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Streszczenie

Masa poreakcyjna 5-chloro-2-metylo-2H-izotiazol-3-onu i 2-metylo-2H-izotiazol-3-onu (3: 1), okreslana jako CIT/MIT,
w temperaturze pokojowej jest jasnozottym cialem statym o strukturze krystalicznej. CIT/MIT bardzo dobrze rozpuszcza
sie w wodzie (>3 kg/l), natomiast stabiej w takich rozpuszczalnikach organicznych, jak: metanol, octan etylu czy toluen.
CIT/MIT jest powszechnie stosowany jako srodek biobojczy w produktach konsumenckich. Wystepuje zaréwno w kosme-
tykach, jak i srodkach czyszczacych, a takze produktach detergentowych (np. w farbach). Szkodliwe dziatanie mieszaniny
CIT/MIT manifestuje si¢ podraznieniem skory oraz bton §luzowych oczu. Substancja ta moze rowniez dziata¢ uczulajaco
zwlaszcza w stezeniach wyzszych niz 0,0015%. Celem prac badawczych bylo opracowanie i walidacja metody oznaczania
mieszaniny CIT/MIT w srodowisku pracy. Opracowana metoda oznaczania mieszaniny CIT/MIT polega na pochlanianiu
par lub aerozolu na pluczki z woda destylowang i oznaczeniu skladnikéw mieszaniny technikg wysokosprawnej chroma-
tografii cieczowej z detekcja spektrofotometryczng (HPLC-UV-VIS). Opracowana metoda jest liniowa w zakresie stezen
0,2 + 4 pg/ml, co odpowiada zakresowi 0,02 + 0,4 mg/m® dla probki powietrza o objetosci 100 1. Sporzadzona metoda
analityczna umozliwia oznaczanie mieszaniny CIT/MIT w powietrzu na stanowiskach pracy w obecnosci innych zwigz-

! Opracowano i wydano na podstawie wynikéw V etapu programu wieloletniego ,,Poprawa bezpieczenstwa i warunkéw pracy’, finansowanego
w zakresie badan naukowych i prac rozwojowych ze srodkéw Narodowego Centrum Badan i Rozwoju. Projekt nr ILPB.02 pt. ,,Opracowanie metod
oznaczania 12 szkodliwych substancji chemicznych w powietrzu na stanowiskach pracy do oceny narazenia zawodowego”.

Koordynator programu: Centralny Instytut Ochrony Pracy - Panistwowy Instytut Badawczy
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kéw z grupy izotiazolanéw. Metoda charakteryzuje sie dobra precyzja i doktadnoscia, spetnia wymagania normy PN-EN 482
dla procedur dotyczacych oznaczania czynnikéw chemicznych. Opracowana metoda oznaczania mieszaniny CIT/MIT
w powietrzu na stanowiskach pracy zostala zapisana w postaci procedury analitycznej, ktérg zamieszczono w zalaczni-
ku. Zakres tematyczny artykutu obejmuje zagadnienia dotyczace zdrowia oraz bezpieczenistwa i higieny srodowiska pracy,
bedace przedmiotem badan z zakresu nauk o zdrowiu oraz inzynierii $rodowiska.

Stowa kluczowe: izotiazolany, CIT/MIT, chromatografia cieczowa, powietrze na stanowiskach pracy, nauki o zdrowiu,
inzynieria $rodowiska.

Abstract

Post reaction mixture of 5-chloro-2-methyl-2H-isothiazol-3-one and 2-methyl-2H-isothiazol-3-one (3: 1) named as
CIT/MIT in room temperature is a light yellow crystalline solid. CIT/MIT is highly soluble in water (>3 kg/1) and slightly
soluble in such organic solvents, as methanol, ethyl acetate or toluene. CIT/MIT is used as biocide in consumer products
like cosmetics, cleaning fluids or paints. CIT/MIT may cause side effects such as skin or eye irritation. It may also cause
skin sensitization especially in concentrations higher than 0.0015%. The aim of the work was to develop and validate
a method of determination of CIT/MIT in workplace air. The method is based on collection of the vapors or aerosol
of these substances in water filed impingers, and analysis of the resulted solution by means of HPLC-UV-VIS technique.
The developed method is linear in the concentration range of 0.2-4 pg/ml, which corresponds to the range of
0.02-0.4 mg/m’for a 100-L air sample. The analytical method described in this paper enables determination of CIT/MIT
mixtureinairatworkplacesinthe presenceofotherisothiazolones. Themethodis precise,accurateanditmeets the criteria for
procedure for determination of chemical agents listed in Standard No. PN-EN 482. Developed method of determination of
CIT/MIT at workplaces 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.

Keywords: isothiazolones CIT/MIT, liquid chromatography method, workplace air, health sciences, environmental
engineering.

WPROWADZENIE

Masa poreakcyjna 5-chloro-2-metylo-2H-izotia-
zol-3-onu i 2-metylo-2H-izotiazol-3-onu (3: 1),
okreslana jako CIT/MIT, w temperaturze pokojo-
wej jest cialem stalym o strukturze krystalicznej.
CIT/MIT bardzo dobrze rozpuszcza sie w wodzie
(>3 kg/l), natomiast sabiej w takich rozpuszczal-
nikach organicznych, jak: metanol, octan etylu czy
toluen. CIT/MIT jest otrzymywany w reakcji di-
tio-N,N’-dimetylodipropanoamidu z nadmiarem
chlorku sulfurylu w 1,2-dichloroetenie jako miesza-
nina 5-chloro-2-metylo-2H-izotiazol-3-onu (CIT)
i 2-metylo-2H-izotiazol-3-onu (MIT). Przyblizo-
ny stosunek obu zwigzkéw w mieszanie pore-
akcyjnej wynosi 3: 1. Mieszanina CIT/MIT jest
stosowana powszechnie jako $rodek biobdjczy.
W instalacjach przemystowych CIT/MIT wyko-
rzystuje si¢ do kontrolowania rozwoju mikroorga-
nizmow (tj. bakterii, grzybéw, glonéw) w plynach
technologicznych (instalacje chlodnicze) oraz
w plynach stosowanych do obrébki metali lub
drewna. CIT/MIT jest réwniez stosowany jako
dodatek konserwujacy do: produktéw chemii
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uzytkowej, farb, klejow lub kosmetykow. Naraze-
nie na CIT/MIT w postaci par lub aerozolu moze
mie¢ miejsce podczas produkeji tej mieszaniny
lub w trakcie stosowania plynéw zawierajacych
CIT/MIT do obrébki metali lub drewna (ECHA
2022; Konieczko, Broda 2022).

