moze rowniez dziata¢ uczulajaco oraz powodowa¢ kontaktowe zapalenia skory.
Celem prac badawczych bylo opracowanie i walidacja czulej metody oznaczania stezen fenylohydrazyny w srodowi-
sku pracy w zakresie 1/10 + 2 NDS zgodnie z wymogami normy PN-EN 482.

Badania wykonano technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) przy zastosowaniu chromatografu cieczo-
wego Waters Alliance 2695 wyposazonego w pompe poczworng, kolumne analityczng Supelcosil LC-18 (150 x 2,1 mm,
5 um), detektor spektrofotometryczny (UV-VIS) i autosampler.

Metoda polega na: adsorpcji fenylohydrazyny na zelu krzemionkowym pokrytym 0,1 mol/l kwasem solnym, ekstrak-
¢ji zatrzymanego zwigzku mieszaning acetonitrylu i wody, derywatyzacji fenylohydrazyny acetonem oraz oznaczaniu
powstalej pochodnej metodg HPLC. Wspdlczynnik desorpcji fenylohydrazyny z zelu krzemionkowego pokrytego
HCI wynosi 0,96. Metoda jest liniowa (r = 0,9996) w zakresie stezen 11,4 + 228 pug/ml, co odpowiada zakresowi
0,19 + 3,80 mg/m’ dla probki powietrza o objetosci 180 1. Granica oznaczalnosci (LOQ) wynosi 0,027 ug/ml.
Opisana metoda analityczna umozliwia oznaczenie w powietrzu na stanowiskach pracy stezenia fenylohydrazyny
réwnego 0,19 mg/m? (1/10 wartosci NDS). Metoda charakteryzuje sie dobra precyzjg i doktadno$cig i spelnia wyma-
gania normy PN-EN 482 dla procedur dotyczacych oznaczania czynnikéw chemicznych.

! Publikacja opracowana na podstawie wynikéw uzyskanych w ramach IV etapu programu wieloletniego ,,Poprawa bezpieczenstwa i warun-
kéw pracy’, finansowanego w latach 2017-2019 w zakresie badan naukowych i prac rozwojowych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego/Narodowe Centrum Badan i Rozwoju.

Koordynator programu: Centralny Instytut Ochrony Pracy - Panstwowy Instytut Badawczy.
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Opracowana metoda oznaczania fenylohydrazyny w powietrzu na stanowiskach pracy zostala zapisana w postaci
procedury analitycznej, ktérg zamieszczono w zalgczniku.

Zakres tematyczny artykulu obejmuje zagadnienia zdrowia oraz bezpieczenstwa i higieny srodowiska pracy bedace
przedmiotem badan z zakresu nauk o zdrowiu oraz inzynierii §rodowiska.

Stowa kluczowe: fenylohydrazyna, metoda oznaczania, metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej, powie-
trze na stanowiskach pracy, nauki o zdrowiu, inzynieria srodowiska.

Abstract

Phenylhydrazine is colorless oily liquid with a weak aromatic odor. Phenylhydrazine is used in organic synthesis as
a strong reducing agent or as an intermediate in the synthesis of other chemical compounds (in the production of dyes
and medicines). It is also used as a chemical reagent to identify aldehydes and ketones as well as to identify and de-
termine the configuration of sugars. Phenylhydrazine may enter the human body by inhalation, ingestion or by direct
contact with the skin. Adsorbed, it binds quickly to hemoglobin. The toxic effect of phenylhydrazine is to damage red
blood cells. This may cause hemolytic anemia and, consequently, damage to the spleen and liver. This compound can
also be sensitizing and cause contact dermatitis. The aim of this study was to develop and validate a sensitive method
for the determination of phenylhydrazine concentrations in workplace air in the range from 1/10 to 2 MAC values,
in accordance with the requirements of the standard PN-EN 482. Studies was performed using high-performance
liquid chromatography (HPLC) technique. A Waters Alliance 2695 liquid chromatograph equipped with a quaternary
pump, Supelcosil C-18 (150 x 2.1 mm; 5 pm) analytical column, spectrophotometric detector (UV-VIS), and au-
tosampler, was used for chromatographic separations. The method is based on the adsorption of phenylhydrazine on
silica gel coated with 0,1 M/1 hydrochloric acid, extraction of phenylhydrazine with mixture of acetonitrile and water,
derivatization of phenylhydrazine with acetone and determination of resulted derivative by means of HPLC method.
Recovery of phenylhydrazine from silica gel coated with HCl amounted to 0,90. Method is linear (r = 0.9996) within
the investigated working range 11,4 + 228 mg/ml, which is equivalent to air concentrations from 0.19 to 3.80 mg/m’
for a 180 L air sample. Limit of quantification amounted to 0.027 pug/ml. Analytical method described in this paper
enables selective determination of phenylhydrazine in workplace atmosphere from 0.19 mg/m? (1/10 MAC value).
The method is characterized by good precision and accuracy and meets the criteria for the performance of proce-
dures for the measurement of chemical agents, listed in EN 482:2006. The method may be used for the assessment of
occupational exposure to phenylhydrazine and the associated risk to workers’ health. The method for determining
phenylhydrazine has been recorded in the form of an analytical procedure (see appendix). This article discusses the
problems of occupational safety and health, which are covered by health sciences and environmental engineering.

Keywords: phenylhydrazine, determination method, high performance liquid chromatography, workplace air,
health sciences, environmental engineering.

WPROWADZENIE

Fenylohydrazyna w temperaturze pokojowe;j
wystepuje w postaci bezbarwnej lub zéltej ole-
istej cieczy o slabym, aromatycznym zapachu.
W nizszych temperaturach wystepuje w postaci
z0ttych krysztalow. Jest zwigzkiem dobrze roz-
puszczalnym w wodzie, rozcieiczonych kwasach
oraz chlorowanych rozpuszczalnikach. Miesza
sie z takimi rozpuszczalnikami jak alkohol, eter,
chloroform i benzen.

Fenylohydrazyna otrzymywana jest w reakcji
diazowania amin aromatycznych (np. aniliny) za
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pomocg azotynu sodu i kwasu solnego, a nastep-
nie przez dzialanie na powstaly roztwor siarcza-
nem(I'V) sodu i wodorotlenkiem sodu. Zwigzek
ten ma charakter zasadowy i w reakcjach z kwa-
sami nieorganicznymi tworzy sole.
Fenylohydrazyna stosowana jest w syntezie
organicznej jako silny $rodek redukujacy lub
jako pdtprodukt w syntezie innych zwigzkow
chemicznych (przy produkeji m.in. barwnikéow
i lekéw). Stosowana jest rowniez jako odczynnik
chemiczny stuzacy do identyfikacji aldehydow
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i ketonow oraz do identyfikacji i okreslania kon-
figuracji cukréw (HSDB 2014).

