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Streszczenie

But-2-enal (aldehyd krotonowy) jest bezbarwna cie-
cz3 o nieprzyjemnym, duszacym zapachu. But-2-enal
wystepuje naturalnie w zywnosci. Zwiazek stosuje si¢
glownie do produkcji kwasu sorbowego — substancji
konserwujacej zywno$¢. But-2-enal jest substancja
bardzo toksyczna, silnie drazniaca i uczulajaca. Podej-
rzewa si¢, ze powoduje wady genetyczne.

Celem pracy bylo opracowanie metody oznaczania
but-2-enalu, ktéra umozliwi oznaczanie jego stezen
w powietrzu na stanowiskach pracy, w zakresie od 1/10
do 2 warto$ci najwyzszego dopuszczalnego st¢zenia
(NDS).

Badania wykonano, stosujac chromatograf cieczowy
(HPLC) z detektorem diodowym (DAD), wyposazony
w kolumng Ultra C18 (250 x 4,6 mm; 5 pm).

Opracowana metoda polega na: zatrzymaniu obecne-
go w powietrzu but-2-enalu na zelu krzemionkowym
z naniesiong 2,4-dinitrofenylohydrazyna (2,4-DNFH),
desorpcji 2,4-dinitrofenylohydrazonu but-2-enalu ace-
tonitrylem i chromatograficznym oznaczaniu tak uzy-
skanego roztworu.
Walidacj¢ metody przeprowadzono zgodnie z wyma-
ganiami zawartymi w normie europejskiej PN-EN 482.
Metoda umozliwia oznaczanie but-2-enalu w zakresie
stezen 0,1 + 2 mg/m® dla probki powietrza o objetosci
12 1. Uzyskano nast¢pujace parametry walidacyjne:

— granica wykrywalnosci, LOD 1,26 ng/ml (0,21 pg/m?),

— granica oznaczalno$ci, LOQ 3,77 ng/ml (0,63 pg/m’),

— catkowita precyzja badania 5,08%,

— niepewnos¢ rozszerzona  22%.

! Publikacja opracowana na podstawie wynikéw uzyskanych w ramach IV etapu programu wieloletniego: ,,Poprawa bezpieczenstwa
i warunkow pracy”, dofinansowanego w latach 2017-2019 w zakresie zadan stuzb panstwowych przez Ministerstwo Rodziny, Pracy

i Polityki Spoteczne;.

Koordynator programu: Centralny Instytut Ochrony Pracy — Panstwowy Instytut Badawczy.
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Opracowana metoda analityczna umozliwia selektywne
oznaczanie but-2-enalu w powietrzu na stanowiskach
pracy o stezeniach od 0,1 mg/m?, czyli od 1/10 wartosci
NDS w obecnosci substancji wspotwystepujacych. Me-
toda charakteryzuje si¢ dobra precyzja i doktadnoscia,
spelnia wymagania zawarte w normie europejskiej
PN-EN 482 dla procedur oznaczania czynnikow che-
micznych.

Opracowana metoda oznaczania but-2-enalu zostala
zapisana w postaci procedury analitycznej, ktorg za-
mieszczono w zataczniku.

Zakres tematyczny artykulu obejmuje zagadnienia
zdrowia oraz bezpieczenstwa i higieny srodowiska pra-
cy bedace przedmiotem badan z zakresu nauk o zdro-
wiu oraz inzynierii §rodowiska.

Summary

But-2-enal (crotonaldehyde) is a colourless liquid with
an unpleasant suffocating odour. But-2-enal occurs
naturally in food. It is mainly used for the production
of sorbic acid, a food preservative. But-2-enal is a
very toxic, highly irritating and allergenic substance —
it is suspected of causing genetic defects. The aim of
the study was to develop a method for determination
of but-2-enal, which will enable determination of
concentrations of this substance in the workplace air
in the range from 1/10 to 2 MAC values. The tests
were performed using a liquid chromatograph (HPLC)
with a diode array detector (DAD), equipped with an
Ultra C18 column (250 x 4.6 mm; 5 pm). The method
consists in retaining the but-2-enal on a silica gel
coated with 2,4-dinitrophenylhydrazine. The sample
is extracted with acetonitrile and analyzed by HPLC.
Validation of the method was carried out in accordance
with the requirements of the European standard EN
482. The measuring range of the method is from 0.1 to

2 mg/m’ for a 12 1 sample of air. The following
validation parameters were obtained: limit of detection:
1.26 ng/ml (0.21 pg/m?), limit of quantification:
3.77 ng/ml (0.63 pg/m3), the overall accuracy of
the method: 5.08%, expanded uncertainty: 22%.
The developed analytical method enables selective
determination of but-2-enal in workplace air at
concentrations ranging from 0.1 mg/m?, i.e. from 1/10
of the MAC value in the presence of co-occurring
substances. The method is characterized by good
precision and accuracy and meets the requirements
of the European standard PN-EN 482 for procedures
for determination of chemical agents. The developed
method of determining but-2-enal has been recorded
as an analytical procedure (see Appendix). This
article discusses the problems of occupational safety
and health, which are covered by health sciences and
environmental engineering.

