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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 chromatografi i cieczowej 
z detekcją spektrofotometryczną1

5-Chloro-2-methyl-2H-isothiazol-3-one 
and 2-methyl-2H-isothiazol-3-one (CiT/MiT mixture)
determination in workplace air with high-performance liquid 
chromatography with spectrophotometric detection
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oznaczania 12 szkodliwych substancji chemicznych w powietrzu na stanowiskach pracy do oceny narażenia zawodowego”. 
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 Streszczenie

Masa poreakcyjna 5-chloro-2-metylo-2H-izotiazol-3-onu i 2-metylo-2H-izotiazol-3-onu (3: 1), określana jako CIT/MIT, 
w temperaturze pokojowej jest jasnożółtym ciałem stałym o strukturze krystalicznej. CIT/MIT bardzo dobrze rozpuszcza 
się w wodzie (>3 kg/l), natomiast słabiej w takich rozpuszczalnikach organicznych, jak: metanol, octan etylu czy toluen. 
CIT/MIT jest powszechnie stosowany jako środek biobójczy w produktach konsumenckich.  Występuje zarówno w kosme-
tykach, jak i środkach czyszczących, a także produktach detergentowych (np. w farbach). Szkodliwe działanie mieszaniny 
CIT/MIT manifestuje się podrażnieniem skóry oraz błon śluzowych oczu. Substancja ta może również działać uczulająco 
zwłaszcza w stężeniach wyższych niż 0,0015%. Celem prac badawczych było opracowanie i walidacja metody oznaczania 
mieszaniny CIT/MIT w środowisku pracy. Opracowana metoda oznaczania mieszaniny CIT/MIT polega na pochłanianiu 
par lub aerozolu na płuczki z wodą destylowaną i oznaczeniu składników mieszaniny techniką wysokosprawnej chroma-
tografi i cieczowej z detekcją spektrofotometryczną (HPLC-UV-VIS). Opracowana metoda jest liniowa w zakresie stężeń 
0,2 ÷ 4 µg/ml, co odpowiada zakresowi 0,02 ÷ 0,4 mg/m3 dla próbki powietrza o objętości 100 l. Sporządzona metoda 
analityczna umożliwia oznaczanie mieszaniny CIT/MIT w powietrzu na stanowiskach pracy w obecności innych związ-
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wprowadzenie

  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/l) 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 µg/ml, which corresponds to the range of  
0.02–0.4 mg/m3 for a 100-L air sample. The analytical method described in this paper enables determination of CIT/MIT 
mixture in air at workplaces in the presence of other isothiazolones. The method is precise, accurate and it meets 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.

Masa poreakcyjna 5-chloro-2-metylo-2H-izotia-
zol-3-onu i 2-metylo-2H-izotiazol-3-onu (3: 1), 
określana jako CIT/MIT, w temperaturze pokojo-
wej jest ciałem stałym o strukturze krystalicznej. 
CIT/MIT bardzo dobrze rozpuszcza się w wodzie 
(>3 kg/l), natomiast słabiej 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). Przybliżo- 
ny stosunek obu związków w mieszanie pore-
akcyjnej wynosi 3: 1. Mieszanina CIT/MIT jest 
stosowana powszechnie jako środek biobójczy.  
W instalacjach przemysłowych CIT/MIT wyko-
rzystuje się do kontrolowania rozwoju mikroorga-
nizmów (tj. bakterii, grzybów, glonów) w płynach 
technologicznych (instalacje chłodnicze) oraz  
w płynach stosowanych do obróbki metali lub 
drewna. CIT/MIT jest również stosowany jako  
dodatek konserwujący do: produktów chemii  

użytkowej, farb, klejów lub kosmetyków. Naraże-
nie na CIT/MIT w postaci par lub aerozolu może 
mieć miejsce podczas produkcji tej mieszaniny 
lub w trakcie stosowania płynów zawierających  
CIT/MIT do obróbki metali lub drewna (ECHA 
2022; Konieczko, Broda 2022).

Szkodliwe działanie mieszaniny CIT/MIT 
manifestuje się podrażnieniem skóry oraz błon 
śluzowych oczu. Substancja ta może również 
działać uczulająco, zwłaszcza w stężeniach  
wyższych niż 0,0015% (Konieczko, Broda 2022; 
PubChem 2022).

W tabeli 1 przedstawiono zharmonizowa-
ną klasyfikację i oznakowanie mieszaniny CIT/
MIT zgodnie z rozporządzeniem 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-
niającego i  uchylającego dyrektywy 67/548/EWG  
i 1999/45/WE oraz zmieniającego rozporządzenie 
WE nr 1907/2006 ze zm. (rozporządzeniem Komi-
sji (WE) nr 790/2009), (Rozporządzenie… 2008).

ków z grupy izotiazolanów. Metoda charakteryzuje się dobrą precyzją i dokładnością, spełnia wymagania normy PN-EN 482 
dla procedur dotyczących oznaczania czynników chemicznych. Opracowana metoda oznaczania mieszaniny CIT/MIT  
w powietrzu na stanowiskach pracy została zapisana w postaci procedury analitycznej, którą zamieszczono w załączni-
ku. Zakres tematyczny artykułu obejmuje zagadnienia dotyczące zdrowia oraz bezpieczeństwa i higieny środowiska pracy,  
będące przedmiotem badań z zakresu nauk o zdrowiu oraz inżynierii środowiska.