Do organizmu czlowieka fenylohydrazyna
moze dostawac si¢ droga inhalacyjng, pokarmowa
lub na drodze bezposredniego kontaktu ze skora.
Zaadsorbowana wigze sie szybko z hemoglobina.
Toksyczne dzialanie fenylohydrazyny polega na
uszkadzaniu czerwonych krwinek. Moze to wy-
wolywa¢ anemie hemolityczng i w konsekwen-
cji uszkodzenie $ledziony i watroby. Zwigzek ten
moze rowniez dziata¢ uczulajaco oraz powodo-
wa¢ kontaktowe zapalenia skory. Brak jest danych
dotyczacych rakotworczego dzialania fenylohy-
drazyny na ludzi. Wyniki badan wskazuja jednak
na rakotwdrcze i mutagenne dzialanie fenylohy-
drazyny na zwierzeta (HSDB 2014; Kilanowicz,
Skrzypinska-Gawrysiak 2018).

Amerykanska Konferencja Rzadowych Higie-
nistow Przemystowych (American Conference
of Governmental Industrial Hygienists, ACGIH)
zaliczyla fenylohydrazyne do grupy A3, czyli do
zwigzkéw o potwierdzonym dzialaniu rakotwor-
czym na zwierzeta i nieznanym dziataniu na czlo-
wieka (ACGIH 2015). Eksperci Unii Europejskiej
zaklasyfikowali fenylohydrazyne do kategorii 1B,
tj. do grupy substancji, o ktérych wiadomo lub co
do ktérych istnieje domniemanie, ze s3 rakotwor-
cze dla czlowieka. Klasyfikacje fenylohydrazyny
zgodng z tabelg 3.1. zalgcznika VI do rozporza-
dzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE)
nr 1272/2008 z dnia 16 grudnia 2008 r. w sprawie
klasyfikacji, oznakowania i pakowania substancji
i mieszanin, zmieniajacego i uchylajacego dyrek-

Tabela 1.

tywy 67/548/EWG i 1999/45/WE oraz zmieniaja-
cego rozporzadzenie (WE) nr 1907/2006, zwanego
rozporzadzeniem CLP (Dz. Urz. UE z dnia
31.12.2008 r.), przedstawiono w tabeli 1.

Obowiazujace wartosci NDS i NDSCh

Zespdt Ekspertow Miedzyresortowej Komisji
ds. NDS i NDN z uwagi na oszacowany (Socko,
Szymczak 2012), nieakceptowalny poziom ryzyka
nowotworu pluc (> 10°) zwigzanego z catozycio-
wym narazeniem na fenylohydrazyne w steze-
niach réwnych NDS (20 mg/m®) obowigzujacemu
do 2020 r. zarekomendowal ponaddwudziesto-
krotne obnizenie normatywu higienicznego dla
tego zwigzku. Zgodnie z rozporzadzeniem Mini-
stra Rodziny, Pracy i Polityki Spolecznej z dnia
9 stycznia 2020 r. obowigzujaca obecnie warto$¢
najwyzszego dopuszczalnego stezenia (NDS) dla
fenylohydrazyny i jej soli w powietrzu na stanowi-
skach pracy wynosi 1,9 mg/m’.

Obnizenie wartosci NDS bylo bezposrednim
powodem podjecia prac zwigzanych z opracowa-
niem odpowiednio czulej i selektywnej metody
oznaczania fenylohydrazyny w powietrzu na sta-
nowiskach pracy, umozliwiajacej pomiary stezen
tego zwiazku, a nastepnie dokonanie oceny nara-
zenia zawodowego.

Zakres tematyczny artykutlu obejmuje za-
gadnienia zdrowia oraz bezpieczenstwa i higie-
ny $rodowiska pracy bedace podmiotem badan
z zakresu nauk o zdrowiu oraz inzynierii §rodo-
wiska.

Klasyfikacja i oznakowanie fenylohydrazyny zgodnie z rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1272/2008

Klasyfikacja zagrozenia i kody kategorii

Kody zwrotow wskazujacych rodzaj zagrozenia

Carc. 1B

Rakotworczosé (kat. 1B)
Muta. 2

Dziata mutagennie (kat. 2)

Acute Tox. 3, inhal.
Toksycznos¢ ostra — droga oddechowa (kat. 2)

Acute Tox. 3, derma
Toksycznos¢ ostra — skéra (kat. 3)

Acute Tox. 3, oral
Toksycznos¢ ostra — droga pokarmowa (kat. 3)

STORERE1
Dziatanie toksyczne na narzady docelowe w nastepstwie
powtarzajacego sie narazenia (kat. 1)

H350 — moze powodowac raka

H341- podejrzewa sie, ze powoduje choroby genetyczne

H331 - dziata toksycznie w nastepstwie wdychania

H311 - dziata toksycznie w kontakcie ze skérg

H301 - dziafa toksycznie po potknieciu

H372 - powoduje uszkodzenia narzaddéw w nastepstwie
dtugotrwatego lub powtarzanego narazenia
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cd. tab. 1.

Klasyfikacja zagrozenia i kody kategorii

Kody zwrotéw wskazujacych rodzaj zagrozenia

Eye Irrit. 2
Dziatanie draznigce na oczy (kat. 2)

Skin Irrit. 2
Dziatanie draznigce na skore (kat. 2)

Skin Sens. 1
Dziatanie uczulajace na skore (kat. 1)

Aquatic Acute 1
Stwarzajace zagrozenie dla srodowiska wodnego —
zagrozenie ostre (kat. 1)