Szkodliwe dzialanie mieszaniny CIT/MIT
manifestuje si¢ podraznieniem skory oraz bton
Sluzowych oczu. Substancja ta moze rowniez
dziala¢ uczulajaco, zwlaszcza w stezeniach
wyzszych niz 0,0015% (Konieczko, Broda 2022;
PubChem 2022).

W tabeli 1 przedstawiono zharmonizowa-
na klasyfikacje i oznakowanie mieszaniny CIT/
MIT zgodnie z rozporzadzeniem Parlamentu
Europejskiego i Rady WE nr 1272/2008 z dnia
16 grudnia 2008 r. w sprawie klasyfikacji, oznako-
wania i pakowania substancji i mieszanin, zmie-
niajacego i uchylajacego dyrektywy 67/548/EWG
i 1999/45/WE oraz zmieniajgcego rozporzadzenie
WE nr 1907/2006 ze zm. (rozporzadzeniem Komi-
sji (WE) nr 790/2009), (Rozporzadzenie... 2008).
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Tabela 1. Zharmonizowana klasyfikacja oraz oznakowanie mieszaniny poreakcyjnej CIT/MIT zgodnie z obowigzujacymi aktami prawnymi

(rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1272/2008)

Table 1. Classification and labeling of CIT/MIT post reaction mixture in accordance with the applicable legal acts (Regulation (EC)

No 1272,/2008)

Klasyfikacja zagrozenia i kody kategorii

Kody zwrotdw wskazujacych rodzaj zagrozenia

stwarzajgca zagrozenie dla srodowiska wodnego — kategoria przewlekta

Acute Tox. 2 H330

toksycznos¢ ostra — kategoria 2 wdychanie grozi Smiercig

Acute Tox. 2 H310

toksycznos¢ ostra — kategoria 2 grozi Smiercig w kontakcie ze skorg

Acute Tox. 3 H301

toksycznos¢ ostra - kategoria 2 dziata toksycznie po potknieciu

Skin Corr. 1C H314

dziatanie zrace/draznigce na skore — kategoria 1 powoduje powazne oparzenia skory oraz uszkodzenia oczu
Eye Dam. 1 H318

powazne uszkodzenie oczu/dziatanie draznigce na oczy - kategoria 1 powoduje powazne uszkodzenia oczu

Skin Sens. 1A H317

dziatanie uczulajace na drogi oddechowe lub skére — kategoria 1A (skéra) moze powodowac reakcje alergiczna skory
AquaticAcute 1 H400

stwarzajaca zagrozenie dla srodowiska wodnego - kategoria ostra dziata toksycznie na organizmy wodne
Aquatic Chronic 1 H410

dziata bardzo toksycznie na organizmy wodne,
powodujac dtugotrwate skutki

Zespot Ekspertow ds. Czynnikéw Chemicz-
nych Miedzyresortowej Komisji ds. NDS i NDN
Czynnikéw Szkodliwych dla Zdrowia w Srodowi-
sku Pracy zaproponowal warto$¢ najwyzszego do-
puszczalnego stezenia (NDS) dla mieszaniny pore-
akcyjnej CIT/MIT w powietrzu $rodowiska pracy
na poziomie 0,2 mg/m® oraz warto$¢ najwyzszego
dopuszczalnego stezenia chwilowego (NDSCh)
na poziomie 0,4 mg/m’. Dodatkowo zapropono-
wano oznakowanie zwigzku symbolami: ,,skora” -
wchlanianie substancji przez skére moze by¢ tak
samo istotne, jak przy narazeniu droga oddecho-
w3, ,A” — substancja o dzialaniu uczulajagcym oraz
~C” — substancja o dzialaniu zracym (Konieczko,
Broda 2022).

Celem prac badawczych bylo opracowanie
odpowiednio czulej i selektywnej metody
oznaczania mieszaniny CIT/MIT w powietrzu
na stanowiskach pracy, umozliwiajacej pomiary
jej stezen zgodnie z wymaganiami normy PN-EN
482, a nastepnie pozwalajacej na dokonanie oceny
narazenia zawodowego.

Zakres tematyczny artykutu obejmuje zagadnie-
nia z zakresu zdrowia oraz bezpieczenstwa i higie-
ny $rodowiska pracy, bedace przedmiotem badan
zzakresu nauk o zdrowiu oraz inzynierii Srodowiska.
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Zatozenia opracowanej metody

