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Streszczenie

Nadtlenek wodoru w temperaturze pokojowej wystepuje w postaci bezbarwnej, przejrzystej cieczy, o stabym zapachu
ozonu. Nadtlenek wodoru jest wykorzystywany jako wybielacz w przemysle papierniczym, spozywczym i kosmetycz-
nym oraz do produkcji paliwa rakietowego. Wlasciwosci utleniajace nadtlenku wodoru sg wykorzystywane w procesie
oczyszczania $ciekow oraz w medycynie do odkazania ran (woda utleniona). W chemii analitycznej zwigzek ten wy-
korzystywany jest w oznaczeniach $ladowych ilo$ci metali. Szkodliwe dzialanie nadtlenku wodoru polega na dziata-
niu draznigcym na skore, blony sluzowe oczu i gornych drég oddechowych. Celem prac badawczych byto opracowanie
i walidacja metody oznaczania nadtlenku wodoru w powietrzu na stanowiskach pracy. Opracowana metoda oznaczania
polega na pochlanianiu nadtlenku wodoru w wodzie, a nastepnie na spektrofotometrycznym oznaczeniu kompleksu
oranzu ksylenolowego z utlenionymi przez nadtlenek wodoru jonami zelaza (Fe III). Do badan wykorzystano spektro-
fotometr UNICAM umozliwiajagcy wykonanie oznaczen przy dlugosci fali 560 nm. Opracowana metoda jest liniowa
w zakresie stezen 0,02 + 0,4 ug/ml, co odpowiada zakresowi 0,04 + 0,8 mg/m® dla probki powietrza o objetosci 10 1.
Opracowana metoda umozliwia oznaczanie nadtlenku wodoru w powietrzu na stanowiskach pracy w obecnosci substancji
wspotwystepujacych. Metoda charakteryzuje si¢ dobra precyzjg i dokladnoscia i spelnia wymagania normy PN-EN 482
dla procedur dotyczacych oznaczania czynnikéw chemicznych. Opracowana metoda oznaczania nadtlenku wodoru
w powietrzu na stanowiskach pracy zostata zapisana w postaci procedury analitycznej, ktdra zamieszczono w zalaczni-
ku. Zakres tematyczny artykutu obejmuje zagadnienia zdrowia oraz bezpieczenstwa i higieny srodowiska pracy bedace
przedmiotem badan z zakresu nauk o zdrowiu oraz inzynierii srodowiska.

Stowa kluczowe: nadtlenek wodoru, metoda analityczna, narazenie zawodowe, spektrofotometria, nauki o zdrowiu,
inzynieria $rodowiska.

! Opracowano na podstawie wynikéw V etapu programu wieloletniego ,,Poprawa bezpieczenstwa i warunkéw pracy’, finansowanego w latach
2020-2022 w zakresie badan naukowych i prac rozwojowych przez ministra wladciwego ds. nauki/Narodowe 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 — Panstwowy Instytut Badawczy.
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Abstract

Hydrogen peroxide at room temperature is a colourless clear liquid with weak ozone like odour. It is used as a bleach in
paper, food and cosmetics industry and in rocket fuel production. It is also used in waste water and waste gas treatment
and as a disinfectant in wounds treatment. In analytical chemistry, hydrogen peroxide is used to determine trace amounts
of metals. Hydrogen peroxide may cause irritation of eyes, skin, and respiratory tract. The goal of this research was
to develop and validate a method for determining hydrogen peroxide in workplace air. Developed method is based
on the collection of hydrogen peroxide with water filled bubbler and spectrophotometric determination of xylenol
orange and ferrum (IIT) ions complex. Developed method is linear in the concentration range of 0.2-4.0 pg/ml, which
corresponds to the range of 0.04-0.8 mg/m’® for 10-L air sample. The analytical method described in this paper makes
it possible to determine hydrogen peroxide in workplace air in the presence of other substances. The method is precise,
accurate and it meets the criteria for procedures for determining chemical agents listed in Standard No. PN-EN 482. The
developed method of determining hydrogen peroxide in workplace air 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: hydrogen peroxide, analytical method, occupational exposure, spectrophotometry, health sciences,
environmental engineering.