H319 - dziata draznigco na oczy

H315 — dziata draznigco na skére

H317 — moze powodowac reakcje alergiczna skory

H400 - dziata bardzo toksycznie na organizmy
wodne

CZESC DOSWIADCZALNA

W literaturze fachowej dostepne sg jedynie nie-
liczne publikacje dotyczace ilosciowego oznacza-
nia fenylohydrazyny w powietrzu. Zwigzek ten
mozna oznaczaé spektrofotometrycznie po wy-
wolaniu barwnej reakcji z kwasem fosforomolib-
denowym (Gromiec 1994; NIOSH 1994), molib-
denianem amonu (Rawat, Bhattacharjee 1976) lub
bezposrednio po adsorpcji tego zwigzku w wodzie
(Krylova 1968). Zwiazek ten oznaczano takze
metodami elektrochemicznymi (Rastakhiz i in.
2010) lub chromatograficznymi (Bauer i in. 1982;
Mosiriska 1980; NIOSH 1978). Zgodnie z wyma-
ganiami normy EN-PN 482 metoda analityczna
stosowana do oznaczania stezen danego zwigzku
w powietrzu na stanowiskach pracy powinna by¢
zwalidowana dla zakresu juz od '/,, obowigzujg-
cej warto$ci najwyzszego dopuszczalnego stezenia
(NDS). Opracowana w 2011 r. metoda oznaczania
fenylohydrazyny (BrzeZnicki i in. 2012) z uwagi
na pdzniejsze dziesieciokrotne obnizenie warto-
$ci NDS nie spelnia kryteriéw EN-PN 482. Z tego
wzgledu postanowiono przebada¢ mozliwos¢ do-
stosowania opisanej metody do wymagan normy
oraz opracowa¢ metode umozliwiajacg chromato-
graficzne oznaczenie fenylohydrazyny w postaci
fenylohydrazonu acetonu.

Z dostepnych danych literaturowych wyni-
ka, iz do pobierania probek powietrza do ozna-
czania stezen fenylohydrazyny wykorzystuje sie
najczesciej ptuczki (Krylova 1968; NIOSH 1994;
Rawat, Bhattacharjee 1976) zawierajace roztwor
kwasu solnego lub wode. Taki sposéb pobierania
probek wynika z nietrwalosci fenylohydrazy-
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ny w powietrzu. Tylko w jednym przypadku do
poboru préobek powietrza wykorzystano filtry
z wtokna szklanego nasgczone roztworem kwa-
su siarkowego (NIOSH 1978). Metoda ta jednak
nigdy nie zostala zwalidowana i pdzniej zostata
zastgpiona metoda wykorzystujaca do pobo-
ru probek pluczke z roztworem kwasu solnego
(NIOSH 1994).

Z uwagi na niedogodnosci zwigzane z po-
bieraniem probek powietrza za pomocg pluczek
zdecydowano o wykorzystaniu w dalszych bada-
niach zelu krzemionkowego pokrytego roztwo-
rem kwasu solnego.

Prébki powietrza do oznaczania fenylohy-
drazyny nalezy pobiera¢ zgodnie z zasadami
podanymi w PN-Z-04008-7 za pomoca $rednio
przeptywowych aspiratoréow indywidualnych
umozliwiajacych pobieranie powietrza ze stru-
mieniem objetosci ok. 1 1/min. Pozostale zaloze-
nia opracowywanej metody:

- pobor dwdch prébek w ciggu zmiany
roboczej,

- objetos¢ pobranego powietrza na probke
okoto 1801,

- zakres pomiarowy metody 11,4 + 228 pg/ml
(0,19 + 3,8 mg/m’).

Aparatura

W badaniach stosowano chromatograf cieczowy
firmy Waters model Alliance 2695, wyposazony
w poczwérny system pomp wysokoci$nienio-
wych, detektor diodowy (UV-VIS) Waters 2996,

PiMOSP nr 3(105)



Fenylohydrazyna. Metoda oznaczania w powietrzu srodowiska pracy z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej

termostat kolumny analitycznej, automatyczny
dozownik prébek i komputer z programem ste-
rowania i akwizycji danych oraz kolumne anali-
tyczna Supelcosil LC-18 250 x 3 mm, 5 um. Do
pobierania probek powietrza stosowano aspira-
tory $rednio przeptywowe GilAir 3 firmy Gilian.
Ekstrakeji analizowanego zwigzku dokonywano,
stosujgc wytrzasarke mechaniczng. Do odwazania
odczynnikéw uzywano wagi analitycznej firmy
Sartorius.

Odczynniki i materiaty

Do badan stosowano odczynniki o czystosci
co najmniej cz.d.a lub do HPLC firm JT Baker
(acetonitryl), Sigma-Aldrich (fenylohydrazyna,ace-
ton) i POCh (kwas solny) oraz wodg o czystosci do
HPLC ze stacji oczyszczania wody Hydrolab R-10.
W badaniach wykorzystano ponadto zel krzemion-
kowy (Supelco), filtry strzykawkowe z membrang
z PTFE oraz pipety automatyczne i szkto miarowe
klasy A.

WYNIKI BADAN | ICH OMOWIENIE

Dob6r optymalnych warunkéw
analizy chromatograficznej

Podczas opracowywania metody oznaczania fe-
nylohydrazyny w powietrzu na stanowiskach
pracy wykorzystano doswiadczenia autoréw
zgromadzone podczas opracowywania metody
oznaczania tego zwiazku w 2011 r. (Brzeznicki
i in. 2012). Zasade metody oparto na opisanej
w literaturze zdolnosci fenylohydrazyny do
reakeji ze zwigzkami karbonylowymi (Brewster,
McEwan 1968; Fernandes-Whaley i in. 2005).
Powstajace w jej wyniku zwigzki (fenylohydra-
zony) mozna oznacza¢ metodami chromatogra-
ficznymi.

Z danych literaturowych wynika, iz reakcja
powstawania fenylohydrazonu acetonu prze-
biega szybko w $rodowisku kwasnym (NIOSH
1994). Powstala pochodna mozna oznaczaé
z wykorzystaniem techniki wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z detekcja spektrofoto-
metryczng przy zastosowaniu kolumn analitycz-
nych wypelnionych faza oktadecylowa (C-18).

Wszystkie badania dotyczace opracowania me-
tody oznaczania fenyohydrazyny technika wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)
wykonywano z uzyciem kolumny analitycznej
Supelcosil LC-18 (250 x 3 mm, 5 pm). Jako fazy
ruchomej (elucja izokratyczna) uzywano miesza-
niny acetonitrylu i wody zmieszanych w propor-
cjach 6: 4. Doboru optymalnej dlugosci fali ana-
litycznej dokonano na podstawie analizy widma
UV pochodnej powstalej w wyniku reakeji feny-
lohydrazyny z acetonem.

W tabeli 2. podano przyktadowe parametry
pracy chromatografu cieczowego zapewniajace
mozliwos$¢ oznaczenia stezen fenylohydrazyny
w postaci fenylohydrazonu acetonu. Na rysun-
ku 1. przedstawiono chromatogram i widmo
UV badanego zwiazku uzyskane przy wykorzy-
staniu kolumny Supelcosil LC-18. Zastosowanie
w oznaczeniach detektora UV-VIS umozliwia-
jacego wykonanie analiz przy dlugosci fali ana-
litycznej A = 270 nm zapewnia wystarczajaca
czulo$¢ oznaczen.