WPROWADZENIE

But-2-enal (aldehyd krotonowy) jest bezbarwng
cieczg o nieprzyjemnym, duszacym zapachu, ciem-
niejacg pod wplywem $wiatla. Prog wyczuwalnoS$ci
zapachu wynosi od 0,2 do 0,6 mg/m* (CHEMPYL
2018). But-2-enal jest dobrze rozpuszczalny w: wo-
dzie, etanolu, eterze dietylowym i benzenie, nato-
miast nie rozpuszcza si¢ w acetonie i dimetylosul-
fotlenku. Jego pary sa cigzsze od powietrza (mogg
przemieszczaé si¢ wzdhuz podtoza) i tworzg mie-
szaniny wybuchowe z powietrzem (mozliwy zapton
w odlegtych punktach). Stwarza ryzyko wybuchu
w kontakcie z: kwasami, zasadami 1 buta-1,3-die-
nem. Moze niebezpiecznie reagowaé z utleniacza-
mi (CHEMPYL 2018; GESTIS 2018; Harbison
i in. 2015; IPCS 2017). Masa molowa but-2-enalu
wynosi 70,09 g/mol, temperatura wrzenia 102,4 °C
(101 kPa), temperatura topnienia -76,6 °C, tempe-
ratura zaptonu 13 °C, pr¢zno$¢ par w temperaturze
20 °C wynosi 31 + 40 hPa w zalezno$ci od zrddta,
z ktérego pochodzg informacje (CHEMPYL 2018;
GESTIS 2018; TARC 1995). But-2-enal (CAS:

4170-30-3) moze tworzy¢ izomery: E (trans) CAS:
123-73-9 i Z (cis) CAS: 15798-64-8. Znaczenie
przemystowe ma tylko izomer E, z ktdrego jest
wytwarzany: kwas (E)-heksa-2,4-dienowy (inaczej
kwas sorbowy — substancja konserwujaca: zywnos¢,
kosmetyki i §rodki farmaceutyczne), kwas krotono-
wy oraz 3-metylobutan-1-ol. Dawniej but-2-enal byt
stosowany do wytwarzania: barwnikow, srodkow
uspokajajacych, pestycydow i $rodkéw smakowo-
-zapachowych. Zwigzek byl uzywany w przemysle
gumowym i branzy tworzyw sztucznych. W latach
2013-2014 w Polsce nie byto pracownikow narazo-
nych na dzialanie (E)-but-2-enalu o stezeniach prze-
kraczajacych 0,1 wowczas obowigzujacej wartosci
najwyzszego dopuszczalnego st¢zenia (NDS), tj.
0,6 mg/m?® (Kilanowicz in. 2017).

But-2-enal otrzymywany jest w dwuetapowym
procesie, rozpoczynajagcym sie kondensacja aldo-
lowa aldehydu octowego pod wptywem zasad do
B-hydroksyaldehydu, ktéry tatwo ulega dehydrata-
cji w $rodowisku kwasnym. W wyniku tej reakcji
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powstaje praktycznie czysty (£)-but-2-enal.
(E)-But-2-enal jest substancja: bardzo toksyczna,
silnie draznigca 1 uczulajacg. Skazenie skéry powo-
duje jej zaczerwienienie, bol, moze nastgpi¢ che-
miczne oparzenie. Skazenie oczu ciekly substancja
wywotuje tzawienie i bl oczu, z oparzeniem rogow-
ki. Objawy zatrucia ostrego but-2-enalem (w postaci
par o stezeniu ok. 30 mg/m?®) pojawiaja si¢ po okoto
10 minutach od zatrucia. Woéwczas wystepuja takie
objawy, jak: bol, obfite tzawienie oczu, zaczerwie-
nienie spojowek, kaszel, uczucie ucisku w klatce
piersiowej, duszno$¢. Pary o bardzo duzym stgze-
niu moga wywota¢ obrzgk ptuc. W wyniku zatrucia
przewlektego (ekspozycja inhalacyjna) utatwia po-
jawienie si¢ infekcji uktadu oddechowego. Powta-
rzajacy sie kontakt ze skérg moze wywota¢ zmia-
ny uczuleniowe i/lub zapalne (CHEMPYL 2018).
(E)-But-2-enal ma przypisane nastepujgce zwroty
okreslajace rodzaj zagrozenia (WE nr 1272/2008):
— H225: wysoce tatwopalna ciecz i pary,
— H301: dziata toksycznie po potknigciu,
— H311: dziata toksycznie w kontakcie ze skora,
— H330: wdychanie grozi $miercia,
— H315: dziata draznigco na skoreg,
— H318: powoduje powazne uszkodzenie oczu,
— H335: moze powodowaé podraznienie drog
oddechowych,
— H341: podejrzewa sie, ze powoduje wady ge-
netyczne,
— H373: moze powodowac uszkodzenie narzadow
przez dlugotrwate lub wielokrotne narazenie,
— H400: dziata bardzo toksycznie na organizmy
wodne.

Brak informacji na temat zagrozen powodowa-
nych przez (Z)-but-2-enal (ECHA 2018). But-2-enal
nie zostal sklasyfikowany jako rakotworczy dla lu-
dzi (IARC 1995).

Obowigzujgca do potowy 2018 roku wartosé
normatywu higienicznego — najwyzszego dopusz-
czalnego stezenia (NDS) w powietrzu na stanowi-
skach pracy — dla (E)-but-2-enalu wynosilta 6 mg/m?,
a najwyzszego dopuszczalnego stezenia chwilowe-
go (NDSCh) — 12 mg/m* (Obwieszczenie... 2017).
W nowym rozporzadzeniu wprowadzono zapis, od-
noszacy si¢ do mieszaniny izomeréw but-2-enalu,
ustalajagc nowe warto$ci wynoszace: NDS = 1 mg/
m? i NDSCh = 2 mg/m? (Rozporzadzenie... 2018).
Z tego powodu powstata konieczno$é opracowania
nowej metody oznaczania but-2-enalu przystosowa-
nej do nowych, obnizonych wartosci normatywow
higienicznych (Kilanowicz i in. 2017).