WPROWADZENIE

Nadtlenek wodoru w temperaturze pokojowej W wysokich stezeniach moze powodowac

wystepuje w postaci bezbarwnej, przejrzystej
cieczy, o stabym zapachu ozonu. Wodne roztwo-
ry nadtlenku wodoru wykazujg stabe wilasnosci
kwasowe. Zwiazek ten jest otrzymywany w reak-
cji autooksydacji antrachinonu przez utlenianie
2-etylo-9,10-antracenodiolu za pomoca gazowego
tlenu przepuszczanego przez roztwor tego zwigz-
ku w mieszaninie rozpuszczalnikéw. Nadtlenek
wodoru jest stosowany jako silny utleniacz w reak-
cjach chemicznych przy produkeji np. nadboranu
sodu, hydrochinonu, hydrazyny oraz nadtlenkéw
organicznych. Wykorzystywany jest takze jako wy-
bielacz w przemysle papierniczym, spozywczym
i kosmetycznym oraz do produkcji paliwa rakieto-
wego. Wlasciwosci utleniajace nadtlenku wodoru
wykorzystuje si¢ w procesie oczyszczania $ciekow
oraz w medycynie do odkazania ran (woda utle-
niona). W chemii analitycznej zwigzek ten wyko-
rzystywany jest w oznaczeniach §ladowych ilosci
metali. Do organizmu czlowieka nadtlenek wodo-
ru moze dostawac si¢ drogg inhalacyjng lub przez
bezposredni kontakt ze skérg. Do grup zawodowo
narazonych na nadtlenek wodoru zaliczy¢ nalezy
pracownikéw zatrudnionych przy produkgcji tego
zwigzku oraz pracownikéow zakladéw kosme-
tycznych. Szkodliwe dzialanie nadtlenku wodo-
ru polega na dziataniu draznigcym na skore oraz
blony sluzowe oczu i gérnych drég oddechowych.
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zaczerwienienia i oparzenia skdry, uszkodzenia
rogowki oraz nudnosci, wymioty, béle i zawroty
glowy, a w skrajnych przypadkach obrzek pluc,
drgawki i utrate przytomnosci. Brak danych doty-
czacych rakotwdrczego dzialania nadtlenku wodo-
ru na ludzi. Migdzynarodowa Agencja ds. Badan
nad Rakiem zaliczyla ten zwiazek do grupy 3, tj. do
zwigzkéw nieklasyfikowanych jako rakotworcze
dla ludzi. W badaniach na zwierzetach laborato-
ryjnych nie stwierdzono réwniez zaburzen funk-
¢ji rozrodczych (IARC 1999; PubMed 2003; Socko
2013). Klasyfikacje nadtlenku wodoru zgodnie
z tabelg 3.1. zalgcznika VI do rozporzadzenia Par-
lamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1272/2008
z dnia 16 grudnia 2008 r. w sprawie klasyfikacji,
oznakowania i pakowania substancji i mieszanin,
zmieniajacego i uchylajacego dyrektywy 67/548/
EWG i 1999/45/WE oraz zmieniajacego rozporza-
dzenie (WE) nr 1907/2006, zwanego rozporzadze-
niem CLP (Dz. Urz. UE L 353 z dnia 31.12.2008 r.),
przedstawiono w tabeli 1.

Celem prac badawczych bylo opracowanie od-
powiednio czulej i selektywnej metody oznaczania
nadtlenku wodoru w powietrzu na stanowiskach
pracy, umozliwiajacej pomiary jego stezen, a takze
dokonanie oceny narazenia zawodowego.

Konieczno$¢ opracowania nowej metody
analitycznej wynikala z faktu blisko 4-krotnego
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obnizenia warto$ci NDS dla nadtlenku wodoru do
poziomu 0,4 mg/m°.

Zakres tematyczny artykulu obejmuje zagad-
nienia zdrowia oraz bezpieczenstwa i higieny

$rodowiska pracy bedace przedmiotem badan z za-
kresu nauk o zdrowiu oraz inzynierii Srodowiska.

