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Metoda polega na zatrzymaniu par diacetylu na zelu krzemionkowym, desorpcji roztworem wody w
metanolu, derywatyzacji 2,4-dinitrofenylohydrazyna i analizie chromatograficznej otrzymanej pochodnej
diacetylu.

Oznaczalnos$é metody wynosi 0,04 mg/m3.

UWAGI WSTEPNE

Diacetyl jest ciecza o barwie zoltej i intensywnym zapachu — zwiazek o duzych stezeniach ma
zapach podobny do zapachu chinonu, a 0 mniejszych stezeniach przypomina zapach $wiezego ma-
sta. Zwiazek jest stosowany jako olejek zapachowy (aromat masta) przy produkcji zywnosci —
glownie butek i ciastek.

Diacetyl dobrze rozpuszcza sig¢ w wodzie, w etanolu i eterze dietylowym. Jest wrazliwy na
dzialanie $wiatta.

Narazenie zawodowe na dziatanie diacetylu wystgpuje glownie podczas produkcji zywnosci,
np. prazonej kukurydzy oraz wszedzie tam, gdzie diacetyl jest dodawany jako aromat, np. do mar-
garyny, ciasteczek maslanych, butek czy batonow. Moze takze wydziela¢ si¢ z produktow zywno-
sciowych podczas obrobki termiczne;j.

Zgodnie z rozporzadzeniem WE nr 1272/2008 diacetyl wykazuje toksycznos$¢ ostra przez
wdychanie (kategoria 3.) i doustnie (kategoria 4.), dziatanie drazniace na skore (kategoria 2.), po-
woduje powazne uszkodzenie oczu (kategoria 1.), dziata toksycznie na narzady docelowe po jed-
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norazowym narazeniu (kategoria 3.). Dziala szkodliwie po potknigciu (H302), dziata drazniaco na
skére (H315), powoduje powazne uszkodzenie oczu (H318), dziata toksycznie w nastgpstwie
wdychania (H331) i moze powodowac podraznienie drég oddechowych (H335).

Warto$¢ najwyzszego dopuszczalnego stezenia (NDS) diacetylu w Polsce nie zostata jesz-
cze ustalona. Zespot Ekspertow przy Migdzyresortowej Komisji ds. Najwyzszych Dopuszczal-
nych Stezen i Natezen Czynnikow Szkodliwych dla Zdrowia w Srodowisku Pracy jest w trakcie
prac nad ustaleniem warto$ci NDS diacetylu, a proponowana warto$¢ normatywu higienicznego
wynosi 0,4 mg/m®.

PROCEDURA ANALITYCZNA

1. Zakres procedury

W niniejszej procedurze podano metode oznaczania zawarto$ci diacetylu w powietrzu na stanowi-
skach pracy z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem spektrofo-
tometrycznym.

Najmniejsze stezenie diacetylu, jakie mozna oznaczy¢ w warunkach pobierania probek powie-
trza i wykonania 0znaczania opisanych w procedurze, wynosi 0,04 mg/m?®.

2. Powolania normatywne

PN-Z-04008-7 ,,Ochrona czystosci powietrza — Pobieranie probek — Zasady pobierania probek
powietrza w srodowisku pracy i interpretacji wynikow”.

3. Zasada metody

Metoda polega na adsorpcji par diacetylu na zelu krzemionkowym, desorpcji roztworem wody w
metanolu, derywatyzacji za pomoca 2,4-dinitrofenylohydrazyny i analizie otrzymanego roztworu
metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j.

4. Wytyczne og6lne

4.1. Czystos¢ odczynnikow
Do analizy nalezy stosowaé, o ile nie zaznaczono inaczej, odczynniki o stopniu czystosci co naj-
mniej cz.d.a. oraz wode destylowang o czystosci do HPLC, zwana woda w dalszej czesci procedury.
4.2. Doktadnos¢ wazenia
Substancje stosowane w analizie nalezy wazy¢ z doktadnos$cia do 0,0002 g.
4.3. Postgpowanie z substancjami niebezpiecznymi
Czynnosci zwiazane z rozpuszczalnikami organicznymi nalezy wykonywa¢ pod sprawnie dziata-
jacym wyciagiem laboratoryjnym.
Zuzyte roztwory i odczynniki nalezy gromadzi¢ w przeznaczonych do tego celu pojemnikach
I przekazywa¢ do zaktadow zajmujacych sig ich utylizacja.
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5. Odczynniki, roztwory i materialy

5.1. Acetonitryl
Stosowac¢ acetonitryl wg punktu 4.1.

5.2. Diacetyl
Stosowac¢ diacetyl wg punktu 4.1.

5.3. 2,4-Dinitrofenylohydrazyna
Stosowa¢ handlowa 2,4-dinitrofenylohydrazyng 0 50-procentowej zawartosci wody.