Aldehydy, w tym takze but-2-enal, oznaczano
zarowno z zastosowaniem chromatografii gazowe;j,
jak 1 wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC) z detekcja spektrofotometryczng (UV-VIS)
jako techniki analitycznej. W metodzie opisanej
w OSHA but-2-enal oznaczano po uprzednim prze-
prowadzeniu go w pochodng z zastosowaniem
HPLC/UV-VIS. Badane powietrze (6 1) przepusz-
czano przez filtry z widkna szklanego (o s$rednicy
37 mm) z naniesiona 2,4-dinitrofenylohydrazyna
(2,4-DNFH). Powstaly na filtrze 2,4-dinitrofeny-
lohydrazyn but-2-enal wymywano z filtréw ace-
tonitrylem (3 ml) i oznaczano chromatograficznie
(Hendricks 1990). W metodzie podano, ze w powie-
trzu nalezy si¢ spodziewaé tylko (£)-but-2-enalu.
Granica oznaczalno$ci metody wynosi 93 pg/m?.

W  metodzie opisanej w NIOSH aldehy-
dy, w tym but-2-enal, oznaczano z zastosowa-
niem chromatografu gazowego z detektorem
ptomieniowo-jonizacyjnym (GC-FID) lub chro-
matografu gazowego sprz¢zonego ze spektro-
metrem mas (GC-MS), (Grote, Kennedy 1994).
Probki powietrza (5 1) zawierajacego aldehydy po-
bierano na rurki szklane wypekione zywicg XAD-2
z mnaniesiong 2-(hydroksymetylo)piperydyna. Do
desorpcji stosowano toluen (1 ml). Uzyskane roz-
twory analizowano chromatograficznie, stosujac
kolumng DB-1301 o temperaturze programowa-
nej. Granica oznaczalno$ci metody wynosi 2 g
aldehydu w préobce. W metodzie umieszczono
uwagg, ze takie aldehydy, jak: propanal, 2-mety-
lopropanal (izobutyroaldehyd) i but-2-enal bardzo
wolno reagujg z 2-(hydroksymetylo)piperydyng
ibrak ich w probce, nie oznacza braku tych substancji
w badanym powietrzu.

W drugiej metodzie NIOSH prébki powietrza,
zawierajgcego but-2-enal, pobierano na ptuczki wy-
petnione roztworem hydroksyloaminy i oznaczano
polarograficznie (Birch 1994). Zakres stosowania tej
metody wynosi 2,9 + 29 mg/m?® dla probki powietrza
12 1. Metody nie mozna stosowa¢ w obecno$ci in-
nych aldehydéw (np.: akrylaldehydu, formaldehydu,
benzaldehydu) w badanym powietrzu.

W metodzie HSE, podobnie jak w metodzie
OSHA, probki powietrza zawierajacego aldehy-
dy (w tym but-2-enal) pobierano na filtry z widkna
szklanego (o $rednicy 25 mm), pokryte 2,4-DNFH
(HSE 2010). Do odzysku 2,4-dinitrofenylohydra-
zyny but-2-enalu stosowano acetonitryl (2 ml) i tak
uzyskany roztwor oznaczano chromatograficznie
z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z detektorem diodowym (HPLC-DAD).
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Metoda ma charakter ogdlny, nie podano doktad-
nych informacji na temat oznaczania but-2-enalu,
ani zakresu krzywej wzorcowej czy granicy ozna-
czalnosci dla tej substancji.

W Polsce but-2-enal oznaczano z zastosowaniem
chromatografii gazowej z detektorem ptomieniowo-
-jonizacyjnym (GC-FID). Metoda polega na: ad-
sorpcji par but-2-enalu na weglu aktywnym, desorp-
cji chlorobenzenem i analizie chromatograficznej
tak uzyskanego roztworu (PN-Z-04045-05:1982).

Norma ta nie spelnia wymagan normy PN-EN 482
i zostala wycofana ze zbioru Polskich Norm. Sze-
sciokrotne obnizenie wartosci NDS 1 NDSCh spo-
wodowalo konieczno$¢ opracowania nowej metody
oznaczania but-2-enalu w powietrzu na stanowi-
skach pracy.

Zakres tematyczny artykutu obejmuje zagadnienia
zdrowia oraz bezpieczenstwa i higieny $srodowiska pra-
cy bedace przedmiotem badan z zakresu nauk o zdro-
wiu oraz inzynierii $rodowiska.

CZESC DOSWIADCZALNA

Poczatkowo but-2-enal pobierano na rurki szklane
wypehione zelem krzemionkowym (200/100 mg)
1 desorbowano metanolem, podobnie jak przy ozna-
czaniu innego aldehydu nienasyconego — 3,7-di-
metylookta-2,6-dienalu (cytralu), (Jezewska 2013).
Wstepne badania desorpcji byty obiecujace. Sredni
wspotczynnik desorpcji wyniost 0,99, jednak pod-
czas 6-godzinnego pobierania probek powietrza za-
uwazono znaczne straty analitu. Na podstawie wyni-
kéw badan stwierdzono, ze but-2-enal nie jest trwaty
podczas przechowywania w temperaturze otoczenia
(Hendricks 1990). Z tego powodu podjeto decyzje
0 oznaczaniu but-2-enalu jako 2,4-DNFH but-2-ena-
lu powstatego w wyniku reakcji z 2,4-dinitrofenylo-
hydrazyna (2,4-DNFH).

Aparatura

W badaniach zastosowano chromatograf cieczowy
firmy Agilent Technologies (Niemcy) seria 1200 z de-
tektorem diodowym (DAD) sprz¢zonym on-line oraz
automatycznym dozownikiem probek. Do sterowania
procesem oznaczania i zbierania danych zastosowa-
no oprogramowanie ChemStation. W badaniu stoso-
wano kolumne Ultra C18 o wymiarach 250 - 4,6 mm,
o uziarnieniu 5 um, z przedkolumng o wymiarach:
10 x 4,0 mm (Restek, USA).