Tabela 2.
Warunki pracy chromatografu cieczowego
Kolumna analityczna Supelcosil LC-18 250 x 3 mm, 5 pm

Faza ruchoma acetonitryl woda
Program — izokratycznie (v: v) 60% 40%
Natezenie przeptywu strumienia fazy ruchomej 0,4 ml/min
Temperatura kolumny 30°C
Dtugosc fali analitycznej 270 nm (UV-VIS)
Objetosé nastrzyku probki 10l

PiMOSP nr 3(105)
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Rys. 1. Chromatogram (A) i widmo UV (B) fenylohydrazonu acetonu (FH) na kolumnie Supelcosil LC-18. Detektor UV-VIS, A = 270 nm

Badanie zakresu stosowania, liniowosci
i precyzji metody analitycznej

W celu okreslenia zakresu roboczego meto-
dy przygotowano trzy serie po osiem rurek
szklanych o $rednicy 10 mm, wypelnionych
dwiema sekcjami (200/100 mg) zelu krzemion-
kowego pokrytego roztworem kwasu solne-
go, na ktére naniesiono po 10 pl acetonitrylo-
wych roztworéw wzorcowych fenylohydrazyny
o stezeniach: 0; 3,42; 5,10; 10; 17,1; 34,2; 51
i 68,4 mg/ml. Po odparowaniu rozpuszczal-
nika zel przesypano do naczynek szklanych
o pojemnosci 4 ml, dodawano do niego po
3 ml mieszaniny do ekstrakeji, sktadajacej si¢
w 60% z acetonitrylu i w 40% z wody, a nastep-
nie poddano go 30-minutowej ekstrakcji przy
uzyciu wytrzasarki mechanicznej. Zawartos¢
fenylohydrazyny w 1 ml ekstraktu wynosifa
odpowiednio: 0; 11,4; 17; 33,3; 57; 114; 170
i 228 pg. Ekstrakty przepuszczano przez filtry

strzykawkowe z membrang z PTFE o $rednicy
porow 0,45 pm, nastepnie 1 ml ekstraktu pod-
dano derywatyzacji, dodajac 20 pl acetonu. Po
dokladnym wymieszaniu ekstrakty pozostawia-
no na 120 min. Po tym czasie mieszanine reak-
cyjna poddawano analizie chromatograficznej.

Wyniki badania liniowo$ci metody przedsta-
wiono w tabeli 3. Z uzyskanych danych wyni-
ka, ze odpowiedzi detektora UV-VIS w funkgji
stezenia fenylohydrazyny w badanym zakresie
stezen 11,4 + 228 pg/ml majg charakter liniowy.
Zalezno$¢ t¢ mozna opisa¢ réwnaniem
y =31744x - 141859. Wspdlczynnik zmiennosci
(CV) ilorazéw pdl powierzchni pikéw i odpo-
wiadajacych im stezen fenylohydrazyny (wspot-
czynniki nachylenia prostej) dla trzech serii roz-
tworéw wzorcowych roboczych wynosi 9,84%,
a wspolczynnik regresji r = 0,9996. Krzywa wzor-
cowg przedstawiono na rysunku 2.

Tabela 3.
Badanie liniowosci metody oznaczania fenylohydrazyny
Stezenie, pg/ml
Parametry
badane 4 17 333 57 14 170 228
Pole 299 074,9 442 1M,7 73512,4 1353012,9 3276 603,7 5394969,8 | 6910945,4
powierzchni 297950,3 44 371,8 9239721 1674188,6 3613 351,0 5378191,2 | 7053779,2
piku 293145,2 418 025,6 854 940,8 1671884,1 3710 809,6 5109513,9 |7239748,8
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cd. tab. 3.
Parametry Stezenie, ug/ml
badane 1,4 17 333 57 14 170 228
Srednia
wartos¢ pola 296723,5 431503,0 8382418 | 15663619 | 35335881 | 52942349 | 70681576
powierzchni
pikdw
Odchylenie
standardowe, 31495 12296,6 95184,9 184 769,2 2278273 160 167,0 164 872,6
)
Wspbtczynnik
zZmiennosdi, 11 2.8 1,4 1,8 6,4 3,0 23
v, %
8 000 000 -

3 y =31744x - 141859

‘3 R =0,9996

4 6 000 000 - CV=9,84%

(=

<

3]

N 4000 000 -

2

3

o)

Q. 2000000 -

8

o)

o

0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0
Stezenie fenylohydrazyny, ug/ml

Rys. 2. Krzywa kalibracyjna fenylohydrazyny

W celu zbadania zgodnosci wynikow przy wie-
lokrotnym powtarzaniu oznaczenia przygotowa-
no trzy serie po sze$¢ rurek szklanych o $rednicy
10 mm, ktére wypelniono dwiema sekcjami
(200/100 mg) zelu krzemionkowego pokrytego
0,1 mol/l kwasem solnym. Na pierwsza warstwe
sorbentu (200 mg) naniesiono po 10 pl acetoni-
trylowych roztwordw wzorcowych o stezeniach:
3,42; 17,1 i 68,4 mg/ml. Po odparowaniu roz-
puszczalnika pierwsza warstwe zelu przesypano
do osobnych naczynek szklanych o pojemnosci
4 ml. Do prébek dodano 3 ml roztworu ekstrak-
cyjnego i poddano 30-minutowej ekstrakcji przy
uzyciu wytrzasarki mechanicznej. Ekstrakty prze-
puszczono przez filtry strzykawkowe z membrang
z PTFE o $rednicy poréw 0,45 um. 1 ml kazdego
ekstraktu przeniesiono do naczynek szklanych
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o pojemnosci 2 ml i poddano derywatyzacji, do-
dajac po 20 pl acetonu. Po dokladnym wymie-
szaniu probki pozostawiano na 120 min. Po tym
czasie mieszanine reakcyjng poddawano analizie
chromatograficzne;j.

Wyniki badan precyzji przy wielokrotnym po-
wtarzaniu oznaczenia z zastosowaniem techniki
HPLC przedstawiono w tabeli 4. Srednie wartosci
wspolczynnikéw zmiennosci dla badanych stezen
wynosza: 4,9% dla stezenia 11,4 pg/ml; 5,6% dla
stezenia 57 pg/ml i 8,1% dla stezenia 228 pg/ml.
Sredni (dla trzech stezen) wspétczynnik zmien-
nosci ilorazéw pol powierzchni pikéw i odpowia-
dajacych im stezen fenylohydrazyny (wspotczyn-
niki nachylenia prostej) wynosi 8,1%.
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Tabela 4.