Tabela 1. Zharmonizowana klasyfikacja oraz oznakowanie nadtlenku wodoru zgodnie z obowigzujgcymi aktami prawnymi
Table 1. Harmonized classification and labelling of hydrogen peroxide in accordance with the applicable legal acts

Klasyfikacja zagrozenia i kody kategorii

Kody zwrotéw wskazujacych rodzaj zagrozenia

Ox. Lig. 1
Substancja ciekta utleniajaca

Acute Tox. Inhal. 4
Toksycznos¢ ostra droga inhalacyjna, kat. zagrozenia 4

Acute Tox. Oral. 4
Toksycznos¢ ostra droga pokarmowa, kat. zagrozenia 4

Skin Corr. 1A
Substancja zraca, kat. zagrozenia 1A

H271
Moze spowodowac pozar lub wybuch; silny utleniacz

H332
Toksycznos¢ ostra droga oddechowa

H302
Toksycznos¢ ostra droga pokarmowa

H314
Dziafanie zrace/drazniace na skore

CZESC DOSWIADCZALNA

Aparatura, materiaty i odczynniki

Wszystkie badania wykonano z zastosowaniem
aparatury analitycznej, materialéw i odczynnikéw
wymienionych ponizej:

Aparatura:

- aspiratory indywidualne EHA Air-350,

- spektrofotometr UNICAM UV-VIS Spec-
trometr UV 4,

- waga analityczna (Sartorius).

Materialy:

- pluczki betkotkowe ze szklem spiekanym,

- kolby miarowe o pojemnosci: 5, 10, 250
500 ml,

- kuwety,

— pipety automatyczne nastawne o pojemno-
§ci: 0,010 - 0,1;0,1 +1i 0,5+ 5mlL

Odczynniki:

- nadtlenek wodoru 30% (Sigma-Aldrich),

- metanol do HPLC (JT Baker),

- woda o czystosci do HPLC,

- kwas siarkowy (POCh),

- oranz ksylenowy (Sigma-Aldrich),

- s6l Mohra (NH,),Fe(SO,),), (Sigma-Aldrich),

- sorbitol (Pol Aura),

- roztwor kompleksujacy (FOX): do kol-
by miarowej o pojemnosci 250 ml odwa-
zy¢ 17,92 mg oranzu ksylenowego i 4,55 g
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sorbitolu i doda¢ 24,51 mg soli Mohra
rozpuszczonej w 0,350 ml stezonego kwa-
su siarkowego. Kolbe uzupetni¢ do kreski
woda.

Warunki oznaczania nadtlenku wodoru

Przeglad dostepnej literatury fachowej wskazuje,
ze nadtlenek wodoru w powietrzu i w innych ma-
trycach (woda, material biologiczny) oznaczany
jest glownie z wykorzystaniem metody spektro-
fotometrycznej przy zastosowaniu réznych czyn-
nikéw kompleksujacych. Opracowana w Occupa-
tional Safety and Health Administration (OSHA)
metoda zakladala oznaczanie nadtlenku wodoru
w postaci kompleksu z jonami tytanu metoda pul-
sacyjnej polarografii réznicowej (OSHA 1978).
Opracowana w 1997 roku w Centralnym Instytu-
cie Ochrony Pracy metoda oznaczania nadtlen-
ku wodoru polegata na spektrofotometrycznym
oznaczaniu tego zwigzku w postaci kompleksu
utlenionych przez nadtlenek wodoru jonow zelaza
z jonami rodankowymi (Kijeriska 1997). Zwiazek
ten mozna oznacza¢ spektrofotometrycznie przy
diugosci fali 560 nm po wywolaniu barwnej re-
akcji oranzu ksylenolowego z jonami Zelaza (sdl
Mohra - (NH,),Fe(SO,),) utlenionymi przez nad-
tlenek wodoru (lub inne nadtlenki) w obecno$ci
sorbitolu (Banerjee 2002; Gay 1999; Wolff 1994).
Metoda ta umozliwia oznaczanie bardzo niskich
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stezen nadtlenku wodoru, a jedna z jej modyfika-
cji umozliwia blisko 20-krotne zwigkszenie czu-
tosci oznaczen (Wolff 1994). Metoda spektrofoto-
metryczng mozna oznacza¢ nadtlenek wodoru po
reakcji tego zwigzku z tytanem(IV) i wytworzeniu
barwnego kompleksu z 4-(2-pyridylazo)rezorcy-
nolem (PAR). Powstaly kompleks oznaczany jest
przy diugosci fali 505 nm (Possanzini, Di Palo
1995; Takamura, Matsumoto 2020). Opisywana
w publikacji Possanziniego i Di Palo metoda zakta-
data réwniez pobieranie prébek powietrza na filtry
impregnowane roztworem chlorku tytanu w kwa-
sie siarkowym. Metoda ta zostala opracowana na
potrzeby badan $rodowiskowych i zakladala po-
bieranie godzinnych probek z predkoscig 10 1/min.
Opracowana w 1997 roku metoda oznaczania nad-