Do pobierania probek powietrza wykorzysta-
no aspiratory Gilian LFS-113 (Sensidyne, USA).

WYNIKI BADAN I

Ustalenie warunkow oznaczania

Parametry oznaczania chromatograficznego 2,4-di-
nitrofenylohydrazyny (2,4-DNFH) but-2-enalu byty
nastepujace: kolumna Ultra C18 — temperatura ko-

Do przeprowadzenia ekstrakcji analitow z rurek
pochtaniajacych korzystano z wytrzasarki mecha-
nicznej WL-2000 (JWElectronic, Polska). Wzorce
odwazano na wadze analitycznej Sartorius TE214S
(Sartorius Corporation, USA). Probki przechowy-
wano w eksykatorze szafkowym serii EKS (WSL,
Polska) oraz w chtodziarce ARDO CO23B-2H
(Merloni, Polska).

Odczynniki i materialy

W badaniach korzystano z nast¢pujacych odczynni-
kéw: but-2-enal, kwas 2,4-heksadienowy (sorbowy),
kwas krotonowy, 3-metoksybutan-1-ol (Acros Orga-
nics, USA), (E)-but-2-enal (Aldrich, Niemcy), 2,4-
-DNFH but-2-enal, wzorzec mieszaniny aldehy-
dow i ketonow po derywatyzacji z 2,4-DNFH
(Supelco, USA), metanol, acetonitryl (Merck, Niem-
cy), kwas fosforowy(V) (POCh, Polska), 2,4-dini-
trofenylohydrazyna (PanReac AppliChem, Niemcy).
Do badan uzywano odczynnikow o czysto$ci co naj-
mniej cz.d.a. Ponadto stosowano: rurki pochtania-
jace wypetnione dwiema warstwami (200/100 mg)
zelu krzemionkowego (ZUP Analityk, Polska), rurki
pochtaniajace Orbo-555 wypelione dwiema war-
stwami (300/150 mg) zelu krzemionkowego z nanie-
siong 2,4-dinitrofenylohydrazyng (Supelco, USA),
szkto laboratoryjne oraz strzykawki do cieczy.

ICH OMOWIENIE

lumny 20 °C, faza ruchoma — acetonitryl: woda (85:
15, v/v), natezenie przeptywu strumienia fazy rucho-
mej 0,6 ml/min, dlugos¢ fali analitycznej detektora
DAD, A =380 nm, dozowanie probki 10 pl.
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W opisanych warunkach sprawdzono mozliwo$¢
oznaczania but-2-enalu w obecnosci: kwasu 2,4-hek-
sadienowego, kwasu krotonowego, 3-metoksybutan-

-1-olu oraz 2,4-dinitrofenylohydrazyny (2,4-DNFH)
innych aldehydéw i ketonow (rys. 1.).
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Rys. 1. Chromatogram roztworu wzorcowego 2,4-DNFH but-2-enalu w obecnos$ci mieszaniny wzorcowej 2,4-dinitrohydrazo-
néw aldehydow i ketondw (formaldehydu, acetaldehydu, akrylaldehydu, acetonu, propanalu, butanalu, benzaldehydu, 3-mety-
lobutanalu, pentanalu, 2-, 3-, i 4-metylobenzaldehydu, heksanalu, 2,5-dimetylobenzaldehydu) firmy Supelco. Kolumna Ultra

C18, detektor DAD (4 =380 nm)

Ustalenie warunkow pobierania
probek powietrza

Przez uktad sktadajacy si¢ z: pipety szklanej o pojem-
nosci 11 (do ktorej wprowadzano po 10 pl roztworu
but-2-enalu w metanolu o stezeniu odpowiadajagcym

Tabela 1.

w powietrzu: 1; 2 i 4 mg/m?®), rurki pochtaniajace;j
(zawierajacej dwie warstwy zelu krzemionkowego
z naniesiong 2,4-DNFH (300/150 mg)), aspiratora
1 rotametru, przepuszczano 12 1 powietrza ze stru-
mieniem objetosci: 2; 4 1 6 1/h. Wyniki badan przed-
stawiono w tabeli 1.

Przykladowe wyniki adsorpcji but-2-enalu na zelu krzemionkowym z naniesiong 2,4-DNFH, desorpcja aceto-
nitrylem (2 ml). Kolumna Ultra C18, detektor DAD (/1 =380 nm)

.. .. Strumien Powierzchnia pikow pochodnej
Przyblizone stgzenie N Czas -
i . objetosci . but-2-enalu w roztworach po desorpcji
substancji w powietrzu, . pochtaniania,
i pochtanianego h
gy powietrza, 1/h I warstwa II warstwa
1 6 2 1490,8 brak piku
2 6 2 2787,6 brak piku
2 4 3 2102,0 brak piku
2 2 6 2496,6 brak piku
4 4 3 6323,1 brak piku

Uzyskane wyniki badan wskazuja na catkowite
zatrzymywanie si¢ but-2-enalu w pierwszej war-
stwie zelu. Druga warstwa zelu nie zawierata bada-
nej substancji.