Ze wzgledu na wlasciwosci fizykochemiczne obu
skladnikéw mieszaniny (5-chloro-2-metylo-2H-
-izotiazol-3-onu i 2-metylo-2H-izotiazol-3-onu)
orazmozliwos¢ wystepowania mieszaniny CIT/MIT
w srodowisku pracy w postaci aerozolu lub par zde-
cydowano o zastosowaniu do pobierania probek
powietrza pluczek belkotkowych wypelnionych
woda. Taki sposdb pobierania probek powietrza
do oznaczen mieszaniny CIT/MIT zostat opisany
w pracy badaczy koreanskich (Park i in. 2020) i byt
uzasadniony przez autoré6w wysoka reaktywno-
$cig i nietrwaloscig izotiazolanéw w powietrzu. Do
oznaczen ilo$ciowych izotiazolanéw w produktach
chemii przemyslowej, wyrobach kosmetycznych,
powietrzu lub wodzie najczesciej wykorzystuje sie
technike wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej z detekeja spektrofotometryczng (Baranowska,
Wojciechowska 2013; Cha i in. 2012; Nagorka i in.
2015; Park i in. 2020; Rosero-Moreano i in. 2014)
lub w sprzezeniu z tandemowg spektrometrig mas
(Kawakami i in. 2012; Lin i in. 2010; Speksnijder
iin. 2010; Zhong i in. 2019). Znacznie rzadziej jest
wykorzystywana do tego celu technika chromato-
grafii gazowej sprzezonej z detekcja mas (Garcia
iin. 2020; Rafoth i in. 2007).
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Na podstawie dostepnych danych z pismien-
nictwa stwierdzono, ze oba zwigzki tworzgace
mieszaning CIT/MIT mozna oznaczaé techni-
ka wysokosprawnej chromatografii cieczowej,
stosujac kolumny wypelnione fazg oktadecylowa
C-18 (Baranowska, Wojciechowska 2013; Cha i in.
2012; Nagorka i in. 2015; Park i in. 2020; Rosero-
-Moreano iin. 2014).

Na podstawie danych literaturowych, wlasnosci
fizykochemicznych CIT/MIT, a takze proponowa-
nych wartos$ci NDS i NDSCh zalozono pobieranie
probek powietrza do pluczek betkotkowych wy-
petnionych woda i analize instrumentalng techni-
ka wysokosprawnej chromatografii cieczowe;.

CZESC DOSWIADCZALNA

Do pobierania probek powietrza zastosowano
pluczki betkotkowe o pojemnosci 25 ml wypel-
nione 10 ml wody destylowanej. Do oznaczen ilo-
sciowych wykorzystano technike wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej z detekcja spektrofoto-
metryczna.

Przy  opracowaniu metody oznaczania
mieszaniny CIT/MIT w powietrzu przyjeto
nastepujace zalozenia:

- pobdr jednej probki na zmiane robocza

- objeto$¢ pobranego powietrza 100 1

- zakres pomiarowy 0,2 + 4,0 pug/ml (co dla
probki powietrza 100 1 odpowiada zakre-
sowi 0,02 + 0,4 mg/m’ (1/10 + 2 NDS).

Aparatura, materiaty i odczynniki

Wszystkie badania wykonano z zastosowaniem
aparatury analitycznej, materialéw i odczynnikow
wymienionych ponize;j.

Aparatura:
- aspiratory indywidualne SKC Model 222
- chromatograf cieczowy Acquity Arc
LC System firmy Waters wyposazony
w poczwoérny system pomp wysokocis-
nieniowych, detektor spektrofotome-
tryczny Waters 2489, termostat kolumny
analitycznej, automatyczny dozownik

probek i komputer z programem sterowa-
nia i akwizycji danych

- kolumna Waters CORTECS C18 o dtu-
gosci 150 mm i $rednicy wewnatrznej
3 mm wypelnionej zlozem o $rednicy zia-
ren 2,7 yum.

Materiaty:

- pluczki betkotkowe o pojemnosci 25 ml ze
spiekiem szklanym

- filtry strzykawkowe z membrang z PTFE
(Supelco)

- kolby miarowe o pojemnosci 10 ml

- naczynka (wialki) szklane o pojemnosci
2 ml ze szkta oranzowego

- pipety automatyczne nastawne o pojemno-
$ci: 0,010 = 0,1 ml; 0,1 + 1 mli0,5+ 5 ml.

Odczynniki:

- mieszanina  CIT/MIT  (certyfikowany
material odniesienia (CRM) stanowigcy
mieszaning 5-chloro-2-metylo-2H-izotia-
zol-3-onu (CIT) i 2-metylo-2H-izotiazol-
-3-onu (MIT) zmieszanych w stosunku
3:1), (Merck)

- metanol do HPLC (JT Baker)

- woda o czystoéci do HPLC.

WYNIKI BADAN | ICH OMOWIENIE

Dobér optymalnych warunkéw
rozdziatu chromatograficznego

Masa poreakcyjna CIT/MIT jest mieszaning zlo-
zong z dwdch skfadnikéw: 5-chloro-2-metylo-2H-
-izotiazol-3-onu (CIT) i 2-metylo-2H-izotiazol-3-onu
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(MIT). Zaproponowana warto$¢ NDS dotyczy
sumy stezen obu skladnikéw, co wymaga dobra-
nia warunkéw rozdzialu chromatograficznego
(rodzaj kolumny analitycznej, modyfikacja sktadu
ruchomej) umozliwiajacych

fazy selektywne
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Rycina 1. Chromatogram mieszaniny 2-metylo-2H-izotiazol-3-onu (MIT) i 5-chloro-2-metylo-2H-izotiazol-3-onu (CIT). Kolumna

CORTECS (150 mm x 3 mm), A = 274 nm

Figure 1. Chromatogram of a mixture of 2-methyl-2H-isothiazol-3-one (MIT) and 5-chloro-2-methyl-2H-isothiazol-3-one (CIT).

CORTECS column (150 mm x 3 mm), A = 274 nm

oznaczenie obu komponentéw. Mozliwos¢ se-
lektywnego oznaczania mieszaniny CIT/MIT
testowano na kolumnie Waters CORTECS
(150 mm x 3 mm) eluowanej mieszaning me-
tanolu i wody o stalym skfadzie procentowym
(30: 70 - elucjaizokratyczna). Parametry pracy de-
tektora UV-VIS (diugos¢ fali analitycznej A = 274)
dobrano na podstawie danych literaturowych
(Baranowska, Wojciechowska 2020).