5.4. Kwas fosforowy(V)
Stosowac kwas fosforowy(V) 85-procentowy o gestosci 1,691 + 1,721 g/ml w temperaturze 20 °C.

5.5. Metanol
Stosowa¢ metanol wg punktu 4.1.

5.6. Roztwor wody w metanolu, w stosunku objetosciowym 5: 95
Stosowa¢ wode i metanol wg punktu 4.1. zmieszane w stosunku objgtosciowym 5: 95.

5.7. Roztwor do derywatyzacji
Do zwazonej kolby pomiarowej o pojemnosci 25 ml odwazy¢ 100 mg 2,4-dinitrofenylohydrazyny
wg punktu 5.3., doda¢ 0,5 ml kwasu fosforowego(V) wg punktu 5.4. i uzupetié¢ do kreski acetoni-
trylem wg punktu 5.1.

5.8. Roztwor wzorcowy podstawowy diacetylu
Do zwazonej kolby pomiarowej z ciemnego szkta o pojemnosci 100 ml nalezy odwazy¢ 40 mg diace-
tylu wg punktu 5.2., kolbe zwazy¢, uzupetnié¢ do kreski metanolem wg punktu 5.5. i doktadnie wymie-
sza¢. Stezenie diacetylu w tak przygotowanym roztworze wynosi 0,4 mg/ml. Obliczy¢ doktadna za-
wartos$¢ tego zwiazku w 1 ml roztworu.

5.9. Roztwor wzorcowy posredni diacetylu
Do kolby pomiarowej z ciemnego szkla o pojemnosci 10 ml nalezy odmierzy¢ 1 ml roztworu
wzorcowego podstawowego diacetylu wg punktu 5.8. i uzupetni¢ do kreski roztworem wg punktu
5.6. Stezenie diacetylu w tak przygotowanym roztworze wynosi 40 pg/ml. Obliczy¢ doktadna
zawarto$¢ tego zwiazku w 1 ml roztworu.

5.10. Roztwory wzorcowe robocze
Do szesciu kolb pomiarowych z ciemnego szkta o pojemnosci 2 ml odmierzy¢ kolejno: 10; 15; 25;
50; 100 i 200 pl roztworu wzorcowego posredniego wg punktu 5.9., uzupeié do kreski roztwo-
rem wg punktu 5.6. i wymiesza¢. Stezenia diacetylu w tak przygotowanych roztworach wynosza
odpowiednio: 0,2; 0,3; 0,5; 1; 2 i 4 pg/ml. Nalezy obliczy¢ doktadna zawarto$¢ diacetylu w 1 ml
roztworu.

Roztwory przygotowane wg punktow: 5.8., 5.9. i 5.10. przechowywane w zamrazalniku chto-
dziarki sa trwate przez co najmniej 4 dni.

6. Przyrzady pomiarowe i sprzet pomocniczy

6.1. Chromatograf cieczowy
Stosowac¢ chromatograf cieczowy z detektorem spektrofotometrycznym i elektronicznym integratorem.
6.2. Kolumna chromatograficzna
Stosowa¢ kolumng chromatograficzng umozliwiajaca oznaczenie pochodnej diacetylu, np.: kolum-
ne stalowa oktadecylowa o dtugosci 250 mm, Srednicy wewnetrznej 4,6 mm i uziarnieniu 5 pm.
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6.3. Strzykawki do cieczy
Stosowac¢ strzykawki do cieczy o pojemnosci 10 pl + 2,5 ml.

6.4. Naczynka do desorpcji
Stosowac naczynka szklane do desorpcji o pojemnosci okoto 3 ml z nakrgtkami wyposazonymi w
zawory i uszczelki silikonowe, co umozliwia pobieranie roztworu bez otwierania naczynek.

6.5. Naczynka do automatycznego podajnika probek
Stosowac naczynka szklane do automatycznego podajnika probek o pojemnosci 2 ml.