Słowa kluczowe: izotiazolany, CIT/MIT, chromatografia cieczowa, powietrze na stanowiskach pracy, nauki o zdrowiu, 
inżynieria środowiska. 
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Zespół Ekspertów ds. Czynników Chemicz-
nych Międzyresortowej Komisji ds. NDS i NDN 
Czynników Szkodliwych dla Zdrowia w Środowi-
sku Pracy zaproponował wartość najwyższego do-
puszczalnego stężenia (NDS) dla mieszaniny pore-
akcyjnej CIT/MIT w powietrzu środowiska pracy 
na poziomie 0,2 mg/m3 oraz wartość najwyższego 
dopuszczalnego stężenia chwilowego (NDSCh) 
na poziomie 0,4  mg/m3. Dodatkowo zapropono-
wano oznakowanie związku symbolami: „skóra” – 
wchłanianie substancji przez skórę może być tak 
samo istotne, jak przy narażeniu drogą oddecho-
wą, „A” – substancja o działaniu uczulającym oraz 
„C” – substancja o działaniu żrącym (Konieczko, 
Broda 2022).

Celem prac badawczych było opracowanie 
odpowiednio czułej i selektywnej metody 
oznaczania mieszaniny CIT/MIT w powietrzu 
na stanowiskach pracy, umożliwiającej pomiary 
jej stężeń zgodnie z wymaganiami normy PN-EN 
482, a następnie pozwalającej na dokonanie oceny 
narażenia zawodowego.

Zakres tematyczny artykułu obejmuje zagadnie-
nia z zakresu zdrowia oraz bezpieczeństwa i higie-
ny środowiska pracy, będące przedmiotem badań  
z zakresu nauk o zdrowiu oraz inżynierii środowiska.

Założenia opracowanej metody

Ze względu na właściwości fizykochemiczne obu 
składników mieszaniny (5-chloro-2-metylo-2H-
-izotiazol-3-onu i 2-metylo-2H-izotiazol-3-onu) 
oraz możliwość występowania mieszaniny CIT/MIT  
w środowisku pracy w postaci aerozolu lub par zde-
cydowano o zastosowaniu do pobierania próbek 
powietrza płuczek bełkotkowych wypełnionych 
wodą. Taki sposób pobierania próbek powietrza 
do oznaczeń mieszaniny CIT/MIT został opisany 
w pracy badaczy koreańskich (Park i in. 2020) i był 
uzasadniony przez autorów wysoką reaktywno-
ścią i nietrwałością izotiazolanów w powietrzu. Do 
oznaczeń ilościowych izotiazolanów w produktach 
chemii przemysłowej, wyrobach kosmetycznych, 
powietrzu lub wodzie najczęściej wykorzystuje się 
technikę wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej z detekcją spektrofotometryczną (Baranowska, 
Wojciechowska 2013; Cha i in. 2012; Nagorka i in. 
2015; Park i in. 2020; Rosero-Moreano i in. 2014) 
lub w sprzężeniu z tandemową spektrometrią mas 
(Kawakami i in. 2012; Lin i in. 2010; Speksnijder  
i in. 2010; Zhong i in. 2019). Znacznie rzadziej jest 
wykorzystywana do tego celu technika chromato-
grafii gazowej sprzężonej z detekcją mas (García  
i in. 2020; Rafoth i in. 2007). 

Tabela 1. Zharmonizowana klasyfikacja oraz oznakowanie mieszaniny poreakcyjnej CIT/MIT zgodnie z obowiązującymi aktami prawnymi 
(rozporządzenie 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 zagrożenia i kody kategorii Kody zwrotów wskazujących rodzaj zagrożenia

acute Tox. 2
toksyczność ostra – kategoria 2

H330 
wdychanie grozi śmiercią

acute Tox. 2
toksyczność ostra – kategoria 2

H310
grozi śmiercią w kontakcie ze skórą

acute Tox. 3
toksyczność ostra – kategoria 2

H301 
działa toksycznie po połknięciu

Skin Corr. 1C
działanie żrące/drażniące na skórę – kategoria 1

H314 
powoduje poważne oparzenia skóry oraz uszkodzenia oczu

eye dam. 1
poważne uszkodzenie oczu/działanie drażniące na oczy – kategoria 1

H318 
powoduje poważne uszkodzenia oczu

Skin Sens. 1a
działanie uczulające na drogi oddechowe lub skórę – kategoria 1A (skóra)

H317
może powodować reakcje alergiczną skóry

aquatic acute 1
stwarzająca zagrożenie dla środowiska wodnego – kategoria ostra

H400 
działa toksycznie na organizmy wodne 

aquatic Chronic 1
stwarzająca zagrożenie dla środowiska wodnego – kategoria przewlekła

H410 
działa bardzo toksycznie na organizmy wodne,  
powodując długotrwałe skutki
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wYniKi BadaŃ i iCH oMÓwienie

CZĘŚĆ DOŚWIADCZALNA

Na podstawie dostępnych danych z piśmien-
nictwa stwierdzono, że oba związki tworzące 
mieszaninę CIT/MIT można oznaczać techni-
ką wysokosprawnej chromatografii cieczowej,  
stosując kolumny wypełnione fazą oktadecylową 
C-18 (Baranowska, Wojciechowska 2013; Cha i in. 
2012; Nagorka i in. 2015; Park i in. 2020; Rosero- 
-Moreano i in. 2014). 