Badanie stopnia desorpcji

Badanie stopnia desorpcji 2,4-dinitrofenylohydrazy-
ny (2,4-DNFH) but-2-enalu z zelu krzemionkowe-
go przeprowadzono w nastepujacy sposob: do sze-
$ciu rurek, wypetnionych zelem krzemionkowym
z naniesiona 2,4-DNFH na witdkno szklane znaj-
dujace si¢ przed 300 mg warstwag zelu, nanoszono

w trakcie pobierania probek powietrza po 1 pl roz-
tworu but-2-enalu w metanolu o stezeniu 1,45 mg/ml
oraz po: 51 10 pl roztworu but-2-enalu w metanolu
o stezeniu 2,9 mg/ml. Przez rurki przepuszcza-
no 12 1 czystego powietrza ze strumieniem obje¢-
tosci 2 I/h. Nastepnie przeprowadzono desorpcje
2,4-DNFH but-2-enalu (acetonitrylem — 2 ml)
z pierwszej (300 mg) warstwy zelu i oddzielnie
z drugiej (150 mg) warstwy kontrolnej. Po 30-mi-
nutowym wytrzasaniu uzyskane roztwory oznacza-
no chromatograficznie. W drugiej zabezpieczajacej
warstwie zelu nie stwierdzono obecnosci badanej
substancji. Wykonano takze oznaczanie but-2-enalu
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w roztworach poréwnawczych wykonanych w iden-
tyczny sposob, ale zamiast zelu z naniesiong 2,4-di-
nitrofenylohydrazyng dodano 2,4-dinitrofenylohy-

drazyne (roztwor do derywatyzacji, patrz: zatacznik,
punkt 5.10.). Wyniki przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2.
Badania stopnia desorpcji but-2-enalu z Zelu krzemionkowego z naniesiong 2,4-DNFH. Kolumna Ultra C18,
detektor DAD (4 =380 nm)

Masa but-2-enalu na- Srednia powierzchnia pikow Srednia powierzchnia pikow Sredni wspotezynnik
niesiona na zel, ug z roztworéw po desorpcji z roztworow porownawczych | desorpcji

1,45 176,7 175,9 1,00

14,5 1922,0 1843,0 1,04

29 4089,1 3890,0 1,05

Sredni wspotezynnik desorpcji dla trzech pozio-
moéw stezen wynosi 1,03.

Kalibracja i precyzja

Oznaczanie kalibracyjne wykonano dla szeSciu roz-
tworéw wzorcowych 2.4-dinitrofenylohydrazyny
(2,4-DNFH) but-2-enalu w acetonitrylu. Zakres roz-
tworow wzorcowych wynosi 0,6 = 12 pg/ml. Spo-
rzadzono trzy serie roztwordéw kalibracyjnych, ktore

poddano analizie chromatograficznej. Do chroma-
tografu wprowadzono po 10 pl roztwordw wzorco-
wych o wzrastajacych stezeniach. Nastepnie sporza-
dzono wykres zalezno$ci Sredniej powierzchni pikow
2,4-DNFH but-2-enalu z roztworéw wzorcowych
od stezen but-2-enalu (rys. 2., tab. 3.). Wspotczyn-
nik nachylenia ,,b” krzywej kalibracji o réwnaniu
y = bx + a, charakteryzujacy czulo$¢ metody, wynosi
256,5. Wspotczynnik korelacji ,,»”” charakteryzujacy
liniowos¢ krzywej kalibracyjnej wynosi 0,9999.

3500
22 3000 L
% g y =256,49x - 10,45
= & 2500
5z 2000
25
;3)_% 1500
S 8 1000

500 ’/’,

0
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10,0 12.0 14.0
Stezenie but-2-enalu, pg/ml

Rys. 2. Wykres zalezno$ci powierzchni pikéw pochodnej but-2-enalu od stgzenia but-2-enalu w roztworach wzorcowych.
Kolumna Ultra C18, detektor DAD (4 = 380 nm)

Tabela 3.

Parametry kalibracji dla trzech serii pomiarowych

Odchylenie
Seria Krzywa kalibracji Wspotezynnik standardowe Wspotezynnik zmiennosci
pomiarowa (y=bx+a) korelacji, » wspotczynnika wspotczynnika kalibracji, %
kalibracji
I y=256,36x-10,05 |0,9999
I y=256,44x-10,29 |0,9999
2 1,4
I y=256,68x-11,01 |0,9999 36 A3
Sredniaz I-III | y=256,49 x- 10,45 | 0,9999
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Precyzje oznaczen kalibracyjnych oceniono na
podstawie analizy trzech serii po osiem roztworéw
roboczych o stgzeniach but-2-enalu kolejno: 0,6
(I seria); 6 (II seria) i 12 pg/ml (III seria). Po wy-
konaniu analizy chromatograficznej dla kazdej serii
obliczono odchylenie standardowe i wspdtczynnik
zmienno$ci. Wspotczynniki zmiennosci dla kolej-
nych poziomoéw stezenia wyniosty odpowiednio:
1,32; 0,491 0,76%.

Tabela 4.

Badanie trwalos$ci probek

Trwato$¢ pobranych probek powietrza badano po
jednym dniu oraz po: dwoéch i dziewigciu dniach
przechowywania w eksykatorze i w zamrazalniku
chtodziarki. Wyniki badan przedstawiono w tabeli 4.

Wyniki badania trwalosci préobek powietrza, przechowywanych w temperaturze pokojowej i w zamrazalniku
chlodziarki. Kolumna Ultra C18, detektor DAD (4 = 380 nm)

Numer Miejsce 2% . Srednie pola S.reflme keleleoxzRze
rurki przechowywania IS O L powierzchni pikow DL
liczba dni z dwoch filtrow
1 1817,7
1 1833,7
2 1849,6
1 1617,25
eksykator ) 1614.4
2 1611,6
1 281,6
9 386,8
2 492,05
1 2099,6
1 2110,8
2 2121,95
1 7alni 2180,1
zamraz.alm.k ) 21749
2 chlodziarki 2169,7
1 2006,35
9 1998,85
2 1991,35

Na podstawie uzyskanych wynikow badan
stwierdzono, ze probki nie moga by¢ przechowywa-
ne w temperaturze pokojowej. Probki przechowy-
wane w zamrazalniku chtodziarki zachowuja trwa-
to$¢ do dziewigciu dni.