6.6. Pompa ssaca
Stosowac pompe ssaca umozliwiajaca pobieranie probek powietrza ze stalym strumieniem objgto-
$ci wg punktu 7.

6.7. Rurki pochtaniajace
Stosowac dostepne w handlu rurki szklane wypetione jedna 600 mg warstwa zelu krzemionko-
wego, zabezpieczone od strony wlotu powietrza filtrem z wtokna szklanego i ograniczone z obu
stron wtoknem szklanym.

7. Pobieranie probek powietrza

Probki powietrza nalezy pobraé zgodnie z zasadami podanymi w normie PN-Z-04008-7. W miej-
scu pobierania probek przez dwie, potaczone szeregowo i zabezpieczone przed dostgpem $wiatla,
rurki pochtaniajace wg punktu 6.7. nalezy przepusci¢ 10 1 badanego powietrza ze stalym, nie
wigkszym niz 3,5 1/h, strumieniem objgtosci. Pobrane probki przechowywane w zamrazalniku
chtodziarki sa trwate przez 2 dni.

8. Warunki pracy chromatografu

W przypadku stosowania kolumny o parametrach wg punktu 6.2. oznaczanie mozna wykona¢ w
nastepujacych warunkach:

— temperatura kolumny 40°C

— faza ruchoma (acetonitryl: metanol: woda) 55:1: 44
— strumien objetosci fazy ruchomej 1 ml/min
— dlugos¢ fali analitycznej detektora spektrofotometrycznego 360 nm
— objetosc probki 20 pl.

9. Sporzadzanie krzywej wzorcowej

Do sze$ciu naczynek wg punktu 6.5. przenies¢ 0,5 ml kazdego roztworu wg punktu 5.10., dodac
25 pl roztworu do derywatyzacji wg punktu 5.7. i pozostawi¢ przez co najmniej 1 h w temperatu-
rze pokojowej. Do chromatografu wprowadzi¢ po 20 pl tych roztworéow. Z kazdego roztworu na-
lezy wykona¢ dwukrotny pomiar. Odczyta¢ powierzchnie pikoéw wg wskazan integratora i obli-
czy¢ $rednia arytmetyczna. Roznica miedzy wynikami a warto$cia $rednia nie powinna by¢ wigk-
sza niz 5% wartosci $redniej. Nastepnie wykresli¢ krzywa wzorcowa, odktadajac na osi odcigtych
masg diacetylu w mikrogramach, a na osi rzednych — odpowiadajace im $rednie powierzchnie pi-
kéw pochodnej diacetylu.
Dopuszcza sie automatyczne integrowanie danych i sporzadzanie krzywej wzorcowe;j.
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10. Wykonanie oznaczania

Po pobraniu probki powietrza przenie$¢ zel krzemionkowy razem z filtrem z wtokna szklanego z
pierwszej rurki i oddzielnie z drugiej rurki pochtaniajacej do naczynek wg punktu 6.4., doda¢
strzykawka wg punktu 6.3. po 2 ml roztworu wg punktu 5.6., naczynka szczelnie zamkna¢ i pozo-
stawi¢ na 30 min, wstrzasajac ich zawartoscia co pewien czas. Nastepnie pobra¢ 0,5 ml roztworu
znad zelu i przenies¢ do naczynek wg punktu 6.5., doda¢ 25 pl roztworu do derywatyzacji wg
punktu 5.7. i pozostawi¢ roztwory na 1 h w temperaturze pokojowej. Po tym czasie wykonac ana-
lizg chromatograficzna. Z kazdego roztworu nalezy wykona¢ dwukrotny pomiar. Odczytaé z uzy-
skanych chromatogramow powierzchnie pikow pochodnej diacetylu wg wskazan integratora i ob-
liczy¢ $rednig arytmetyczng. Roznica migdzy wynikami nie powinna by¢ wigksza niz = 5% tej
warto$ci. Masg diacetylu odczytaé z krzywej wzorcowey.