Na rycinie 1 przedstawiono chromatogram
mieszaniny CIT/MIT analizowanej przy zastoso-
waniu kolumny CORTECS C-18.

Wszystkie parametry analizy instrumentalnej
podano w tabeli 2. Podane warunki pracy chro-

matografu cieczowego umozliwiajg selektywne
oznaczenie stezenia kazdego ze skladnikéw mie-
szaniny. Ewentualna obecnos¢ substancji wspot-
wystepujacych (inne substancje z grupy izotia-
zolonéw, takie jak: 1,2-benzotiazol-3(2H)-on,
2-oktyl-3(2H)-izotiazolinon, dichlorooktylizotia-
zolinon lub 2-metyl-1,2-benzoizotiazolin-3-on)
przy zalozonych parametrach analizy nie bedzie
przeszkadzala w selektywnym oznaczeniu CIT
i MIT z uwagi na dluzsze czasy retencji wyzej wy-
mienionych substancji (Zhong i in. 2019).

Tabela 2. Warunki pracy chromatografu cieczowego z detektorem UV-VIS
Table 2. Working conditions of a liquid chromatograph with a UV-VIS detector

Kolumna analityczna Waters CORTECS 150 mm x 3 mm, 2,7 ym

Faza ruchoma woda metanol
Program - izokratycznie (v:v) 70 30
Natezenie przeptywu strumienia fazy ruchomej 0,3 ml/min

Temperatura kolumny 30°C

Dtugosc fali analitycznej, 274 nm

Objetos¢ dozowanej probki 5ul
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Badanie zakresu stosowania liniowosci
i precyzji metody analitycznej

W celu zbadania zakresu roboczego metody ozna-
czania 2-metylo-2H-izotiazol-3-onu i 5-chloro-
-2-metylo-2H-izotiazol-3-onu (CIT/MIT) przygo-
towano 3 serie po 8 kolb miarowych o pojemnosci
10 ml. Z certyfikowanego materialu odniesienia
(CRM) mieszaniny CIT/MIT sporzadzono roz-
twér o sumarycznym stezeniu obu skladnikéw
wynoszacym 40 ug/ml. Do kolb miarowych o po-
jemnosci 10 ml dodano po: 0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,25;
0,5; 0,75 i 1 ml roztworu mieszaniny CIT/MIT
i uzupelniono kolby do kreski wodg. Sumarycz-
ne stezenia obu zwigzkéw w tak przygotowanych
roztworach wynosity: 0,0; 0,2; 0,4; 0,8; 1; 2; 3
i4 pg/ml (CIT - 0,15; 0,3; 0,6; 0,75; 1,5; 2,25

i3 pg/ml oraz MIT - 0,0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,25; 0,5;
0,75 i 1 pg/ml). Po doktadnym wymieszaniu roz-
twory przeniesiono do naczynek chromatograficz-
nych o pojemnosci 2 ml i poddano analizie chro-
matograficznej przy dlugosci fali 274 nm.

Wyniki badania linjowo$ci metody w bada-
nym zakresie stezen przedstawiono w tabeli 3
i graficznie na rycinie 2. Z uzyskanych danych wy-
nika, ze zalezno$¢ odpowiedzi detektora spektrofo-
tometrycznego na analizowane stezenia CIT/MIT
w badanym zakresie stezen 0,2 + 4 pg/ml ma cha-
rakter liniowy. Zalezno$¢ te opisuje réwnanie:
y=158484x - 700,13. Wyrazony w procentach wspot-
czynnik zmiennosci (CV) dla 3 serii kalibracyjnych
wynosi 1,0%, a wspotczynnik regresji r = 0,9999.

W celu zbadania zgodnosci wynikéw przy wie-
lokrotnym powtarzaniu oznaczenia przygotowano

250000
y=58 484x-700,13
z R, =0,9999
= 200000 CV=10,997%
=
=
S
& 150000
2
3
2
S 100 000
IS
>
wv
50 000
0
0 1

2
Stezenie CIT/MIT, ug/ml

3 4 5

Rycina 2. Krzywa wzorcowa mieszaniny CIT/MIT w zakresie 0,2 + 4,0 ug/ml
Figure 2. Standard curve of CIT/MIT mixture in the range of 0.2-4.0 ug/ml

Tabela 3. Wyniki wzorcowania mieszaniny CIT/MIT w roztworach kalibracyjnych

Table 3. Calibration results of CIT/MIT mixture in standard solutions

Badane Stezenie CIT/MIT, pg/ml
parametry 0,2 0,4 0,8 1,0 2,0 3,0 4,0
Suma pdl 11632 23139 45 862 57945 116 249 172098 234120
powierzchni 11608 22922 45748 57704 116123 174 820 234197
pikbw (PPP) 11334 22730 45438 57542 15714 174 579 233 961
Srednia PPP 11524,7 22930,3 45682,7 57730,3 116 028,7 173 832,3 234 092,7
Odchylenie
standardowe, 165,6 204,6 219,4 202,8 279,7 1506,8 120,4
SD
Wspdtczynnik
zmiennosci, 1.4 0.9 0.5 0.4 0,2 0,9 0.1
vV, %
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3 serie po 10 roztworéw wzorcowych CIT/MIT
o sumarycznych stezeniach: 0,2; 1 i 4 pg/ml. Roz-
twory poddano analizie chromatograficzne;j.
Wyniki badan precyzji oznaczen przedstawio-
no w tabeli 4. Wskazuja one na to, iz zalozone
warunki wykonania analizy pozwalajag na pre-
cyzyjne wykonanie oznaczen stezen CIT/MIT
w powietrzu. Wspdlczynniki zmiennosci (CV)
rozrzutéw uzyskanych wynikéw w stosunku do
wartosci $rednich dla stezen: 0,2; 1 i 4 ug/ml
wynoszg odpowiednio: 0,61; 0,59 i 0,27%, a roz-
rzut wynikow oznaczen CIT/MIT w roztworach
w stosunku do warto$ci zakladanej nie przekra-
cza 1,4% dla zadnego z analizowanych stezen.