Na podstawie danych literaturowych, własności 
fizykochemicznych CIT/MIT, a także proponowa-
nych wartości NDS i NDSCh założono pobieranie 
próbek powietrza do płuczek bełkotkowych wy-
pełnionych wodą i analizę instrumentalną techni-
ką wysokosprawnej chromatografii cieczowej.

Do pobierania próbek powietrza zastosowano 
płuczki bełkotkowe o pojemności 25 ml wypeł-
nione 10 ml wody destylowanej. Do oznaczeń ilo-
ściowych wykorzystano technikę wysokosprawnej 
chromatografii cieczowej z detekcją spektrofoto-
metryczną. 

Przy opracowaniu metody oznaczania 
mieszaniny CIT/MIT w powietrzu przyjęto 
następujące założenia:

 – pobór jednej próbki na zmianę roboczą
 – objętość pobranego powietrza 100 l
 – zakres pomiarowy 0,2 ÷ 4,0 µg/ml (co dla 

próbki powietrza 100 l odpowiada zakre-
sowi 0,02 ÷ 0,4 mg/m3 (1/10 ÷ 2 NDS).

Aparatura, materiały i odczynniki

Wszystkie badania wykonano z zastosowaniem 
aparatury analitycznej, materiałów i odczynników 
wymienionych poniżej. 

Aparatura:
 – aspiratory indywidualne SKC Model 222
 – chromatograf cieczowy Acquity Arc 

LC System firmy Waters wyposażony  
w poczwórny system pomp wysokociś- 
nieniowych, detektor spektrofotome-
tryczny Waters 2489, termostat kolumny 
analitycznej, automatyczny dozownik 

próbek i komputer z programem sterowa-
nia i akwizycji danych 

 – kolumna Waters CORTECS C18 o dłu-
gości 150 mm i średnicy wewnątrznej  
3 mm wypełnionej złożem o średnicy zia-
ren 2,7 µm.

Materiały:
 – płuczki bełkotkowe o pojemności 25 ml ze 

spiekiem szklanym
 – filtry strzykawkowe z membraną z PTFE 

(Supelco) 
 – kolby miarowe o pojemności 10 ml
 – naczynka (wialki) szklane o pojemności  

2 ml ze szkła oranżowego
 – pipety automatyczne nastawne o pojemno-

ści: 0,010 ÷ 0,1 ml; 0,1 ÷ 1 ml i 0,5 ÷ 5 ml.

Odczynniki:
 – mieszanina CIT/MIT (certyfikowany 

materiał odniesienia (CRM) stanowiący 
mieszaninę 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 czystości do HPLC.

Dobór optymalnych warunków 
rozdziału chromatograficznego
Masa poreakcyjna CIT/MIT jest mieszaniną zło-
żoną z dwóch składników: 5-chloro-2-metylo-2H-
-izotiazol-3-onu (CIT) i 2-metylo-2H-izotiazol-3-onu 

(MIT). Zaproponowana wartość NDS dotyczy 
sumy stężeń obu składników, co wymaga dobra-
nia warunków rozdziału chromatograficznego 
(rodzaj kolumny analitycznej, modyfikacja składu 
fazy ruchomej) umożliwiających selektywne 
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oznaczenie obu komponentów. Możliwość se-
lektywnego oznaczania mieszaniny CIT/MIT 
testowano na kolumnie Waters CORTECS  
(150 mm × 3 mm) eluowanej mieszaniną me-
tanolu i wody o stałym składzie procentowym  
(30: 70 – elucjaizokratyczna). Parametry pracy de-
tektora UV-VIS (długość fali analitycznej λ = 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 umożliwiają selektywne 
oznaczenie stężenia każdego ze składników mie-
szaniny. Ewentualna obecność substancji współ-
występujących (inne substancje z grupy izotia-
zolonów, takie jak: 1,2-benzotiazol-3(2H)-on, 
2-oktyl-3(2H)-izotiazolinon, dichlorooktylizotia-
zolinon lub 2-metyl-1,2-benzoizotiazolin-3-on) 
przy założonych parametrach analizy nie będzie 
przeszkadzała w selektywnym oznaczeniu CIT  
i MIT z uwagi na dłuższe czasy retencji wyżej wy-
mienionych substancji (Zhong i in. 2019).