Wyniki badania precyzji metody oznaczania fenylohydrazyny technika HPLC

Stezenie, pg/ml

Numer analizy

1,4 57 228
1 321079,9 1552 988,7 7450672,4
2 323920,6 1707788,2 6710 801,1
3 336 894,8 1864 365,2 7024 443,4
4 354 060,7 1876 694,8 8094 815,2
5 347712,3 2001947,3 78303091
6 314 675,8 1883134,4 6996 803,5
Srednia 335452,8 1866 786,0 73314345
Odchylenie standardowe, SD 16 304,2 104 785,7 596 454,8
Wspdtczynnik zmiennosci, CV, % 4,9 5,6 8,1

Badanie warunkéw pobierania probek
powietrza do oznaczei fenylohydrazyny

Do zbadania ewentualnych strat fenylohydrazy-
ny podczas pobierania probek powietrza przy-
gotowano trzy serie po sze§¢ rurek szklanych
o s$rednicy 10 mm, ktére wypelniono dwiema
sekcjami (200/100 mg) zelu krzemionkowego
pokrytego 0,1 mol/l kwasem solnym. Na pierw-
sza warstwe sorbentu (200 mg) naniesiono
po 10 ul acetonitrylowych roztworéw wzorco-
wych fenylohydrazyny o stezeniach: 3,42; 17,1
i 68,4 mg/ml. Po odparowaniu rozpuszczalni-
ka, przez rurki przepuszczono ok. 180 litrow
powietrza ze stalym nat¢zeniem przeplywu
(1 I/min), stosujac do tego celu aspiratory
GilAir 3. Po przepuszczeniu powietrza kazda
warstwe zelu przesypano do osobnych naczy-
nek szklanych o pojemnosci 4 ml. Do probek
dodano 3 ml roztworu ekstrakcyjnego i pod-
dano 30-minutowej ekstrakcji przy uzyciu wy-
trzasarki mechanicznej. Ekstrakty przepusz-
czono przez filtry strzykawkowe z membrang
z PTFE o $rednicy poréw 0,45 pm. 1 ml kazdego
ekstraktu przeniesiono do naczynek szklanych
o pojemnosci 2 ml i poddano derywatyzacji,
dodajac po 20 pl acetonu. Po dokladnym wy-
mieszaniu probki pozostawiano na 120 min. Po
tym czasie mieszaning reakcyjng poddawano
analizie chromatograficznej. Wartosci pdl po-
wierzchni pikéw badanego zwigzku uzyskane
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w analizach ekstraktéw poréwnano z wynika-
mi analiz ekstraktow roztworéw wzorcowych
o takich samych stezeniach, przez ktére nie
przepuszczano powietrza.

Wyniki przeprowadzonych badan przedsta-
wiono w tabeli 5. Zgromadzone dane wskazu-
ja, ze zastosowany sorbent, jak réwniez sposob
pobierania probek powietrza nie powoduja
istotnych ilosciowych strat badanego zwiazku.
Srednie warto$ci wspolczynnika desorpcji feny-
lohydrazyny z zelu krzemionkowego pokrytego
0,1-molowym kwasem solnym po przepuszcze-
niu probki powietrza o objetosci ok. 180 1 dla
badanych zawartosci fenylohydrazyny na zelu
(34,2; 171 i 684 pg/zel) wynosza odpowiednio:
0,93 (SD - 0,07); 0,97 (SD - 0,07) 1 0,98 (SD -
0,05 ). Sredni dla trzech analizowanych stezen
wspodtczynnik desorpcji wynosi 0,96 (SD - 0,06).
Jednoczesnie w zadnej z probek nie stwierdzono
obecnosci fenylohydrazyny w drugiej warstwie
zelu.
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Tabela 5.
Badanie warunkow pobierania probek powietrza do oznaczeii fenylohydrazyny
Pole powierzchni piku
LTINS Srednia wartoéé
Medium fenylohydrazyny Wsp6tczynnik ) :
iaj ; wzorzec - wspbtczynnika
pochtaniajace na zelu, ekstrakt desorpdji .
Hg kontrolny desorpdji
215529,6 0,85
229 438,6 0,90
2327287 0,92
246765,7 238377,4 0,94 093
34,2 257756,1 232585,0 0,92 !
256912,4 271863,7 1,07
SD 0,74
v 8,0
1541957,4 0,87
1604 580,5 0,91
Zel 17782176,6 1,07
krzemionkowy 1796 571,0 1849 907,1 1,05
171 1799 475,1 1809726 6 103 0,97
pokryty . .
0,1 mol/I HCL 1700 016,1 1675 842,2 0,95
SD 0,69
v 71
6 876 931,9 0,92
75537819 1,01
7678 258,0 1,03
7286876, 6876 869,8 0,92
684 7687 236,8 7179726.2 0,96 0,98
7380076 744906,7 1,00
SD 0,46
v 4,7
Sredni wspétczynnik desorpdji, Sr, % 0,96
Odchylenie standardowe, SD 0,064
Wspdtczynnik zmiennosci, CV, % 6,5

Badanie trwatosci probek fenylohydrazyny
pobranych na zel krzemionkowy
pokryty 0,1 mol /I kwasem solnym

W celu zbadania trwatosci prébek fenylohydra-
zyny pobranych na rurki sorpcyjne wypetnione
zelem krzemionkowym (200/100 mg) pokry-
tym 0,1 mol/l kwasem solnym przygotowano
trzy serie po 18 rurek, na ktére naniesiono po
10 ul acetonitrylowych roztworéw wzorco-
wych fenylohydrazyny o stezeniach: 3,42; 17,1
i 68,4 mg/ml. Po odparowaniu rozpuszczal-
nika rurki szczelnie zamykano i umieszczano
w chlodziarce. Po 2, 5 i1 12 dniach przecho-
wywania pierwsza warstwe zelu przenoszo-
no do wial o pojemnosci 4 ml i desorbowano
przez 30 min przy uzyciu 3 ml mieszaniny
ekstrakcyjnej i wytrzasarki mechanicznej. Eks-
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trakty przepuszczono przez filtry strzykaw-
kowe z membrang z PTFE o $rednicy poréw
0,45 pm. Z kazdej probki pobrano 1 ml ekstrak-
tu, przeniesiono do naczynek o pojemnosci 2 ml
i poddano derywatyzacji, dodajac po 20 pl ace-
tonu. Po dokladnym wymieszaniu prébki pozo-
stawiano na 120 min, a nastepnie mieszanine
reakcyjng poddawano analizie chromatogra-
ficznej. Wartosci pol powierzchni pikéw bada-
nego zwigzku uzyskane w analizach ekstrak-
tow poréwnano z wynikami analiz ekstraktéw
wzorcow o takich samych stezeniach przygoto-
wanych w dniu analizy.