tlenku wodoru zakladajaca oznaczanie tego zwigzku
w postaci kompleksu utlenionych przez nadtle-
nek wodoru jonéw Zelaza z jonami rodankowymi
(NCS) umozliwiala oznaczenie stezen tego zwigzku
w granicach 0,5 + 4 mg/m’ i w zwiazku z obnize-
niem warto$ci NDS z 1,5 mg/m’ do 0,4 mg/m” nie
spelnia wymagan normy europejskiej PN-EN 482.
Bioragc pod uwage konieczno$¢ oznaczania
niskich stezen nadtlenku wodoru w $rodowisku
pracy, zdecydowano o wykorzystaniu do tego celu
metody spektrofotometrycznej przy zastosowa-
niu kompleksowania utlenionych przez nadtlenek
wodoru jonéw zelaza oranzem ksylenolowym. Do
pobierania probek powietrza zastosowano ptuczki
betkotkowe, a jako medium pochlaniajgce wode.

WYNIKI BADAN | ICH OMOWIENIE

Badanie zakresu stosowania
i precyzji metody analitycznej

W celu zbadania zakresu roboczego metody ozna-
czania nadtlenku wodoru przygotowano 3 serie
kalibracyjne. Do 9 kolb miarowych o pojemnosci
10 ml odmierzono po: 0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4;
0,6; 0,8 i 1 ml wzorca nadtlenku wodoru o steze-
niu 8 ug/ml. Kolby uzupetniono do kreski woda.
Stezenia nadtlenku wodoru w tak przygotowanych
roztworach wynosza: 0; 0,04; 0,08; 0,16; 0,24; 0,32;
0,48; 0,64 1 0,80 pg/ml. Do kolb miarowych o po-
jemnosci 1 ml pobrano po 0,5 ml kazdego wzor-
ca, dodano 0,25 ml metanolu i 0,25 ml roztworu
kompleksujacego. Probki poddano 30-minutowe;j
inkubacji w temperaturze pokojowej. Po zakon-

czeniu reakcji z czynnikiem kompleksujacym
i osiggnieciu ostatecznej barwy (od z6ttej do nie-
bieskofioletowej) zmierzono absorbancje roztwo-
réw wzorcowych przy dlugosci fali analitycznej
560 nm.

Wyniki badania liniowo$ci metody w badanym
zakresie stezen przedstawiono w tabeli 2. i graficz-
nie na rycinie 1. Z uzyskanych danych wynika,
ze warto$¢ absorbancji w funkgeji stezenia nad-
tlenku wodoru w badanym zakresie stezen 0,02 +
0,4 pg/ml ma charakter liniowy. Zaleznos¢ te
opisuje rownanie y = 1,821x + 0,0132. Wyrazony
w procentach wspoétczynnik zmiennosci (CV) dla
3 serii kalibracyjnych wynosi 4,48%, a wspolczyn-
nik regresji r = 0,9992.

Tabela 2. Badanie liniowosci metody oznaczania nadtlenku wodoru w postaci kompleksu z oranzem ksylenolowym
Table 2. Linearity testing of hydrogen peroxide determination method in the form of a complex with xylenol orange

Stezenie, ug/ml
Badany parametr
0,04 0,08 0,16 0,24 0,32 0,48 0,64 0,80
Absorbancja 0,037 0,081 0,158 0,235 0,314 0,460 0,591 0,726
0,038 0,079 0,159 0,236 0,308 0,467 0,593 0,739
0,039 0,089 0,158 0,237 0,321 0,469 0,594 0,728
Srednia absorbancja 0,038 0,083 0,158 0,236 0,314 0,465 0,593 0,731
Odchylenie 0,001 0,005 0,001 0,001 0,007 0,005 0,002 0,007
standardowe,
SD
Wsp6tczynnik 2,63 6,38 0,36 0,42 2,07 1,02 0,26 0,96
zmiennosci,
CV, %
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Ryc. 1. Krzywa wzorcowa nadtlenku wodoru w zakresie stezefi 0,02 + 0,4 pg/ml
Fig. 1. Hydrogen peroxide calibration curve in the range of 0.02 + 0.4 pg/ml