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 × 3 mm), λ = 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 × 3 mm), λ = 274 nm

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 × 3 mm, 2,7 µm

Faza ruchoma woda metanol 

Program – izokratycznie (v:v) 70 30

Natężenie przepływu strumienia fazy ruchomej 0,3 ml/min

Temperatura kolumny 30°C

Długość fali analitycznej, λ 274 nm

Objętość dozowanej próbki 5 µl
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Badanie zakresu stosowania liniowości 
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 pojemności 
10 ml. Z certyfikowanego materiału odniesienia 
(CRM) mieszaniny CIT/MIT sporządzono roz-
twór o sumarycznym stężeniu obu składników 
wynoszącym 40 µg/ml. Do kolb miarowych o po-
jemności 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 uzupełniono kolby do kreski wodą. Sumarycz-
ne stężenia obu związków w tak przygotowanych 
roztworach wynosiły: 0,0; 0,2; 0,4; 0,8; 1; 2; 3  
i 4 µg/ml (CIT – 0,15; 0,3; 0,6; 0,75; 1,5; 2,25  

i 3 µg/ml oraz MIT – 0,0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,25; 0,5; 
0,75 i 1 µg/ml). Po dokładnym wymieszaniu roz-
twory przeniesiono do naczynek chromatograficz-
nych o pojemności 2 ml i poddano analizie chro-
matograficznej przy długości fali 274 nm.

Wyniki badania liniowości metody w bada-
nym zakresie stężeń przedstawiono w tabeli 3  
i graficznie na rycinie 2.  Z uzyskanych  danych  wy-
nika, że zależność odpowiedzi detektora spektrofo-
tometrycznego na analizowane stężenia CIT/MIT  
w badanym zakresie stężeń 0,2 ÷ 4 µg/ml ma cha-
rakter liniowy. Zależność tę opisuje równanie:  
y = 58 484x – 700,13. Wyrażony w procentach współ-
czynnik zmienności (CV) dla 3 serii kalibracyjnych 
wynosi 1,0%, a współczynnik regresji r = 0,9999. 

W celu zbadania zgodności wyników przy wie-
lokrotnym powtarzaniu oznaczenia przygotowano 

Rycina 2. Krzywa wzorcowa mieszaniny CiT/MiT w zakresie 0,2 ÷ 4,0 µg/ml
Figure 2. Standard curve of CIT/MIT mixture in the range of 0.2–4.0 µg/ml

Tabela 3. wyniki wzorcowania mieszaniny CiT/MiT w roztworach kalibracyjnych
Table 3. Calibration results of CiT/MiT mixture in standard solutions

Badane 
parametry

Stężenie CIT/MIT, µg/ml
0,2 0,4 0,8 1,0 2,0 3,0 4,0

Suma pól 
powierzchni 
pików (ppp)

11 632
11 608
11 334

23 139
22 922
22 730

45 862
45 748
45 438

57 945
57 704
57 542

116 249
116 123
115 714

172 098
174 820
174 579

234 120
234 197
233 961

Średnia PPP 11 524,7 22 930,3 45 682,7 57 730,3 116 028,7 173 832,3 234 092,7

odchylenie
standardowe,
SD

165,6 204,6 219,4 202,8 279,7 1506,8 120,4

współczynnik
zmienności,
CV, %

1,4 0,9 0,5 0,4 0,2 0,9 0,1
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3 serie po 10 roztworów wzorcowych CIT/MIT  
o sumarycznych stężeniach: 0,2; 1 i 4 µg/ml. Roz-
twory poddano analizie chromatograficznej. 

Wyniki badań precyzji oznaczeń przedstawio-
no w tabeli 4. Wskazują one na to, iż założone 
warunki wykonania analizy pozwalają na pre-
cyzyjne wykonanie oznaczeń stężeń CIT/MIT 
w powietrzu. Współczynniki zmienności (CV) 
rozrzutów uzyskanych wyników w stosunku do 
wartości średnich dla stężeń: 0,2; 1 i 4 µg/ml 
wynoszą odpowiednio: 0,61; 0,59 i 0,27%, a roz-
rzut wyników oznaczeń CIT/MIT w roztworach  
w stosunku do wartości zakładanej nie przekra-
cza 1,4% dla żadnego z analizowanych stężeń.

Badanie warunków pobierania próbek powietrza
W celu zbadania wpływu założonych warunków 
pobierania próbek powietrza na możliwość powsta-
wania strat analizowanych związków mieszaniny 
2-metylo-2H-izotiazol-3-onu i 5-chloro-2-metylo-2H-

-izotiazol-3-onu (CIT/MIT) przygotowano 3 serie 
po 6 par połączonych szeregowo płuczek bełkot-
kowych. Płuczki A zawierały po 10 ml roztworu 
mieszaniny CIT/MIT o sumarycznym stężeniu: 2; 
10 i 40 µg/10 ml (0,2; 1 i 4 µg/ml), płuczki B zawie-
rały 10 ml czystej wody bez dodatku wzorca. Przez 
płuczki przepuszczono ok. 100 l powietrza ze sta-
łym strumieniem objętości 265 ml/min za pomocą 
niskoprzepływowych aspiratorów indywidualnych. 
Roztwory z obu płuczek poddano analizie chroma-
tograficznej w ustalonych wcześniej warunkach.