Walidacja metody
Parametry walidacyjne wyznaczano zgodnie z do-
brag praktyka laboratoryjna i wymaganiami zawar-

Tabela S.
Dane walidacyjne metody oznaczania but-2-enalu

tymi w normie europejskiej PN-EN 482. W celu
wyznaczenia granicy wykrywalno$ci i oznaczalno-
$ci przygotowano trzy $lepe proby. Roztwory znad
zelu krzemionkowego z naniesiona 2,4-DNFH ana-
lizowano chromatograficznie (po 10 pomiaréw dla
kazdej Slepej proby). Na podstawie wynikéw analizy
powierzchni piku o czasie retencji pochodnej but-
-2-enalu wyznaczono granice wykrywalnosci oraz
granice¢ oznaczalno$ci. Uzyskane dane walidacyjne
przedstawiono w tabeli 5.

Granica wykrywalno$ci

Granica oznaczalnosci
Catkowita precyzja badania
Wzgledna niepewnos¢ catkowita
Niepewnos¢ rozszerzona

Walidowane parametry Wartos¢
Zakres pomiarowy 0,1 +2 mg/m?
Ilos¢ pobranego powietrza 121

Zakres krzywej wzorcowej 0,6 + 12 pg/ml

1,26 ng/ml (0,21 pg/m?)
3,77 ng/ml (0,63 pg/m3)
5,08%

11%

22%
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PODSUMOWANIE

W artykule przedstawiono metod¢ oznaczania
but-2-enalu w powietrzu na stanowiskach pracy
z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z detektorem diodowym. Metoda polega
na przepuszczeniu badanego powietrza, zawiera-
jacego but-2-enal, przez rurke szklang wypetniong
zelem krzemionkowym z naniesiong 2,4-dinitrofe-
nylohydrazyng. Po desorpcji acetonitrylem, 2,4-di-
nitrofenylohydrazon but-2-enalu analizowano chro-
matograficznie z zastosowaniem kolumny Ultra C18
(250 x 4,6 mm; 5 pm).

Opracowana metoda umozliwia oznaczanie but-
-2-enalu w powietrzu na stanowiskach pracy w za-
kresie stezen 0,1 + 2 mg/m?®, tj. od 1/10 do 2 war-
to$ci najwyzszego dopuszczalnego stezenia. Metoda
charakteryzuje si¢ dobra precyzja i doktadnoscia,
spelnia wymagania zawarte w normie europejskiej
PN-EN 482. Metoda moze by¢ wykorzystana przez
laboratoria higieny pracy do wykonywania pomia-
rOw zawarto$ci par but-2-enalu w powietrzu na sta-
nowiskach pracy, a takze oceny narazenia pracow-
nikdéw na te substancje.
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ZALACZNIK

PROCEDURA ANALITYCZNA OZNACZANIA
BUT-2-ENALU W POWIETRZU NA STANOWISKACH PRACY

1. Zakres procedury

W niniejszej procedurze podano metod¢ oznacza-
nia zawartosci but-2-enalu (nr CAS: 4170-30-3)
w powietrzu na stanowiskach pracy z zastosowaniem
chromatografu cieczowego z detektorem spektrofo-
tometrycznym. Metode stosuje si¢ podczas kontroli
warunkow sanitarnohigienicznych.

Najmniejsze stgzenie but-2-enalu, jakie mozna
oznaczy¢ w warunkach: pobierania probek powietrza
1 wykonania oznaczania, opisanych w procedurze,
wynosi 0,1 mg/m?® (dla probki powietrza o objetosci
12 1).

2. Powolania normatywne

PN-Z-04008-7 Ochrona czysto$ci powietrza — Po-
bieranie probek — Zasady pobierania probek powie-
trza w Srodowisku pracy 1 interpretacji wynikow.

3. Zasada metody

Metoda  polega na:  adsorpcji  but-2-ena-
lu na zZelu krzemionkowym =z naniesiong
2,4-dinitrofenylohydrazyna, ekstrakcji acetonitrylem
i analizie chromatograficznej otrzymanego roztworu.

4. Postanowienia ogolne

4.1. Doktadno$¢ wazenia
O ile nie zaznaczono inaczej, substancje stosowane
w analizie nalezy wazy¢ z doktadno$cia do 0,0002 g.
4.2. Postgpowanie z substancjami
niebezpiecznymi
Czynnosci, podczas ktdrych uzywa si¢ rozpuszczal-
nikow organicznych, nalezy wykonywaé z uzyciem
srodkow ochrony indywidualnej, pod sprawnie dzia-
fajacym wyciagiem laboratoryjnym. Pozostale po
analizie roztwory odczynnikéw i wzorcéw nalezy
gromadzi¢ w przeznaczonych do tego celu pojem-
nikach i przekazywa¢ do utylizacji w uprawnionych
instytucjach.

5. Odczynniki, roztwory i materialy

Do analizy, o ile nie zaznaczono inaczej, nalezy stoso-
waé substancje o stopniu czystosci co najmniej cz.d.a.:

5.1.
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.
5.6.
5.7.