Wyniki badan warunkéow przechowywania
fenylohydrazyny na zelu krzemionkowym po-
krytym 0,1 mol/l kwasem solnym przedstawiono
na rysunku 3. Zebrane dane wskazuja, ze probki
fenylohydrazyny pobrane na zel s3 trwale tylko
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przez 2 dni. Wyrazone w procentach s$rednie
wartosci wspotczynnika desorpcji dla badanych
zawartos$ci fenylohydrazyny (3,42; 171 i 684 pg/
rurke z zelem) wynosza: 92,9% (SD - 6,3); 93,3%
(SD - 6,0) i 94% (SD - 6,3). Srednia dla trzech
stezen warto$¢ wspolczynnika desorpcji wynosi
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93,4% (SD - 5,9). Dluzszy okres przechowywa-
nia probek (51 12 dni) powoduje powstawanie
istotnych strat analizowanego zwigzku. Srednia
zawarto$¢ fenylohydrazyny na zelu po 5 i 12
dniach przechowywania w chlodziarce wynosi
odpowiednio 79,2 i 69,6%.

SD-15,6
[ sD-13,4 |
sD-10,5
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Rys. 3. Wptyw czasu przechowywania na zawarto$¢ fenylohydrazyny w prébkach pobranych na zel krzemionkowy pokryty 0,1 mol/!I

kwasem solnym

Wyznaczanie granic wykrywalnosci
i oznaczalnosci

Badanie granicy wykrywalnosci i oznaczalnosci
fenylohydrazyny przeprowadzono zgodnie z wy-
tycznymi zawartymi w opracowaniu Dobeckiego
(Zapewnienie jakosci... 2004), obliczajac odchy-
lenie standardowe sygnalow tla o czasie retencji
pochodnej fenylohydrazyny, uzyskanych z ana-
liz ekstraktow 20 probek zerowych, a nastepnie,
uwzgledniajac wspoélczynnik nachylenia krzywej
wzorcowej, obliczono granice wykrywalnosci
(GW) i granice oznaczalnosci (GO) dla fenylohy-
drazyny.

Wyniki analiz dotyczacych wyznaczania
granic wykrywalnosdci i oznaczalnosci fenylo-
hydrazyny z zastosowaniem techniki HPLC
przedstawiono w tabeli 6. Obliczone granice wy-
krywalnosci i oznaczania ilo$ciowego metody
wynoszg odpowiednio 0,0084 i 0,0281 pug/ml.
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Walidacja metody

Walidacj¢ metody przeprowadzono zgodnie
Z wymaganiami zawartymi w normie europej-
skiej PN-EN 482:2012. Wyznaczono nastepujace
parametry walidacyjne:

- zakres pomiarowy 11,4 + 228 pg/ml
(0,19 =+ 3,80 mg/m’

dla probki powietrza
1801)
- granica
wykrywalnosci 0,0084 pg/ml
- granica
oznaczalnosci 0,0281 pg/ml
- wspdtczynnik
korelacji r=0,9996
- precyzjabadania  8,1%
- wzgledna
niepewnos¢
catkowita 17,8%.
PiMOSP nr 3(105)
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Tabela 6.

Wyznaczanie granic wykrywalnosci (GW) i oznaczalnosci (GO) fenylohydrazyny

Warto3ci sygnatu
(pola powierzchni pikéw)

Wyznaczone parametry

283,0 289,5
148,7 337,7
386,2 254,7
3141 251,8
343,2 445,7
456,7 3243
393,6 180,3
164,3 2543
400,7 359,8
265,9 308,1

Srednie pole powierzchni, n =20 308,1
Odchylenie standardowe, SD 86,5
Wspdtczynnik zmiennosci, CV, % 28,1
Granica wykrywalnosci, pg/ml 0,0084
Granica oznaczalnosci, pg/ml 0,0281

PODSUMOWANIE

Na podstawie przeprowadzonych badan zapro-
ponowano metode oznaczania fenylohydrazyny
w powietrzu na stanowiskach pracy. Fenylohy-
drazyne w postaci pochodnej z acetonem moz-
na oznacza¢ metoda chromatografii cieczowej
z detekcja spektrofotometryczna.

Do pobierania prébek fenylohydrazyny
w powietrzu mozna zastosowal zel krze-
mionkowy pokryty roztworem kwasu solnego
o stezeniu 0,1 mol/l. Nalezy pamietac, ze probki

fenylohydrazyny pobrane w opisany wyzej spo-
sob sa trwale jedynie przez 2 dni.

Opracowana metoda umozliwia oznaczanie
fenylohydrazyny w granicach 0,19 + 3,80 mg/m?,
tj. 1/10 + 2 warto$ci obowigzujacego NDS. Opra-
cowang metod¢ oznaczania fenylohydrazyny
w powietrzu na stanowiskach pracy przedstawio-
no w postaci procedury analitycznej zamieszczo-
nej w zalaczniku.
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ZAtACZNIK

PROCEDURA ANALITYCZNA OZNACZANIA FENYLOHYDRAZYNY
W POWIETRZU NA STANOWISKACH PRACY
Z ZASTOSOWANIEM WYSOKOSPRAWNEJ CHROMATOGRAFII CIECZOWE!

Z DETEKCJA SPEKTROFOTOMETRYCZNA

1. Zakres stosowania metody

Metod¢ podang w niniejszej procedurze stosuje
sie w celu oznaczania stezen fenylohydrazyny
(CAS: 100-63-0) w powietrzu na stanowiskach
pracy, z zastosowaniem wysokosprawnej chro-
matografii cieczowej z detekcja spektrofotome-
tryczng (UV-VIS).

Najmniejsze stezenie fenylohydrazyny, jakie
mozna oznaczy¢ w warunkach pobierania pro-
bek powietrza i wykonania oznaczania opisa-
nych w metodzie, wynosi 0,19 mg/m? dla prébki
powietrza o objetosci 180 1.

2. Powotanie normatywne

P-Z-04008-7:2002 (wraz z pdzniejsza zmiang
PN-Z-04008-7:2002 /Az1:2004) Ochrona czy-
sto$ci powietrza — Pobieranie probek - Zasady
pobierania probek powietrza w srodowisku pra-
cy i interpretacji wynikow.