Wyniki badań dotyczących warunków pobie-
rania próbek powietrza przedstawiono w tabeli 5. 
Przyjęty sposób pobierania próbek powietrza nie 
powoduje powstawania istotnych strat analitu. Wy-
rażone w procentach średnie wartości współczyn-
nika odzysku CIT/MIT z roztworu adsorpcyjnego  
(10 ml), przez który przepuszczono 100 l powie-
trza, dla 3 analizowanych zawartości CIT/MIT  
w płuczce (2, 10 i 40 µg) wynoszą odpowiednio: 

Tabela 4. Badanie precyzji metody oznaczania mieszaniny CiT/MiT
Table 4. precision testing for determining CiT/MiT mixture

numer analizy

Stężenie CIT/MIT, µg/ml

zakładane oznaczone zakładane oznaczone zakładane oznaczone

1
2
3
4
4
6
7
8
9
10

0,2

0,198
0,197
0,195
0,196
0,195
0,196
0,195
0,195
0,196
0,198

1,0

0,991
0,996
1,001
0,999
1,004
0,997
1,005
0,999
1,001
1,013

4,0

4,072
4,049
4,063
4,046
4,043
4,040
4,051
4,048
4,060
4,038

Średnia
odchylenie 
standardowe, SD
współczynnik 
zmienności, CV, %

0,196

0,001

0,61

1,001

0,006

0,59

4,051

0,011

0,27

Tabela 5. Badanie warunków pobierania próbek powietrza do oznaczeń mieszaniny CiT/MiT
Table 5. examination of the air sampling conditionsfor the determination of CiT/MiT mixture

Medium pochłaniające Stężenie CIT/MIT,
µg/ml

pole powierzchni piku
współczynnik odzysku, % Średnia wartość

współczynnika odzysku, %roztwór
kontrolny

roztwór po 
desorpcji

woda 0,2
11 470
11 222
11 269

10 847
10 986
10 850
10 786
11 026
10 586

95,8
97,0
95,8
95,3
97,4
93,5

SD                 1,39
CV                1,45%

95,8
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Medium pochłaniające Stężenie CIT/MIT,
µg/ml

pole powierzchni piku
współczynnik odzysku, % Średnia wartość

współczynnika odzysku, %roztwór
kontrolny

roztwór po 
desorpcji

woda

1,0
57 795
58 310
58 057

54 702
54 644
55 505
56 102
55 905
55 587

94,2
94,1
95,6
96,6
96,3
95,8

SD                 1,05
CV 1,10% 

95,4

4,0
234 740
231 514
235 078

228 696
230 497
227 301
229 801
226 345
229 212

97,8
98,6
97,2
98,3
96,8
98,0

SD                 0,73
CV                 0,75 % 

97,8

Średni współczynnik odzysku, Śr, % 
odchylenie standardowe, SD
Współczynnik zmienności, CV, %

96,4
1,5
1,5

cd. tab. 5 / Table 5 cont.

95,8% (SD – 1,39); 95,4% (SD – 1,05) i 97,8% (SD 
– 0,76). Średnia wartość odzysku dla 3 stężeń wy-
nosi 96,4% (SD – 1,5). W żadnej z badanych próbek 
nie stwierdzono obecności CIT/MIT w roztworach  
z drugiej płuczki. 

Badanie trwałości próbek CIT/MIT 
pobranych do płuczek 
W celu zbadania trwałości pobranych do płuczek 
próbek powietrza zawierającego mieszaninę 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 których umieszczono po 
10 ml roztworów CIT/MIT o sumarycznym stęże-
niu: 0,2; 1 i 4 µg/ml. Roztwory umieszczono w chło-
dziarce. Po 5, 12, 19 i 35 dniach przechowywania 
poddawano je analizie po 6 roztworów z każdego 
stężenia. Wartości sumy pól powierzchni pików 
badanych związków uzyskane z analiz roztworów 
wzorcowych porównano z wynikami analiz roztwo-
rów wzorcowych CIT/MIT o takich samych stęże-
niach przygotowanych w dniu analizy.

Wyniki badań warunków przechowywania po-
branych próbek CIT/MIT przedstawiono w tabeli 6. 
Z zamieszczonych w tabeli danych wynika, że prób-
ki mieszaniny CIT/MIT pobrane na płuczki z wodą  
i przechowywane w chłodziarce zachowują trwa-
łośc przez co najmniej 35 dni. Wyrażone w procen-
tach średnie wartości współczynnika odzysku dla 

poszczególnych stężeń CIT/MIT w roztworze (2, 10 
i 40 µg/10 ml) po 35 dniach przechowywania wyno-
szą odpowiednio: 99,1% (SD – 0,53); 100,7% (SD – 
0,13) i 98,8% (SD – 0,78). Średnia wartość wydajno-
ści desorpcji dla 3 stężeń wynosi 99,5% (SD – 1,0). 

Wyznaczanie granic wykrywalności 
i oznaczalności metody
Badanie granicy wykrywalności i oznaczalności 
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). 

Z wzorca mieszaniny CIT/MIT o sumarycz-
nym stężeniu 0,2 µg/ml przygotowano 20 roztwo-
rów o stężeniu 0,004 µg/ml (wzorzec o najniższym 
stężeniu rozcieńczono 50 razy), które poddano 
analizie chromatograficznej w ustalonych wcze-
śniej warunkach. 