Badanie warunkéw pobierania probek powietrza

W celu zbadania wplywu zalozonych warunkow
pobierania probek powietrza na mozliwos$¢ powsta-
wania strat analizowanych zwigzkéw mieszaniny
2-metylo-2H-izotiazol-3-onu i 5-chloro-2-metylo-2H-

Tabela 4. Badanie precyzji metody oznaczania mieszaniny CIT/MIT
Table 4. Precision testing for determining CIT/MIT mixture

-izotiazol-3-onu (CIT/MIT) przygotowano 3 serie
po 6 par polaczonych szeregowo pluczek betkot-
kowych. Pluczki A zawieraly po 10 ml roztworu
mieszaniny CIT/MIT o sumarycznym stezeniu: 2;
10 i 40 pg/10 ml (0,2; 1 i 4 pg/ml), ptuczki B zawie-
raly 10 ml czystej wody bez dodatku wzorca. Przez
pluczki przepuszczono ok. 100 1 powietrza ze sta-
lym strumieniem objetosci 265 ml/min za pomoca
niskoprzeptywowych aspiratoréw indywidualnych.
Roztwory z obu ptuczek poddano analizie chroma-
tograficznej w ustalonych wczesniej warunkach.
Wyniki badan dotyczacych warunkéw pobie-
rania probek powietrza przedstawiono w tabeli 5.
Przyjety sposéb pobierania probek powietrza nie
powoduje powstawania istotnych strat analitu. Wy-
razone w procentach $rednie wartosci wspolczyn-
nika odzysku CIT/MIT z roztworu adsorpcyjnego
(10 ml), przez ktéry przepuszczono 100 1 powie-
trza, dla 3 analizowanych zawartosci CIT/MIT
w pluczce (2, 10 i 40 pg) wynosza odpowiednio:

Stezenie CIT/MIT, ug/ml
Numer analizy
zaktadane oznaczone zaktadane ozhaczone zaktadane oznaczone
1 0,198 0,991 4,072
2 0,197 0,996 4,049
3 0,195 1,001 4,063
4 0,196 0,999 4,046
4 0,195 1,004 4,043
6 02 0,196 10 0,997 40 4,040
7 0,195 1,005 4,051
8 0,195 0,999 4,048
9 0,196 1,001 4,060
10 0,198 1,013 4,038
Srednia 0,196 1,001 4,051
Odchylenie
standardowe, SD 0,001 0,006 0,01
Wspbtczynnik
zmiennosci, CV, % 0,61 0,59 0,27
Tabela 5. Badanie warunkéw pobierania probek powietrza do oznaczef mieszaniny CIT/MIT
Table 5. Examination of the air sampling conditionsfor the determination of CIT/MIT mixture
Stesenie CIT/MIT Pole powierzchni piku &red e
: . ezenie , ., . 0 rednia wartos¢
Medium pochtfaniajace ug/ml — roztWor po Wspdtczynnik odzysku, % Aol kS oy kUG
kontrolny desorpgiji
10 847 95,8
10986 97,0
10 850 95,8
11470 10786 95,3
Woda 0,2 11222 11026 97,4 95,8
11269 10586 93,5
SD 1,39
[a% 1,45%
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cd. tab.5 / Table 5 cont.

Steserie CIT/MIT, Pole powierzchni piku &red .
. > tezenie 5 - - , : o rednia wartos¢
Medium pochtaniajgce ug/ml roztwér roztwor po Wspétczynnik odzysku, % wsplezynnika odzysku, %
kontrolny desorpgiji
94,2
54702 241
54 644 3.6
27795 55505 %5 95,4
1,0 58310 56102 96,3 '
58 057 55905 95,8
55587 o 105
cv 1,10%
Woda
97.8
228 696 Zgg
o | B0 e
4,0 231514 96,8 97,8
235078 229 801 98,0
226 345 '
229212 D 0.73
v 0,75 %
Sredni wspétczynnik odzysku, Sr, % 96,4
Odchylenie standardowe, SD 1,5
Wspbtczynnik zmiennosci, CV, % 1,5

95,8% (SD - 1,39); 95,4% (SD — 1,05) i 97,8% (SD
- 0,76). Srednia warto$¢ odzysku dla 3 stezer wy-
nosi 96,4% (SD - 1,5). W zadnej z badanych probek
nie stwierdzono obecno$ci CIT/MIT w roztworach
z drugiej ptuczki.

Badanie trwatosci probek CIT/MIT
pobranych do ptuczek

W celu zbadania trwalosci pobranych do ptuczek
probek powietrza zawierajacego mieszanine 2-me-
tylo-2H-izotiazol-3-onu i 5-chloro-2-metylo-2H-
-izotiazol-3-onu (CIT/MIT) przygotowano 3 serie
po 24 naczynka szklane, w ktérych umieszczono po
10 ml roztworéw CIT/MIT o sumarycznym steze-
niu: 0,2; 1i4 pg/ml. Roztwory umieszczono w chlo-
dziarce. Po 5, 12, 19 i 35 dniach przechowywania
poddawano je analizie po 6 roztworéw z kazdego
stezenia. Warto$ci sumy pol powierzchni pikéw
badanych zwigzkéw uzyskane z analiz roztworéw
wzorcowych poréwnano z wynikami analiz roztwo-
réw wzorcowych CIT/MIT o takich samych steze-
niach przygotowanych w dniu analizy.