3. Zasada metody

Metoda polega na: zatrzymaniu obecnej w po-
wietrzu fenylohydrazyny na Zelu krzemionko-
wym pokrytym 0,1-molowym kwasem solnym,
wymyciu zatrzymanego zwigzku mieszaning
acetonitryl: woda (60: 40, v: v), przeksztalceniu
w pochodng w reakcji z acetonem i poddaniu
ilosciowemu oznaczeniu przy zastosowaniu wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej z detek-
torem spektrofotometrycznym (UV-VIS).

4. Wytyczne ogdlne

4.1. Czystos$¢ odczynnikow
Do wykonania analizy, o ile nie zaznaczono ina-
czej, nalezy stosowa¢ odczynniki i substancje
wzorcowe o stopniu czystosci co najmniej cz.d.a.
4.2. Dokladno$¢ wazenia
Substancje stosowane w analizie nalezy wazy¢
z doktadnoscia do 0,0002 g.
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4.3. Postepowanie z substancjami
toksycznymi

Wszystkie czynno$ci, podczas ktérych uzywa
sie substancji chemicznych, nalezy wykonywa¢
pod sprawnie dzialajacym wyciagiem laborato-
ryjnym. Uzyte roztwory i odczynniki nalezy gro-
madzi¢ w przeznaczonych do tego celu pojemni-
kach i przekazywac do zakladéw zajmujacych sie
ich utylizacja.

5. Odczynniki i roztwory

5.1. Fenylohydrazyna
Stosowac fenylohydrazyne o czysto$ci wg punktu
4.1.

5.2. Acetonitryl
Stosowac acetonitryl o czystosci do HPLC.

5.3. Aceton
Stosowac aceton o czystosci do HPLC.

5.4. Kwas solny
Stosowac kwas solny 36-procentowy wg punktu
4.1.

5.5. Woda
Stosowa¢ wode o czystosci do HPLC.

5.6. Mieszanina do ekstrakcji
Sporzadzi¢ mieszaning ekstrakcyjna przez zmie-
szanie acetonitrylu wg punktu 5.2. i wody wg
punktu 5.5. w stosunku objetosciowym 60: 40.

5.7.  Roztwdr kwasu solnego do

pokrywania zelu krzemionkowego

Do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml
wg punktu 6.4. odmierzy¢ 75 ml acetonitrylu wg
punktu 5.2. i doda¢ ok. 0,87 ml kwasu solnego
wg punktu 5.4. Kolbe uzupelni¢ do kreski aceto-
nitrylem. Zawarto$¢ kolby wymieszaé. Stezenie
kwasu w tak przygotowanym roztworze wynosi
0,1 mol/l.

5.8.  Roztwdr wzorcowy podstawowy
tenylohydrazyny
Do kolby miarowej o pojemnosci 5 ml wg punk-
tu 6.4. odmierzy¢ ok. 0,4 ml fenylohydrazyny wg
punktu 5.1. Kolbe uzupetni¢ do kreski acetonitry-
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lem wg punktu 5.2. Obliczy¢ zawarto$¢ fenylohy-
drazyny w 1 ml tak przygotowanego roztworu.
5.9. Roztwdr wzorcowy posredni
fenylohydrazyny
Do kolby miarowej o pojemnosci 5 ml wg punk-
tu 6.4. odmierzy¢ za pomocg pipety wg punktu
6.8. takg ilos¢ wzorca podstawowego fenylohy-
drazyny wg punktu 5.8., aby otrzymac¢ ste¢zenie
fenylohydrazyny réwne 68,4 mg/ml. Kolbe uzu-
petni¢ do kreski acetonitrylem wg punktu 5.2.
5.10. Roztwory wzorcowe robocze
fenylohydrazyny

Do siedmiu kolb miarowych o pojemnosci 1 ml
wg puntu 6.4. odmierzy¢ za pomocg pipety wg
punktu 6.8. odpowiednio: 0,05; 0,07; 0,15; 0,25;
0,5; 0,75 i 1 ml roztworu posredniego wg punk-
tu 5.9. Kolby uzupelni¢ do kreski acetonitrylem
wg punktu 5.2. Stezenia fenylohydrazyny w tak
przygotowanych roztworach wynosza: 3,42; 5,1;
105 17,1; 34,2; 51 1 68,4 mg/ml.

6. Przyrzady pomiarowe i sprzet pomocniczy

6.1. Chromatograf cieczowy
Stosowa¢ chromatograf cieczowy z detektorem spek-
trofotometrycznym umozliwiajgcym  wykonanie
analizy przy dtugosci fali analitycznej A = 270 nm.

6.2. Zel krzemionkowy pokryty

0,1-molowym kwasem solnym
Stosowac zel krzemionkowy pokryty roztworem
kwasu solnego przygotowany w opisany ponizej
sposob:

Do kolby okragltodennej wg punktu 6.6. od-
wazy¢ ok. 10 g zelu krzemionkowego, zalaé
roztworem kwasu solnego wg punktu 5.7. i po-
zostawic¢ na 24 h. Roztwor kwasu odparowaé za
pomoca wyparki wg punktu 6.13.

6.3.  Filtry strzykawkowe
Stosowac filtry strzykawkowe z membrang z PTFE
o $rednicy poréw 0,45 pm.

6.4. Kolby miarowe
Stosowac kolby miarowe o pojemnosci: 1; 51 100 ml.
6.5. Kolba okragtodenna

Stosowa¢ kolbe okraglodenng o pojemnosci
200 ml.

6.6  Kolumna chromatograficzna
Stosowac¢ chromatograficzng kolumne analityczna
o dlugosci 250 mm i $rednicy wewnetrznej 3 mm
wypelnionej fazg oktadecylowg o $rednicy 5 um.

6.7. Naczynka szklane
Stosowac naczynka szklane o pojemnosci 2 i 4 ml.
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6.8. Pipety do cieczy
Stosowac pipety automatyczne nastawne o pojem-
noéci 0,01 -+ 0,1 mli0,1 =+ 1 ml.

6.9. Pompa ssaca
Stosowaé pompe ssaca umozliwiajacg pobranie
probki powietrza ze stalym strumieniem objeto-
$ci 1 I/min.

6.10. Rurki sorpcyjne do pobierania

probek powietrza

Stosowac rurki szklane do pobierania prébek po-
wietrza o §rednicy wewnetrznej 10 mm. Przygo-
towa¢ probniki do pobierania probek powietrza
wypelnione dwiema warstwami zelu krzemion-
kowego (200/100 mg) wg punktu 6.2.