Wyniki analiz dotyczących wyznaczania granic 
wykrywalności i oznaczalności mieszaniny CIT/
MIT z zastosowaniem techniki HPLC UV-VIS 
przedstawiono w tabeli 7. Obliczone granice wy-
krywalności i oznaczalności z uwzględnieniem 
wartości średniej oraz odchylenia standardowe-
go sumy sygnałów tła o czasie retencji CIT i MIT  
z uwzględnieniem współczynnika nachylenia 
krzywej wzorcowej wynoszą odpowiednio 0,0004 
i 0,001 µg/ml.
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Tabela 7. Wyznaczanie granic wykrywalności (GW) i oznaczalności (GO) mieszaniny CiT/MiT 
Table 7. Determination of determination (LOD) and quantification limits (LOQ) CIT/MIT mixtures

wyznaczone 
parametry

Wartości sygnału
(suma pól powierzchni pików o czasie retencji CiT i MiT)

161
154
172
169
162
160
154
164
145
162

170
164
165
171
158
159
172
166
179
171

Średnie pole powierzchni, n = 20   163,90

odchylenie standardowe, S   7,85

Współczynnik zmienności, CV, %   4,79

Granica wykrywalności, GW, µg/ml   0,0004

Granica oznaczalności, GO, µg/ml   0,001

Tabela 6. Trwałość próbek mieszaniny CIT/MIT w zależności od czasu przechowywania
Table 6. Stability of CiT/MiT mixture samples depending on storage time

Czas,
liczba dni

Stężenie CIT/MIT (suma) w roztworze, µg/ml

0,2 1,0 4,0

5

98,3%
99,8%

100,3%
99,8%

99,3%
97,5%

99,3%
99,0%

99,5%
99,6%

100,9%
101,9%

98,9%
98,9%

97,5%
97,4%

98,8%
98,9%

Śr   99,2%
SD   1,08
CV   1,09%

Śr   100,0%
SD   1,10
CV   1,10%

Śr  98,4%
SD  0,76
CV  0,77%

Średni współczynnik wydajności desorpcji, Śr  98,4% 
odchylenie standardowe, SD 1,2
Współczynnik zmienności,CV  1,2% 

12

99,3%
98,7%

99,0
98,3%

99,1%
99,5%

99,6%
99,7%

100,0%
100,5%

100,1%
99,7%

98,9%
99,0%

97,7%
97,8%

99,6%
99,5%

Śr  99,0%
SD  0,43
CV  0,43%

Śr  99,9%
SD  0,34
CV  0,34%

Śr  98,7%
SD  0,82
CV  0,83%

Średni współczynnik wydajności desorpcji, Śr   99,2% 
odchylenie standardowe, SD  0,8
Współczynnik zmienności,CV  0,8%

19

100,2%
100,8%

100,0%
100,0%

100,1%
99,4%

99,7%
99,8%

100,0%
100,1%

99,8%
99,6%

99,5%
99,1%

98,0%
97,8%

99,5%
99,5%

Śr  100,1%
SD  0,46
CV  0,46%

Śr  99,9%
SD  0,18
CV  0,18%

Śr  98,9%
SD  0,80
CV  0,81%

Średni współczynnik wydajności desorpcji, Śr  99,6% 
odchylenie standardowe,SD  0,7
Współczynnik zmienności,CV  0,7% 

35

99,3%
99,7%

98,2%
99,4%

99,3%
98,8%

100,5%
100,6%

100,8%
100,8%

100,6%
100,7%

99,4%
99,5%

97,9%
98,2%

98,2%
99,7%

Śr  99,1%
SD  0,53
CV  0,53%

Śr  100,7%
SD  0,13
CV  0,13%

Śr  98,8%
SD  0,78
CV  0,79%

Średni współczynnik wydajności desorpcji, Śr   99,5% 
odchylenie standardowe, SD  1,0
Współczynnik zmienności, CV   1,0% 
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Walidacja metody 
Walidację metody przeprowadzono zgodnie  
z wymaganiami zawartymi w normie europejskiej 
PN-EN 482. Wyznaczono następujące parametry 
walidacyjne dla metody HPLC-UV-VIS: 

 – zakres pomiarowy  
metody    0,2 ÷ 4,0 μg/ml   
   (0,02 ÷ 0,4 mg/m3 

   dla próbki  
   powietrza 100 l) 

 – granica wykrywalności 0,0004 μg/ml 
 – granica oznaczalności 0,001 μg/ml 
 – współczynnik korelacji r = 0,9992
 – niepewność rozszerzona  

metody  14,9%.