Wyniki badan warunkéw przechowywania po-
branych prébek CIT/MIT przedstawiono w tabeli 6.
Z zamieszczonych w tabeli danych wynika, ze prob-
ki mieszaniny CIT/MIT pobrane na ptuczki z woda
i przechowywane w chlodziarce zachowujg trwa-
tosc przez co najmniej 35 dni. Wyrazone w procen-
tach $rednie wartosci wspotczynnika odzysku dla
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poszczegolnych stezenn CIT/MIT w roztworze (2, 10
40 pg/10 ml) po 35 dniach przechowywania wyno-
sz3 odpowiednio: 99,1% (SD - 0,53); 100,7% (SD -
0,13)198,8% (SD - 0,78). Srednia wartoé¢ wydajno-
$ci desorpgji dla 3 stezen wynosi 99,5% (SD - 1,0).

Wyznaczanie granic wykrywalnosci
i oznaczalnosci metody

Badanie granicy wykrywalnosci i oznaczalnosci
mieszaniny 2-metylo-2H-izotiazol-3-onu i 5-chlo-
ro-2-metylo-2H-izotiazol-3-onu (CIT/MIT) prze-
prowadzono zgodnie z wytycznymi zawartymi
w opracowaniu Dobeckiego (2000).

7 wzorca mieszaniny CIT/MIT o sumarycz-
nym stezeniu 0,2 ug/ml przygotowano 20 roztwo-
réw o stezeniu 0,004 pg/ml (wzorzec o najnizszym
stezeniu rozcienczono 50 razy), ktére poddano
analizie chromatograficznej w ustalonych wcze-
$niej warunkach.

Wyniki analiz dotyczacych wyznaczania granic
wykrywalnosci i oznaczalnosci mieszaniny CIT/
MIT z zastosowaniem techniki HPLC UV-VIS
przedstawiono w tabeli 7. Obliczone granice wy-
krywalnosci i oznaczalnosci z uwzglednieniem
wartosci $redniej oraz odchylenia standardowe-
go sumy sygnalow tla o czasie retencji CIT i MIT
z uwzglednieniem wspoélczynnika nachylenia
krzywej wzorcowej wynosza odpowiednio 0,0004
10,001 pg/ml.
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Tabela 6. Trwato3¢ probek mieszaniny CIT/MIT w zalezno3ci od czasu przechowywania
Table 6. Stability of CIT/MIT mixture samples depending on storage time

Stezenie CIT/MIT (suma) w roztworze, pg/ml

Czas,
liczba dni 0,2 10 4,0
98,3% 100,3% 99,3% 99,3% 99,5% 100,9% 98,9% 97,5% 98,8%
99,8% 99,8% 97,5% 99,0% 99,6% 101,9% 98,9% 97,4% 98,9%
Sr 99,2% Sr 100,0% Sr 98,4%
5 SD 1,08 SD 1,10 SD 0,76
v 1,09% v 1,10% v 0,77%
Sredni wspétczynnik wydajnosci desorpcji, Sr 98,4%
Odchylenie standardowe, $D1,2
Wspbtczynnik zmiennosci, CV 1.2%
99,3% 99,0 99,1% 99,6% 100,0% 100,1% 98,9% 97,7% 99,6%
98,7% 98,3% 99,5% 99,7% 100,5% 99,7% 99,0% 97,8% 99,5%
Sr 99,0% Sr 99,9% Sr 98,7%
2 SD 0,43 SD 0,34 SD 0,82
[a% 0,43% v 0,34% v 0,83%
Sredni wspétczynnik wydajnoéci desorpgji, Sr 99,2%
Odchylenie standardowe, SD 0,8
Wspbtczynnik zmiennosci, CV 0,8%
100,2% 100,0% 100,1% 99,7% 100,0% 99,8% 99,5% 98,0% 99,5%
100,8% 100,0% 99,4% 99,8% 100,1% 99,6% 99,1% 97,8% 99,5%
Sr 100,1% Sr 99,9% Sr 98,9%
1 SD 0,46 SD 0,18 SD 0,80
v 0,46% cv 0,18% v 0,81%
Sredni wspétczynnik wydajnosci desorpcji, Sr 99,6%
Odchylenie standardowe, SD 0,7
Wspdtczynnik zmiennosci, CV 0,7%
99,3% 98,2% 99,3% 100,5% 100,8% 100,6% 99,4% 97,9% 98,2%
99,7% 99,4% 98,8% 100,6% 100,8% 100,7% 99,5% 98,2% 99,7%
Sr 99,1% Sr 100,7% Sr 98,8%
35 SD 0,53 SD 0,13 SD 0,78
v 0,53% cv 0,13% v 0,79%
Sredni wspdtczynnik wydajnosci desorpdi, Sr 99,5%
Odchylenie standardowe, SD 1,0
Wspdtczynnik zmiennosci, CV 1,0%
Tabela 7. Wyznaczanie granic wykrywalnosci (GW) i oznaczalnosci (GO) mieszaniny CIT/MIT
Table 7. Determination of determination (LOD) and quantification limits (LOQ) CIT/MIT mixtures
Wartosci sygnatu
(suma pdl powierzchni pikdw o czasie retencji CIT i MIT)
161 170
154 164
W 172 165
yznactzone 169 71
parametry 162 158
160 159
154 172
164 166
145 179
162 m
Srednie pole powierzchni, n= 20 163,90
Odchylenie standardowe, S 7,85
Wspdtczynnik zmiennosci, CV, % 4,79
Granica wykrywalnosci, GW, ug/ml 0,0004
Granica oznaczalnosci, GO, pg/ml 0,001
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Walidacja metody

Walidacje metody przeprowadzono zgodnie
z wymaganiami zawartymi w normie europejskiej
PN-EN 482. Wyznaczono nastepujace parametry
walidacyjne dla metody HPLC-UV-VIS:
- zakres pomiarowy
metody 0,2 + 4,0 pg/ml
(0,02 + 0,4 mg/m’?

dla prébki
powietrza 100 1)
0,0004 pg/ml
0,001 pg/ml
r=0,9992

- granica wykrywalnosci
- granica oznaczalnosci

- wspolczynnik korelacji
- niepewnos¢ rozszerzona

metody 14,9%.