W celu zbadania zgodnosci wynikéw przy wie-
lokrotnym powtarzaniu oznaczenia przygotowano
3 stezenia nadtlenku wodoru: 0,04; 0,241 0,8 pg/ml.
Z kazdego stezenia przygotowano do badan po 10
probek. Do kolby miarowej o pojemnosci 1 ml po-
brano po 0,5 ml roztworéw wzorcowych, do kto-
rych dodano 0,25 ml metanolu i 0,25 ml odczynni-
ka FOX. Prébki poddano 30-minutowej inkubacji
w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu reakeji
z czynnikiem kompleksujacym i osiagnieciu osta-
tecznej barwy probki poddano analizie spektrofo-
tometrycznej.

Tabela 3. Wyniki badania precyzji metody oznaczania nadtlenku wodoru

Wyniki badan precyzji przy wielokrotnym po-
wtarzaniu oznaczenia, uwzgledniajac wspdtczyn-
nik nachylenia krzywej wzorcowej, przedstawio-
no w tabeli 3. Wspolczynniki zmiennosci (CV)
rozrzutéw uzyskanych wynikéw w stosunku do
warto$ci $rednich dla stezen: 0,04; 0,241 0,8 pg/ml
wynosza odpowiednio: 3,9; 4,62 i 1,68%. Srednia
warto$¢ wspdlczynnika zmiennosci (CV) dla
3 stezen wynosi 6,41%, co wskazuje na dobrg pre-
cyzje oznaczen nadtlenku wodoru przy zastosowa-
niu metody spektrofotometrycznej.

Table 3. The results of the precision study of a hydrogen peroxide determination method

Oznaczone stezenie Ozn;czqne Oznaczone stezenie
Numer analizy Absorbancja nadtlenku wodoru, Absorbancja nS;detzleezllfu Absorbancja nadtlenku wodoru,
be/mi wodoru, pg/ml 5
1 0,037 0,020 0,232 0,127 0,678 0,372
2 0,037 0,020 0,231 0,127 0,692 0,380
3 0,038 0,021 0,234 0,129 0,709 0,389
4 0,039 0,021 0,234 0,129 0,712 0,391
4 0,035 0,019 0,236 0,130 0,694 0,381
6 0,036 0,020 0,232 0,127 0,699 0,384
7 0,039 0,021 0,236 0,130 0,702 0,386
8 0,038 0,021 0,233 0,128 0,678 0,372
9 0,037 0,020 0,268 0,147 0,692 0,380
10 0,035 0,019 0,236 0,130 0,701 0,385
Srednia 0,020 0,130 0,382
SD 0,001 0,006 0,006
vV, % 3,91 4,63 1,64
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Badanie warunkéw pobierania probek powietrza

W celu zbadania wplywu zalozonych warunkéow
pobierania prébek powietrza na retencje¢ nadtlen-
ku wodoru przygotowano 3 serie po 6 pluczek bel-
kotkowych, do ktérych dodano po 10 ml roztwo-
réw wzorcowych nadtlenku wodoru zawierajacych
nastepujace stezenia badanego zwiazku: 0,04; 0,24
0,8 pg/ml, oraz po 6 pluczek zawierajacych wode.
Pluczki zawierajace roztwory wzorcowe polaczo-
no szeregowo z pluczkami zawierajgcymi wode
i przy uzyciu aspiratoréw niskoprzeplywowych
przepuszczono przez ptuczki 10 1 powietrza ze sta-
tym strumieniem objetosci 3 1/h. Po przepuszcze-
niu zalozonej objetosci powietrza z kazdej ptuczki
pobrano do kolby miarowej o pojemnosci 1 ml po
0,5 ml prébki badanej, dodano 0,25 ml metanolu
i 0,25 ml roztworu FOX. Prébki poddano 30-mi-
nutowej inkubacji w temperaturze pokojowej. Po
zakonczeniu reakcji z czynnikiem kompleksuja-
cym i osiggnieciu niebieskofioletowej barwy roz-
twory poddano analizie spektrofotometryczne;.