But-2-enal
Acetonitryl, o czystosci do HPLC
2,4-Dinitrofenylohydrazyna
2,4-Dinitrofenylohydrazon but-2-enalu
Kwas fosforowy(V), roztwor 85-procentowy
Metanol, o czystosci do HPLC
Roztwér wzorcowy podstawowy
2,4-dinitrofenylohydrazonu but-2-enalu
Do zwazonej kolby miarowej o pojemnosci 10 ml
odwazy¢ 21,4 mg 2,4-dinitrofenylohydrazonu but-
-2-enalu wg punktu 5.4., uzupehi¢ do kreski aceto-
nitrylem wg punktu 5.2. i doktadnie wymieszaé. Ste-
zenie but-2-enalu w tak przygotowanym roztworze
wynosi 0,6 mg/ml.

5.8. Roztwory wzorcowe robocze

2,4-dinitrofenylohydrazonu but-2-enalu

Do sze$ciu kolb miarowych o pojemnosci 10 ml od-
mierzy¢ kolejno: 10; 15; 25; 50; 100 i 200 pl roz-
tworu wzorcowego podstawowego wg punktu 5.7.,
uzupehié¢ do kreski acetonitrylem wg punktu 5.2.
i wymieszac. Stgzenie but-2-enalu w tak przygoto-
wanych roztworach wynosi odpowiednio: 0,6; 0,9;
1,5;3; 6112 pg/ml.

5.9. Roztwor do wyznaczania

wspotczynnika desorpcji

Do zwazonej kolby miarowej o pojemnosci 10 ml
odwazy¢ okoto 24 mg but-2-enalu wg punktu 5.1.,
uzupehi¢ do kreski metanolem wg punktu 5.6. 1 do-
ktadnie wymieszaé. Stezenie but-2-enalu w tak przy-
gotowanym roztworze wynosi okoto 2,4 mg/ml.

Roztwory wg punktow: 5.7., 5.8. 1 5.9. nalezy
przygotowywaé bezposrednio przed analizg.

5.10. Roztwoér do derywatyzacji
Do zwazonej kolby miarowej o pojemnosci 5 ml
odwazy¢ okoto 20 mg 2,4-dinitrofenylohydrazyny
wg punktu 5.3., doda¢ 0,1 ml kwasu fosforowego-
(V) wg punktu 5.5. i uzupeti¢ do kreski acetoni-
trylem.

Roztwoér przechowywany w chlodziarce zacho-
wuje trwatos$¢ przez co najmniej 12 miesiecy.

6. Przyrzady pomiarowe
i sprzet pomocniczy

Stosowac¢ przyrzady pomiarowe 1 wymieniony
sprzegt pomocniczy:
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6.1. Chromatograf cieczowy
Chromatograf cieczowy z detektorem spektrofoto-
metrycznym umozliwiajagcym wykonanie analizy
przy dhugosci fali analitycznej 4 = 380 nm.

6.2. Kolumna chromatograficzna
Kolumna chromatograficzna umozliwiajgca roz-
dzielenie 2,4-dinitrofenylohydrazonu but-2-enalu od
innych substancji wystepujacych jednoczesnie w ba-
danym powietrzu, np. kolumna o dtugosci 250 mm
i $rednicy wewngtrznej 4,6 mm, wypetniona faza
oktadecylowa o uziarnieniu 5 pm.

6.3. Pompa ssaca
Pompa ssgca umozliwiajgca pobieranie probek po-
wietrza ze statym strumieniem objetosci wg punktu 7.

6.4. Naczynka do desorpcji
Naczynka szklane, o pojemnosci okoto 3 ml z na-
kretkami i uszczelkami silikonowymi, wyposazone
w zawory umozliwiajgce pobieranie roztworu bez
otwierania naczynek.

6.5. Rurki pochtaniajace
Dostepne w handlu rurki szklane wypekione dwie-
ma warstwami zelu krzemionkowego (300 1 150 mg)
z naniesiong 2,4-dinitrofenylohydrazyna.

6.6. Strzykawki do cieczy
Strzykawki do cieczy o pojemno$ci 5 pl + 2,5 ml.

7. Pobieranie probek powietrza

Probki powietrza nalezy pobiera¢ zgodnie z wy-
maganiami zawartymi w normie PN-Z-04008-7.
W miejscu pobierania probek powietrza, przez
rurke pochtaniajgcg wg punktu 6.5., przepusci¢ do
12 I badanego powietrza do oceny zgodno$ci warun-
koéw pracy z wartoscig najwyzszego dopuszczalnego
stezenia (NDS), dwukrotnie po 1,5 | badanego po-
wietrza do oceny zgodno$ci warunkow pracy z war-
toscig najwyzszego dopuszczalnego stgzenia chwi-
lowego (NDSCh) ze stalym strumieniem objetosci
nie wigkszym niz 6 l/h.

Pobrane probki, przechowywane w zamrazalniku
chlodziarki, zachowuja trwato$¢ do dziewigciu dni.

8. Warunki pracy chromatografu

Warunki pracy chromatografu nalezy tak dobrac,
aby uzyskac¢ rozdzielenie 2,4-dinitrofenylohydrazo-
nu but-2-enalu od innych substancji wystepujacych
jednocze$nie w badanym powietrzu. W przypadku
stosowania kolumny chromatograficznej o parame-
trach podanych w punkcie 6.2., przyktadowe wa-
runki wykonania oznaczania sg nastepujace:
— temperatura kolumny 20 °C

— faza ruchoma: acetonitryl: woda  85: 15
— natgzenie przeptywu strumienia
fazy ruchome;j 0,6 ml/min

— dlugos¢ fali analitycznej detektora 380 nm
— dozowanie probki 10 pul.