podSUMowanie

Na podstawie przeprowadzonych badań opracowa-
no metodę 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 detekcją spektrofotometrycz-
ną. Wskazania detektora UV-VIS w funkcji stęże-
nia sumy badanych związków w badanym zakresie 
stężeń (0,2 ÷ 4 µg/ml) mają charakter liniowy. 
Do zatrzymania pyłów lub aerozolu mieszaniny  
CIT/MIT z powietrza należy stosować płucz-
ki bełkotkowe, a jako roztwór pochłaniają-
cy – wodę destylowaną. Wyrażony w procen- 
tach współczynnik odzysku dla mieszaniny CIT/
MIT wynosi 96,4%. Próbki CIT/MIT w roztwo-

rach wodnych przechowywane w chłodziarce 
zachowują trwałośc przez min. 35 dni. Opraco-
wana metoda umożliwia oznaczanie mieszaniny 
CIT/MIT w powietrzu na stanowiskach pracy 
w stężeniach od 0,2 mg/m3, czyli od 1/10 propo-
nowanej wartości NDS. Przedstawiona metoda 
umożliwia oznaczanie CIT i MIT w obecności 
innych związków z grupy izotiazolanów mogą-
cych występować w badanym powietrzu. Opra-
cowaną metodę oznczania mieszaniny CIT/MIT  
w powietrzu na stanowiskach pracy zapisano  
w formie procedury analitycznej, którą zamiesz-
czono w załączniku.
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1. Zakres stosowania metody

W niniejszej procedurze analitycznej podano meto-
dę oznaczania zawartości 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-
tekcją spektrofotometryczną (UV-VIS). Metodę 
stosuje się podczas kontroli warunków sanitarno-
higienicznych. Najmniejsze stężenie CIT/MIT, ja-
kie można oznaczyć w warunkach pobierania pró-
bek powietrza i wykonania oznaczania opisanych  
w procedurze, wynosi 0,02 mg/m3 (dla próbki po-
wietrza o objętości 100 l).

2. Powołania normatywne

Do stosowania niniejszego dokumentu są nie-
zbędne podane niżej dokumenty, które w ca-
łości lub w części zostały w nim normatywnie 
powołane. W przypadku powołań datowanych 
ma zastosowanie wyłącznie wydanie cytowane.  
W przypadku powołań niedatowanych stosuje się 
ostatnie wydanie dokumentu powołanego (łącz-
nie ze zmianami). 

PN-Z-04008-7 Ochrona czystości powietrza –  
Pobieranie próbek – Zasady pobierania próbek po-
wietrza w środowisku pracy i interpretacji wyników.

3. Zasada metody

Metoda polega na przepuszczeniu przez płucz-
kę bełkotkową zawierającą 10 ml wody, obecnej  
w badanym powietrzu mieszaniny CIT/MIT oraz 
przeprowadzeniu analizy chromatograficznej.

4. Postanowienia ogólne

4.1. Postępowanie z substancjami  
 niebezpiecznymi 
Czynności, podczas których używa się rozpusz-
czalników organicznych, należy wykonywać z uży-
ciem środków ochrony indywidualnej pod spraw-
nie działającym wyciągiem laboratoryjnym. 

Pozostałe po analizie roztwory odczynników  
i wzorców należy gromadzić w przeznaczonych do 
tego celu pojemnikach i przekazywać do utylizacji 
w uprawnionych instytucjach.

5. Odczynniki, roztwory i materiały 

Podczas analizy, jeśli nie ma innych wymagań, 
należy stosować substancje o stopniu czystości co 
najmniej cz.d.a. 

5.1.  Roztwór CIT/MIT (masa poreakcyjna  
 CIT/MIT 3: 1) 
Stosować Certyfikowany Materiał Odniesienia 
(CRM).

5.2.  Metanol
Stosować metanol o czystości do HPLC.

5.3.  Woda destylowana 
Stosować wodę destylowaną o czystości do HPLC, 
zwaną w dalszej części procedury — wodą.

5.4. Roztwór wzorcowy podstawowy CIT/MIT
Do kolby pomiarowej o pojemności 10 ml wg 
punktu 6.5 odmierzyć za pomocą pipety wg punk-
tu 6.4 taką objętość Certyfikowanego Materiału 
Odniesienia (CRM) wg punktu 5.1, aby końcowe 
stężenie sumy składników mieszaniny CIT/MIT 
po uzupełnieniu kolby do kreski wodą wg punktu 
5.3 wyniosło 40 µg/ml. 

załąCzniK

proCedUra  anaLiTYCzna oznaCzania MieSzaninY  
5-CHLoro-2-MeTYLo-2H-izoTiazoL-3-onU  
i 2-MeTYLo-2H-izoTiazoL-3-onU (CiT/MiT) 
w powieTrzU na STanowiSKaCH praCY  

z zaSToSowanieM wYSoKoSprawneJ CHroMaToGraFii CieCzoweJ  
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5.5. Roztwory wzorcowe robocze CIT/MIT
Do ośmiu kolb pomiarowych wg punktu 6.5 o po-
jemności 10 ml odmierzyć za pomocą pipety wg 
punktu 6.4 odpowiednio: 0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,25; 0,5; 
0,75 i 1 ml wzorca podstawowego wg punktu 5.4. 
Kolby uzupełnić do kreski wodą wg punktu 5.3. 
Stężenia CIT/MIT w tak przygotowanych roztwo-
rach wynoszą: 0,2; 0,4; 0,8; 1; 2; 3 i 4 µg/ml, co od-
powiada stężeniom: CIT – 0,15; 0,3; 0,6; 0,75; 1,5; 
2,25 i 3 µg/ml oraz MIT – 0,05; 0,1; 0,2; 0,25; 0,5; 
0,75 i 1 µg/ml. Roztwory wg punków 5.4 i 5.5 prze-
chowywane w chłodziarce zachowują trwałość co 
najmniej 35 dni.