Wartosci osiggnietej absorbancji badanego zwigz-
ku poréwnano z wynikami absorbancji roztworéw
wzorcowych o takich samych stezeniach, podda-
nych identycznej procedurze co probki, przez kto-
re nie przepuszczano powietrza.

Wyniki badan dotyczacych warunkéw pobie-
rania probek powietrza przedstawiono w tabeli 4.
Przyjety sposdb pobierania probek powietrza nie
powoduje powstawania istotnych strat analitu.
Srednie warto$ci wspotczynnika odzysku nadtlen-
ku wodoru z medium pochlaniajacego, przez ktore
przepuszczono 10 | powietrza, dla analizowanych
stezen (0,04; 0,24 i 0,8 pg/ml) wynosza odpowied-
nio: 0,91 (SD - 0,06); 1,09 (SD - 0,05) i 1,0 (SD —
0,02). Srednia warto$¢ wspotczynnika odzysku dla
3 analizowanych stezen wynosi 1,0 (SD - 0,09), co
$wiadczy o pelnym odzysku analitu z zastosowa-
nego medium pochtaniajacego.

W analizowanych roztworach z ptuczek zawie-
rajacych czysta wode nie stwierdzono obecnosci
nadtlenku wodoru.

Tabela 4. Badanie warunkéw pobierania probek powietrza do oznaczania nadtlenku wodoru
Table 4. Test of air sampling conditions for determining hydrogen peroxide

Absorbancja
Zawartos¢ éredni
Srednia
Medium pochtaniajace (RS NS bseisame roztwory Wsp6tczynnik odzysku wspdtczynnik
w ptuczce, absorbancja badane vk
ug roztworéw CerEd
kontrolnych
0,034 0,89 0,91
0,039 1,03
0,034 0,89
0,032 0,84
0.4 0.038 0,035 0,92
0,033 0,87
SD 0,06
cv 2,04%
0,263 m 1,09
0,275 1,17
0,255 1,08
0,248 1,05
Woda 2.4 0,236 0,256 108
0,246 1,04
SD 0,05
v 4,14%
0,769 1,05 1,0
0,729 1,00
0,727 0,99
0,728 1,00
8 0.731 0,719 0,98
0,728 1,00
SD 0,02
v 2,43%
Sredni wspétczynnik odzysku, Sr, % 1,00
Odchylenie standardowe, SD 0,09
Wsp6tczynnik zmiennosci, CV, % 8,84
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Badanie warunkow przechowywania probek

W celu zbadania trwalosci pobranych pro-
bek przygotowano 3 serie po 6 kolb miarowych
o pojemnosci 5 ml, w ktorych umieszczono roz-
twory wzorcowe nadtlenku wodoru o stezeniach:
0,04; 0,24 i 0,8 pg/ml. Kolby szczelnie zamknigto
i umieszczono w chlodziarce. Po 1, 2 i 3 dniach
przechowywania poddano analizie po 6 probek
z kazdego stezenia. Do kolb miarowych o pojem-
nosci 1 ml pobrano po 0,5 ml probki badanej i do-
dano po 0,25 ml metanolu oraz 0,25 ml odczynni-
ka FOX. Prébki poddano 30-minutowej inkubacji
w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu reak-
¢ji z czynnikiem kompleksujacym probki podda-
no analizie spektrofotometryczne;.

Osiagniete wartosci absorbancji badanego
zwigzku poréwnano z warto$ciami absorbancji
roztworéw wzorcowych o takich samych steze-
niach przygotowanych w dniu analizy.

Wyniki badan warunkéw przechowywania

przechowywane najdluzej 2 dni. Wyrazona
w procentach $rednia zawartos$¢ nadtlenku wodo-
ru w roztworach wzorcowych o stezeniach: 0,04;
0,241 0,8 ug/ml po 2 dniach przechowywania wy-
nosi odpowiednio: 90,3 (SD - 6,0); 97,2 (SD — 1,6)
198,8 (SD - 2,1). Oznaczona po 3 dniach przecho-
wywania procentowa zawarto$¢ nadtlenku wodoru
w roztworach wzorcowych (0,04; 0,24 i 0,8 pg/ml)
wynosila odpowiednio: 85,5 (SD - 7,5); 78,0
(SD - 3,9)i69,4 (SD — 10,2).