11. Wyznaczanie wspélczynnika desorpcji

Do pigciu naczynek wg punktu 6.4. przesypa¢ 600 mg warstwe zelu krzemionkowego z rurki po-
chtaniajacej wg punktu 6.7. Nastepnie doda¢ po 10 pl roztworu wzorcowego podstawowego wg
punktu 5.8. W szdstym naczynku przygotowac probke kontrolng zawierajaca tylko zel. Naczynka
szczelnie zamkna¢ i pozostawi¢ do nastepnego dnia. Nastepnie dodaé strzykawka wg punktu 6.3.
po 2 ml roztworu wg punktu 5.6. Naczynka ponownie zamkna¢ i przeprowadzi¢ desorpcj¢ w ciagu
30 min, wstrzasajac zawarto$cia naczynek co pewien czas. Nastepnie pobra¢ 0,5 ml roztworu
znad Zelu i przenies¢ do naczynek wg punktu 6.5., doda¢ 25 pl roztworu do derywatyzacji wg
punktu 5.7. i pozostawi¢ roztwory przez 1 h w temperaturze pokojowej. Jednocze$nie wykonac
oznaczanie badanej substancji co najmniej w trzech roztworach porownawczych, przygotowanych
przez dodanie do 2 ml roztworu wg punktu 5.6. po 10 pl roztworu wg punktu 5.8. Nastepnie po-
bra¢ 0,5 ml roztworu i przenies¢ do naczynek wg punktu 6.5., doda¢ 25 pl roztworu do derywaty-
zacji wg punktu 5.7. i pozostawi¢ roztwory przez 1 h w temperaturze pokojowej. Oznaczanie ba-
danej substancji wykona¢ wedtug punktu 10.
Wspotezynnik desorpcji dla diacetylu (d ) obliczy¢ na podstawie wzoru:

w ktorym:
Py — $rednia powierzchnia piku pochodnej diacetylu na chromatogramach roztworéw po de-
sorpcji,
P, — $rednia powierzchnia piku o czasie retencji pochodnej diacetylu na chromatogramach
roztworu kontrolnego,
Pp— $rednia powierzchnia piku pochodnej diacetylu na chromatogramach roztworow porow-
nawczych.

Nastgpnie obliczy¢ $rednig wartos¢ wspotczynnikow desorpcji dla diacetylu (a) jako $rednia
arytmetyczna otrzymanych warto$ci (d).
Wspotczynnik desorpcji nalezy zawsze oznacza¢ dla kazdej nowej partii zelu.
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12. Obliczanie wyniku oznaczania

Stezenia diacetylu (X) w badanym powietrzu obliczy¢ w miligramach na metr szeScienny na pod-
stawie wzoru:

x = Mtms)
V.d
w ktorym:
m; — masa diacetylu z zelu krzemionkowego z pierwszej rurki odczytana z krzywej wzorco-
wej, w mikrogramach,
m, — masa diacetylu z zelu krzemionkowego z drugiej rurki odczytana z krzywej wzorcowej,
w mikrogramach,
V — objetos¢ przepuszczonego powietrza przez rurke pochlaniajaca, w litrach,

d — $rednia warto$¢ wspdtczynnika desorpcji wyznaczonego zgodnie z punktem 11.

INFORMACJE DODATKOWE

Badania wykonano z zastosowaniem chromatografu cieczowego firmy Agilent Technologies serii
1200 z detektorem diodowym (DAD) umozliwiajacym oznaczanie przy dtugosci fali 190 + 950 nm, z
automatycznym podajnikiem probek, z dozowaniem probki w zakresie 1 + 100 pl i oprogramowa-
niem Chemstation sterujacym oraz zbierajacym dane.

Na podstawie wynikow przeprowadzonych badan uzyskano nast¢pujace dane walidacyjne:
— zakres pomiarowy 0,2+ 4 pg/ml
(0,04 = 0,8 mg/m? dla probki powietrza 10 1)
— granica wykrywalnos$ci, LOD 0,043 ng/ml
— granica oznaczalnosci, LOQ 0,13 ng/ml
— wspotezynnik korelacji, R 0,9992
— catkowita precyzja badania, V 5,28%
— wzgledna niepewnos¢ catkowita  11,53%.

ANNA JEZEWSKA
Diacetyl - a determination method
Abstract

Determination of a worker’s exposure to airborne diacetyl is made using two silica gel tubes
connected in a series. After sampling the silica gel tube is desorbed in methanol/water (95:5)
and derivatized with 2,4-dinitrophenylhydrazine. Samples are analyzed with HPLC with UV
detection.

The working range is 0.04 to 0.8 mg/m?3for a 10 I air sample.
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