6. Przyrządy pomiarowe i sprzęt pomocniczy

Stosować typowy sprzęt laboratoryjny oraz nastę-
pujący:

6.1. Chromatograf cieczowy
Chromatograf cieczowy z detektorem spektrofoto-
metrycznym.

6.2. Kolumna chromatograficzna 
Kolumna chromatograficzna umożliwiająca selek-
tywne oznaczanie CIT/MIT: kolumna CORTECS 
wypełniona żelem krzemionkowym modyfikowa-
nym grupą oktadecylową o uziarnieniu 2,7 μm, 
długości 150 mm i średnicy wewnętrznej 3 mm. 

6.3. Pompa ssąca 
Pompa ssąca umożliwiająca pobieranie powietrza 
ze stałym strumieniem objętości wg rozdziału 7.

6.4. Pipety do cieczy
Pipety automatyczne nastawne o pojemności: 
0,010 ÷ 0,1 ml; 0,1 ÷ 1 ml i 0,5 ÷ 5 ml.

6.5. Kolby pomiarowe 
Kolby o pojemności 10 ml.

6.6. Naczynka szklane
Naczynka szklane o pojemności 2 ml.

6.7. Płuczki bełkotkowe
Płuczki bełkotkowe o pojemności 25 ml.

6.8. Filtry strzykawkowe
Filtry z poli(tetrafluoroetylenu) (PTFE) o średnicy 
13 mm i wielkości porów 0,45 µm.

7. Pobieranie próbek powietrza

Podczas pobierania próbek powietrza należy sto-
sować zasady zawarte w normie PNZ04008-7:2002 
(wraz z późniejszą zmianą PN-Z-04008-7:2002/
Az1:2004). Za pomocą zestawu do pobierania pró-
bek powietrza składającego się z pompy ssącej wg 
punktu 6.3 oraz szeregowo połączonych 2 płuczek 

bełkotkowych o pojemności 25 ml wg punktu 6.7 
przepuścić nie mniej niż 100 l powietrza ze stałym 
strumieniem objętości 265 ml/min. W przypadku 
pobierania próbek chwilowych strumień objętości 
powietrza można zwiększyć do 1 l/min.

Podczas pobierania próbek powietrza do ozna-
czeń należy chronić płuczki przed dostępem świa-
tła. Roztwory z płuczek przenieść do naczynek ze 
szkła oranżowego i do czasu analizy przechowy-
wać w chłodziarce.

Tak przechowywane próbki zachowują trwa-
łość co najmniej 35 dni.

8. Warunki pracy chromatografu

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

 – faza ruchoma   woda: metanol
 – izokratycznie  70: 30 (V: V)
 – temperatura kolumny 30°C
 – natężenie przepływu  

strumienia fazy  
ruchomej  0,3 ml/min

 – długość fali analitycznej  
detektora UV-VIS 274 nm

 –  objętość dozowanej  
próbki    5 µl.

9. Sporządzanie krzywej wzorcowej

W celu sporządzenia krzywej wzorcowej roztwo-
ry robocze wg punktu 5.5 należy poddać analizie 
chromatograficznej w warunkach podanych w roz-
dziale 8. Sporządzić krzywą wzorcową, odkładając 
na osi odciętych sumaryczną masę CIT i MIT, a na 
osi rzędnych – wartość sumy pól powierzchni pi-
ków badanych składników mieszaniny CIT/MIT. 

Dopuszcza się automatyczne integrowanie da-
nych i sporządzanie krzywej wzorcowej.

10. Wykonanie oznaczania 

Po pobraniu próbek powietrza 1 ml roztwo-
ru z każdej płuczki przesączyć za pomocą fil-
trów strzykawkowych wg punktu 6.8 do na-
czynek chromatograficznych wg punktu 6.6. 
Naczynka szczelnie zamknąć. Próbki poddać 
analizie chromatograficznej. Zawartość ozna-
czanej substancji w roztworze z drugiej płucz-
ki nie powinna przekraczać 10% zawartości 
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oznaczonej w roztworze z płuczki pierwszej.  
W przeciwnym wypadku wynik należy traktować 
jako orientacyjny.

11. Obliczanie wyniku oznaczania

Stężenie CIT/MIT (X) w badanym powietrzu obli-
czyć w mikrogramach na metr sześcienny, na pod-
stawie wzoru:

 
 
w którym:

m1 –  masa CIT/MIT w pierwszej płuczce od-
czytana z krzywej wzorcowej, w mikro-
gramach,

m2 –  masa CIT/MIT w drugiej płuczce odczy-
tana z krzywej wzorcowej, w mikrogra-
mach,

V – objętość powietrza przepuszczonego 
przez płuczki, w metrach sześciennych.

Adres do korespondencji/Contact details:
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91-348 łódź, ul. św. Teresy od Dzieciątka Jezus 8
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