Walidacja metody

Walidacje metody przeprowadzono zgodnie
z wymaganiami zawartymi w normie europejskiej
PN-EN 482. Na podstawie przeprowadzonych ba-
dan uzyskano nastepujace dane walidacyjne:
— zakres pomiarowy 0,04 + 0,8 pg/ml
— wspolczynnik korelacji

charakteryzujacy liniowo$¢

] . ; - krzywej wzorcowej r=0,9992
probek przedstawiono graficznie na rycinie 2. TEYWE) WE ]
Z dstawionych danych nika, e prob- L pcnOSCTOZSZErZONa
- prze Y yeh wynixa, P ) metody 19,6%.
ki nadtlenku wodoru sg nietrwale i moga by¢
o 1dzien A2dzieh g 3dzieh
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Ryc. 2. Trwato3¢ probek nadtlenku wodoru w funkgji czasu przechowywania probek
Fig. 2. Stability of hydrogen peroxide samples as a function of sample storage time

PODSUMOWANIE

Na podstawie przeprowadzonych badan zapropo-
nowano metode oznaczania nadtlenku wodoru
w powietrzu na stanowiskach pracy z wykorzy-
staniem spektrofotometrii w $wietle widzialnym.
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Nadtlenek wodoru pobierany jest na pluczki
z woda, a nastepnie oznaczany posrednio w po-
staci kompleksu oranzu ksylenolowego z utle-
nionymi przez nadtlenek wodoru jonami zelaza
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(Fe II). Opisana metoda umozliwia oznaczanie
stezen nadtlenku wodoru w powietrzu na sta-
nowiskach pracy w zakresie 0,04 + 0,8 mg/m’,
tj. ~0,1 + 2 warto$ci NDS. Metoda zostala poddana

walidacji zgodnie z wymaganiami normy PN-EN
482+A1:2016-01 i opisana w formie procedury
analitycznej zamieszczonej w zalaczniku.
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ZAtACZNIK

PROCEDURA ANALITYCZNA
OZNACZANIA NADTLENKU WODORU W POWIETRZU
NA STANOWISKACH PRACY METODA SPEKTROFOTOMETRYCZNA

1. Zakres stosowania metody

W niniejszej normie podano metode oznaczania
zawarto$ci nadtlenku wodoru (CAS 7722-84-1)
w powietrzu na stanowiskach pracy z zastosowa-
niem metody spektrofotometrycznej (UV-VIS).

Metodg stosuje si¢ podczas kontroli warunkow
sanitarnohigienicznych.

Najmniejsze stezenie nadtlenku wodoru, jakie
mozna oznaczy¢ w warunkach pobierania pro-
bek powietrza i wykonania oznaczania opisanych
w normie, wynosi 0,04 mg/m?’ (dla probki powie-
trza o objetosci 10 1).

2. Powotania normatywne

Do stosowania niniejszego dokumentu sg niezbed-
ne podane nizej dokumenty, ktére w catosci lub
w czesci zostaly w nim normatywnie powolane.
W przypadku powotan datowanych ma zastosowa-
nie wylacznie wydanie cytowane. W przypadku po-
wotan niedatowanych stosuje si¢ ostatnie wydanie
dokumentu powotanego (facznie ze zmianami).

PN-Z-04008-7 Ochrona czystoéci powietrza -
Pobieranie probek — Zasady pobierania probek
powietrza w §rodowisku pracy i interpretacji wy-
nikow.

3. Zasada metody

Metoda polega na: przepuszczeniu przez plucz-
ke betkotkowa zawierajaca 10 ml wody obecnego
w powietrzu nadtlenku wodoru, reakcji nadtlenku
wodoru z jonami zelaza (Fe II) i reakcji utlenio-
nych jonéw zelaza (Fe III) z oranzem ksylenolo-
wym. Powstaly barwny kompleks oznaczany jest
spektrometrycznie przy dlugosci fali 560 nm.