6.11. Waga analityczna
Stosowaé wage analityczng umozliwiajacg waze-
nie z dokfadnoscig do 0,0002 g.

6.12. Wytrzasarka mechaniczna
Stosowa¢ wytrzasarke mechaniczna.

6.13. Wyparka
Stosowa¢ wyparke rotacyjna.

7. Pobieranie probek powietrza

Podczas pobierania probek powietrza nale-
zy stosowal zasady zawarte w normie PN-
-Z-04008-7:2002 (wraz z pdzniejsza zmiang
PN-Z-04008-7:2002 /Az1:2004). Za pomocg
zestawu do pobierania probek powietrza sktla-
dajacego sie z pompy ssacej wg punktu 6.9. oraz
rurki sorpcyjnej wg punktu 6.10. przepuscic
ok. 180 1 powietrza ze stalym strumieniem
objetosci 1 I/min. Pobrane probki powietrza
zabezpieczy¢ i do czasu analizy przechowywac
w chlodziarce. Tak przechowywane probki sa
trwale maksimum 2 dni.

8. Warunki pracy chromatografu

Nalezy tak dobra¢ sklad fazy ruchomej, aby za-
pewni¢ selektywne oznaczanie fenylohydrazyny
od substancji wspotwystepujacych. W przypad-
ku stosowania kolumny chromatograficznej wg
punktu 6.6. oznaczanie mozna wykonaé przy
zastosowaniu warunkow podanych w tabeli 1.
Podane warunki nalezy traktowac jako przykla-
dowe.
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Fenylohydrazyna. Metoda oznaczania w powietrzu srodowiska pracy z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej

Tabela 1.
Przyktadowe warunki chromatograficzne

Kolumna analityczna C-18 250 x 3 mm, 5 ym

Faza ruchoma
Program — izokratycznie (v: v)

Natezenie przeptywu strumienia fazy ruchomej

0,4 ml/min

Temperatura kolumny 30°C
Dtugos¢ fali analitycznej 270 nm
Objetos¢ nastrzyku prébki 10 pl

woda
40%

acetonitryl
60%

9. Sporzadzanie krzywej wzorcowej

Przygotowac osiem rurek sorpcyjnych wg punk-
tu 6.10. Na pierwszg warstwe sorbentu (200 mg)
nanie$¢ za pomoca pipety automatycznej wg
punktu 6.8. po 10 pl roztworéw wzorcowych ro-
boczych wg punktu 5.10., na 6smg rurke nanies¢
10 pl acetonitrylu (prébka zerowa). Zawartos¢
fenylohydrazyny na zelu wynosi odpowiednio:
34,2; 51; 100; 171; 342; 510 i 684 ug. Po odpa-
rowaniu rozpuszczalnika pierwszg warstwe zelu
przenies¢ do naczynek o pojemnosci 4 ml wg
punktu 6.7. Do kazdego naczynka doda¢ 3 ml
roztworu do ekstrakcji wg punktu 5.6. i podda¢
30-minutowej ekstrakcji przy uzyciu wytrzasarki
mechanicznej wg punktu 6.12. Ekstrakty prze-
pusci¢ przez filtry strzykawkowe wg punktu 6.3.
Przenies¢ 1 ml ekstraktu do naczynek o pojem-
noséci 2 ml wg punktu 6.7. i podda¢ derywatyza-
cji, dodajac po 20 pl acetonu wg punktu 5.3. Po
dokfadnym wymieszaniu ekstrakty pozostawic
na 120 min. Zawarto$¢ fenylohydrazyny w 1 ml
roztworu wynosi odpowiednio: 11,4; 17; 33,3; 57;
114; 170 i 228 pg. Uzyskane roztwory pochodnej
fenylohydrazyny podda¢ analizie chromatogra-
ficznej w warunkach okreslonych w punkcie 8.
Sporzadzi¢ krzywa wzorcows, odkladajac na osi
odcietych ilos¢ fenylohydrazyny naniesionej na
zel (w mg), a na osi rzednych warto$¢ pola po-
wierzchni piku badanego zwigzku. Dopuszcza
sie automatyczne integrowanie danych i sporza-
dzanie krzywej wzorcowe;j.

10. Wykonanie oznaczenia

Po pobraniu prébek powietrza kazda warstwe
zelu z rurek sorpcyjnych przenie$¢ do naczynek
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o pojemnosci 4 ml wg punktu 6.7., doda¢ 3 ml
roztworu do ekstrakcji wg punktu 5.6. i podda¢
30-minutowej ekstrakcji przy uzyciu wytrzasarki
mechanicznej wg punktu 6.12. Ekstrakty prze-
pusci¢ przez filtry strzykawkowe wg punktu 6.3.
Przenies¢ 1 ml ekstraktu do naczynek o pojem-
nosci 2 ml wg punktu 6.7. i podda¢ derywatyza-
cji, dodajac 20 pl acetonu. Po doktadnym wymie-
szaniu ekstrakty pozostawi¢ na 120 min. Prébki
podda¢ analizie chromatograficznej. W przy-
padku probek, ktérych wartosci pol powierzchni
analizowanych pikéw przekraczajg zakres robo-
czy metody, nalezy wykona¢ powtdrne oznacze-
nie, rozcienczajac dodatkowo probke. Dodatko-
we rozcienczenie uwzgledni¢ w obliczeniach.

11. Obliczanie wyniku oznaczenia

Stezenia fenylohydrazyny (X) w badanym powie-
trzu obliczy¢ w miligramach na metr szescienny
na podstawie wzoru:

x==,
%
w ktérym:
m - masa fenylohydrazyny odczytana z krzy-

wej wzorcowej, w miligramach,
objeto$¢ przepuszczonego powietrza, w me-
trach szesciennych.

V -

12. Protokot z badai

W protokole z badan nalezy poda¢ nastepu-
jace informacje:
— powolanie na niniejsza procedure,
— wszystkie dane konieczne do pelnej iden-
tyfikacji probki,
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— wyniki wyrazone w sposob podany w punk-
ciell,,

— wszystkie szczegoly niepodane w niniej-
szej procedurze lub pozostawione do
wyboru, a takze wszelkie czynniki, ktére
mogly wplyna¢ na wyniki.

Adres do korespondencji/Contact details:
dr MARZENA BONCZAROWSKA

e-mail: marzena.bonczarowska@imp.lodz.pl
Instytut Medycyny Pracy

im. prof. dr. med. Jerzego Nofera w todzi

91-348 £6dz, ul. Sw. Teresy od Dziecigtka Jezus 8
POLAND
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