PODSUMOWANIE

Na podstawie przeprowadzonych badan opracowa-
no metode oznaczania mieszaniny 2-metylo-2H-
-izotiazol-3-onu i 5-chloro-2-metylo-2H-izotiazol-
-3-onu (CIT/MIT) w powietrzu na stanowiskach
pracy z zastosowaniem wysokosprawnej chroma-
tografii cieczowej z detekcja spektrofotometrycz-
ng. Wskazania detektora UV-VIS w funkc;ji steze-
nia sumy badanych zwigzkéw w badanym zakresie
stezen (0,2 + 4 pg/ml) maja charakter liniowy.
Do zatrzymania pyléw lub aerozolu mieszaniny
CIT/MIT z powietrza nalezy stosowaé plucz-
ki betkotkowe, a jako roztwdr pochlaniaja-
cy - wode destylowang. Wyrazony w procen-
tach wspoétczynnik odzysku dla mieszaniny CIT/
MIT wynosi 96,4%. Probki CIT/MIT w roztwo-

rach wodnych przechowywane w chlodziarce
zachowuja trwalosc przez min. 35 dni. Opraco-
wana metoda umozliwia oznaczanie mieszaniny
CIT/MIT w powietrzu na stanowiskach pracy
w stezeniach od 0,2 mg/m’, czyli od 1/10 propo-
nowanej wartosci NDS. Przedstawiona metoda
umozliwia oznaczanie CIT i MIT w obecnosci
innych zwiazkéw z grupy izotiazolanéw moga-
cych wystepowa¢ w badanym powietrzu. Opra-
cowang metode oznczania mieszaniny CIT/MIT
w powietrzu na stanowiskach pracy zapisano
w formie procedury analitycznej, ktéra zamiesz-
czono w zalaczniku.
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PROCEDURA ANALITYCZNA OZNACZANIA MIESZANINY

5-CHLORO-2-METYLO-2H-I1ZOTIAZOL-3-ONU
| 2-METYLO-2H-IZOTIAZOL-3-ONU (CIT/MIT)
W POWIETRZU NA STANOWISKACH PRACY

ZAYACZNIK

Z ZASTOSOWANIEM WYSOKOSPRAWNEJ CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ

1. Zakres stosowania metody

W niniejszej procedurze analitycznej podano meto-
de oznaczania zawartosci CIT/MIT (masa poreak-
cyjna 3: 1), (numer CAS: 55965-84-9) w powietrzu
na stanowiskach pracy z zastosowaniem metody
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z de-
tekcja spektrofotometryczng (UV-VIS). Metode
stosuje sie podczas kontroli warunkéw sanitarno-
higienicznych. Najmniejsze stezenie CIT/MIT, ja-
kie mozna oznaczy¢ w warunkach pobierania pro-
bek powietrza i wykonania oznaczania opisanych
w procedurze, wynosi 0,02 mg/m? (dla probki po-
wietrza o objetosci 100 1).

2. Powotania normatywne

Do stosowania niniejszego dokumentu s3 nie-
zbedne podane nizej dokumenty, ktére w ca-
tosci lub w czesci zostaly w nim normatywnie
powolane. W przypadku powolan datowanych
ma zastosowanie wylacznie wydanie cytowane.
W przypadku powotan niedatowanych stosuje sig
ostatnie wydanie dokumentu powolanego (lacz-
nie ze zmianami).

PN-Z-04008-7 Ochrona czystosci powietrza -
Pobieranie probek - Zasady pobierania probek po-
wietrza w srodowisku pracy i interpretacji wynikow.

3. Zasada metody

Metoda polega na przepuszczeniu przez plucz-
ke belkotkowa zawierajaca 10 ml wody, obecne;j
w badanym powietrzu mieszaniny CIT/MIT oraz
przeprowadzeniu analizy chromatograficzne;.
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4. Postanowienia ogdlne

4.1. Postepowanie z substancjami
niebezpiecznymi

Czynnosci, podczas ktérych uzywa si¢ rozpusz-
czalnikéw organicznych, nalezy wykonywac z uzy-
ciem $rodkéw ochrony indywidualnej pod spraw-
nie dzialajagcym wyciagiem laboratoryjnym.

Pozostale po analizie roztwory odczynnikéw
i wzorcow nalezy gromadzi¢ w przeznaczonych do
tego celu pojemnikach i przekazywa¢ do utylizacji
w uprawnionych instytucjach.

5. Odczynniki, roztwory i materiaty

Podczas analizy, jesli nie ma innych wymagan,
nalezy stosowa¢ substancje o stopniu czystosci co
najmniej cz.d.a.

5.1. Roztwdr CIT/MIT (masa poreakcyjna

CIT/MIT 3: 1)
Stosowaé Certyfikowany Material Odniesienia
(CRM).

5.2. Metanol
Stosowac metanol o czystosci do HPLC.

5.3. Woda destylowana
Stosowa¢ wode destylowang o czystosci do HPLC,
zwang w dalszej czesci procedury — woda.

5.4. Roztwor wzorcowy podstawowy CIT/MIT
Do kolby pomiarowej o pojemnosci 10 ml wg
punktu 6.5 odmierzy¢ za pomoca pipety wg punk-
tu 6.4 taka objetos¢ Certyfikowanego Materiatu
Odniesienia (CRM) wg punktu 5.1, aby koncowe
stezenie sumy sktadnikéw mieszaniny CIT/MIT
po uzupelnieniu kolby do kreski woda wg punktu
5.3 wyniosto 40 ug/ml.
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5.5. Roztwory wzorcowe robocze CIT/MIT

Do o$miu kolb pomiarowych wg punktu 6.5 o po-
jemnosci 10 ml odmierzy¢ za pomocg pipety wg
punktu 6.4 odpowiednio: 0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,25; 0,5;
0,751 1 ml wzorca podstawowego wg punktu 5.4.
Kolby uzupetni¢ do kreski woda wg punktu 5.3.
Stezenia CIT/MIT w tak przygotowanych roztwo-
rach wynosza: 0,2; 0,4; 0,8; 1; 2; 3 i 4 ug/ml, co od-
powiada stezeniom: CIT - 0,15; 0,3; 0,6; 0,75; 1,5;
2,251 3 pg/ml oraz MIT - 0,05; 0,1; 0,2; 0,25; 0,5;
0,751 1 pg/ml. Roztwory wg punkow 5.4 1 5.5 prze-
chowywane w chlodziarce zachowujg trwatos¢ co
najmniej 35 dni.