9. Sporzadzanie krzywej wzorcowej

Do chromatografu wprowadzi¢ po 10 ul roztworéw
wzorcowych roboczych 2,4-dinitrofenylohydrazo-
nu but-2-enalu wg punktu 5.8. Z kazdego roztworu
nalezy wykona¢ dwukrotny pomiar. Odczyta¢ po-
wierzchnie pikdw wg wskazan integratora i obliczy¢
$rednig arytmetyczng. Roznica miedzy wynikami
a wartoscig $rednig nie powinna by¢ wigksza niz
5% wartosci $redniej. Nastepnie wykresli¢ krzywa
wzorcows, odktadajac na osi odcietych stezenie but-
-2-enalu, w mikrogramach na mililitr, a na osi rzed-
nych — odpowiadajgce im $rednie powierzchnie pi-
kéw 2,4-dinitrofenylohydrazonu but-2-enalu.

10. Wykonanie oznaczania

Po pobraniu prébki powietrza przesypa¢ oddzielnie
kazda warstwe zelu krzemionkowego z rurki pochta-
niajacej wg punktu 6.5. do naczynek do desorpcji wg
punktu 6.4. Nastepnie doda¢ po 2 ml acetonitrylu
wg punktu 5.2., naczynka szczelnie zamknac 1 prze-
prowadzi¢ desorpcje w ciggu 30 min, intensywnie
wstrzgsajac co pewien czas ich zawartoscig. Nastep-
nie pobra¢ po 10 pl roztworu znad zelu krzemion-
kowego i bada¢ chromatograficznie w warunkach
okreslonych w punkcie 8. Z kazdego roztworu wy-
kona¢ dwukrotny pomiar. Odczyta¢ z uzyskanych
chromatograméw powierzchnie pikow 2,4-dinitro-
fenylohydrazonu but-2-enalu wedlug wskazan in-
tegratora i obliczy¢ $rednig arytmetyczng. Rdznica
mi¢dzy wynikami a warto$cig $rednig nie powinna
by¢ wigksza niz 5% warto$ci $redniej. Z krzywych
wzorcowych odczytaé stezenie but-2-enalu w bada-
nym roztworze.

W taki sam sposoéb wykona¢ oznaczanie but-
-2-enalu w roztworze znad krotszej warstwy zelu
krzemionkowego. St¢zenie but-2-enalu oznaczone
w kroétszej warstwie zelu krzemionkowego nie po-
winno przekracza¢ 10% stgzenia oznaczonego
w dhuzszej warstwie zelu krzemionkowego. W prze-
ciwnym razie wynik nalezy traktowac jako orienta-

cyjny.
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11. Wyznaczanie wspoélczynnika
desorpcji

Do pieciu naczynek do desorpcji, wg punktu 6.4.,
przesypac dtuzsza warstwe zelu (300 mg) z rurki po-
chlaniajacej wg punktu 6.5. Nastepnie dodac po 5 ul
roztworu do wyznaczania wspotczynnika desorpcji
wg punktu 5.9. W szostym naczynku przygotowac
roztwor kontrolny zawierajacy tylko zel. Naczynka
szczelnie zamknac 1 pozostawi¢ do nastepnego dnia.
Nastepnie doda¢ po 2 ml acetonitrylu wg punktu 5.2.
Naczynka ponownie zamkna¢ i przeprowadzi¢ de-
sorpcje w ciagu 30 min, intensywnie wstrzasajac co
pewien czas ich zawarto$cig. Jednocze$nie wykonad
oznaczanie badanej substancji, co najmniej w trzech
roztworach poréwnawczych, przygotowanych przez
dodanie do 5 pl roztworu do desorpcji wg punktu
5.9., 100 pul roztworu do derywatyzacji wg punktu
5.10. 1 1,9 ml acetonitrylu wg punktu 5.2. Tak uzy-
skane roztwory bada¢ chromatograficznie w warun-
kach okreslonych w punkcie 8.

Wspotczynnik desorpcji but-2-enalu (d) obliczy¢
na podstawie wzoru:

w ktorym:

P,— srednia powierzchnia pikow  2,4-di-
nitrofenylohydrazonu but-2-enalu  na

chromatogramach roztworéw po desor-

peji,

$rednia powierzchnia pikow 2,4-di-

nitrofenylohydrazonu but-2-enalu na

chromatogramach roztworu kontrol-

nego,

P $rednia powierzchnia pikéow 2.4-dini-
trofenylohydrazonu but-2-enalu na
chromatogramach roztworéw porow-
nawczych.

Nastepnie obliczy¢ srednig warto$¢ wspotczynni-
ka desorpcji but-2-enalu () jako $rednig arytmetycz-
na otrzymanych wartosci (d).

Wspotczynnik desorpcji nalezy wyznaczaé dla
kazdej nowej partii rurek pochtaniajacych wg punk-
tu 6.5.

12. Obliczanie wyniku oznaczania

Stezenie but-2-enalu (X) w badanym powietrzu ob-
liczy¢ na podstawie wzoru, w miligramach na metr
szescienny:

X:2'(Cl ‘tcz)
V-d

El

w ktorym:

c,— stezenie but-2-enalu w roztworze znad
pierwszej warstwy zelu, odczytane z krzy-
wej wzorcowej, w mikrogramach na mili-
litr,

¢,— stezenie but-2-enalu w roztworze znad

drugiej warstwy zelu, odczytane z krzywej

wzorcowej, w mikrogramach na mililitr,

objetos¢ powietrza przepuszczonego przez

rurke pochtaniajaca, w litrach,

d — Srednia warto$¢ wspotczynnika desorpcji
wyznaczona zgodnie z punktem 11.,

2 — objetos¢ acetonitrylu stosowana do desorp-
¢ji, w mililitrach.