6. Przyrzady pomiarowe i sprzet pomocniczy

Stosowac typowy sprzet laboratoryjny oraz naste-
pujacy:
6.1. Chromatograf cieczowy
Chromatograf cieczowy z detektorem spektrofoto-
metrycznym.
6.2. Kolumna chromatograficzna
Kolumna chromatograficzna umozliwiajaca selek-
tywne oznaczanie CIT/MIT: kolumna CORTECS
wypelniona zelem krzemionkowym modyfikowa-
nym grupa oktadecylowa o uziarnieniu 2,7 um,
diugosci 150 mm i srednicy wewnetrznej 3 mm.
6.3. Pompa ssaca
Pompa ssgca umozliwiajaca pobieranie powietrza
ze stalym strumieniem objetosci wg rozdziatu 7.
6.4. Pipety do cieczy
Pipety automatyczne nastawne o pojemnosci:
0,010 = 0,1 mL; 0,1 + 1 mli0,5+ 5 ml.
6.5. Kolby pomiarowe
Kolby o pojemnosci 10 ml.
6.6. Naczynka szklane
Naczynka szklane o pojemnosci 2 ml.
6.7. Pluczki betkotkowe
Pluczki betkotkowe o pojemnosci 25 ml.
6.8. Filtry strzykawkowe
Filtry z poli(tetrafluoroetylenu) (PTFE) o srednicy
13 mm i wielko$ci poréw 0,45 pm.

7. Pobieranie prébek powietrza

Podczas pobierania probek powietrza nalezy sto-
sowac zasady zawarte w normie PNZ04008-7:2002
(wraz z pdzniejsza zmiang PN-Z-04008-7:2002/
Az1:2004). Za pomocg zestawu do pobierania pro-
bek powietrza skladajacego si¢ z pompy ssacej wg
punktu 6.3 oraz szeregowo polaczonych 2 ptuczek
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betkotkowych o pojemnosci 25 ml wg punktu 6.7
przepusci¢ nie mniej niz 100 1 powietrza ze staltym
strumieniem objetosci 265 ml/min. W przypadku
pobierania probek chwilowych strumien objetosci
powietrza mozna zwiekszy¢ do 1 I/min.

Podczas pobierania probek powietrza do ozna-
czen nalezy chroni¢ ptuczki przed dostgpem $wia-
tta. Roztwory z pluczek przenie$¢ do naczynek ze
szkla oranzowego i do czasu analizy przechowy-
wa¢ w chlodziarce.

Tak przechowywane probki zachowuja trwa-
to$¢ co najmniej 35 dni.

8. Warunki pracy chromatografu

W przypadku stosowania kolumny wg punktu 6.2
zastosowano przykladowe warunki wykonania
oznaczania:

— fazaruchoma woda: metanol

- izokratycznie 70:30 (V: V)
- temperatura kolumny  30°C
- natezenie przeplywu

strumienia fazy

ruchome;j 0,3 ml/min
- dlugosc¢ fali analitycznej

detektora UV-VIS 274 nm
- objetos¢ dozowanej

probki 5l

9. Sporzadzanie krzywej wzorcowej

W celu sporzadzenia krzywej wzorcowej roztwo-
ry robocze wg punktu 5.5 nalezy poddac analizie
chromatograficznej w warunkach podanych w roz-
dziale 8. Sporzadzi¢ krzywa wzorcows, odkladajac
na osi odcietych sumaryczng mase CIT i MIT, a na
osi rzednych - warto$¢ sumy pdl powierzchni pi-
kow badanych sktadnikéw mieszaniny CIT/MIT.

Dopuszcza si¢ automatyczne integrowanie da-
nych i sporzadzanie krzywej wzorcowe;.

10. Wykonanie oznaczania

Po pobraniu probek powietrza 1 ml roztwo-
ru z kazdej pluczki przesaczy¢ za pomocay fil-
trow strzykawkowych wg punktu 6.8 do na-
czynek chromatograficznych wg punktu 6.6.
Naczynka szczelnie zamkna¢. Probki poddacd
analizie chromatograficznej. Zawarto$¢ ozna-
czanej substancji w roztworze z drugiej plucz-
ki nie powinna przekracza¢ 10% zawartosci
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5-Chloro-2-metylo-2H-izotiazol-3-on i 2-metylo-2H-izotiazol-3-on (mieszanina CIT/MIT). Metoda oznaczania w powietrzu
na stanowiskach pracy z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjq spektrofotometryczng

oznaczonej w roztworze z pluczki pierwszej.
W przeciwnym wypadku wynik nalezy traktowa¢
jako orientacyjny.

11. Obliczanie wyniku oznaczania

Stezenie CIT/MIT (X) w badanym powietrzu obli-
czy¢ w mikrogramach na metr sze$cienny, na pod-
stawie wzoru:
X = my+m;,
14
w ktorym:

m, — masa CIT/MIT w pierwszej ptuczce od-
czytana z krzywej wzorcowej, w mikro-
gramach,

m, - masa CIT/MIT w drugiej ptuczce odczy-
tana z krzywej wzorcowej, w mikrogra-
mach,

V- objetos¢ powietrza przepuszczonego
przez ptuczki, w metrach szesciennych.
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