4. Postanowienia ogodlne

4.1. Dokladno$¢ wazenia
O ile nie zaznaczono inaczej, substancje stosowane
w analizie nalezy wazy¢ z dokladnoscia do 0,0002 g.
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4.2. Postepowanie z substancjami niebezpiecz-
nymi

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

Pozostale po analizie roztwory odczynnikéow
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 stosowac substancje o stopniu czystosci co
najmniej cz.d.a.

5.1. Nadtlenek wodoru
Certyfikowany wzorzec analityczny o stezeniu
30%.

5.2. Metanol
Metanol o czystosci do HPLC.

5.3. Woda
Stosowaé wode destylowang o czystosci do HPLC,
zwang w dalszej czgsci procedury woda.

5.4. Oranz ksylenolowy
Sol sodowa kwasu o-krezolosulfoftaleino-3,3”-bis-
metyloiminooctowego.

5.5. S6l Mohra
Siarczan(VI) amonu i zelaza(II).

5.6. Sorbitol

5.7. Kwas siarkowy(VI)
Stosowac kwas siarkowy(VI) o stezeniu 95%.

5.8. Roztwdr wzorcowy podstawowy nadtlenku

wodoru

Do kolby pomiarowej wg punktu 6.5. o pojemno-
$ci 500 ml odmierzy¢ za pomocy pipety automa-
tycznej wg punktu 6.4. 133,35 ul 30-procentowego
nadtlenku wodoru wg punktu 5.1., kolbe uzupel-
ni¢ do kreski woda wg punktu 5.3. i dokladnie wy-
miesza¢. Stezenie tak przygotowanego roztworu
wynosi 80 pg/ml.

Roztwor nalezy przygotowa¢ w dniu analizy.
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5.9. Roztwor wzorcowy posredni nadtlenku
wodoru

Do kolby miarowej wg punktu 6.5. o pojemnosci
10 ml odmierzy¢ 1 ml roztworu podstawowego
nadtlenku wodoru wg punktu 5.8., kolbe uzupet-
ni¢ do kreski woda wg punktu 5.3. i dokladnie wy-
mieszaé. Stezenie tak przygotowanego roztworu
wynosi 8 pg/ml.

Roztwor nalezy przygotowaé w dniu analizy.

5.10. Roztwory wzorcowe robocze nadtlenku

wodoru

Do 9 kolb pomiarowych o pojemnosci 10 ml
wg punktu 6.5. odmierzy¢ za pomoca pipety wg
punktu 6.4. odpowiednio: 0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4;
0,6; 0,8 i 1 ml wzorca posredniego wg punktu 5.9.
Kolby uzupelni¢ do kreski woda wg punktu 5.3.
Stezenia nadtlenku wodoru w tak przygotowanych
roztworach wynosza: 0; 0,04; 0,08; 0,16; 0,24; 0,32;
0,48; 0,64 10,8 pg/ml.

Roztwory nalezy przygotowa¢ w dniu analizy.

5.11. Roztwor kompleksujacy (odczynnik FOX)
Na wadze analitycznej wg punktu 6.7. odwazy¢
17,92 mg oranzu ksylenowego wg punktu 5.4.,
4,55 g sorbitolu wg punktu 5.6. oraz 24,51 mg
soli Mohra wg punktu 5.5. S61 Mohra rozpusci¢
w 0,350 ml kwasu siarkowego wg punktu 5.7. Od-
wazone odczynniki przenies¢ ilosciowo do kolby
pomiarowej o pojemnosci 250 ml wg punktu 6.5.,
calo$¢ rozpusci¢ w wodzie, a nastepnie uzupelni¢
wodg do kreski.

6. Przyrzady pomiarowe i sprzet pomocniczy

Stosowac typowy sprzet laboratoryjny oraz naste-
pujacy:
6.1. Spektrofotometr UV-VIS
Spektrofotometr umozliwiajacy wykonanie ozna-
czen przy dtugosci fali réwnej 560 nm.
6.2. Pluczka
Stosowa¢ pluczki belkotkowe ze szklem spieka-
nym o pojemnosci 25 ml.
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;0,1+1i10,5+5ml.
6.5. Kolby pomiarowe
Kolby o pojemnosci: 1, 10, 250 i 500 ml.
6.6. Kuwety do spektrometru
Kuwety o pojemnosci 2 ml.
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6.7. Waga
Waga analityczna umozliwiajaca wazenie z do-
ktadnoscig do 0,0002 g.

7. Pobieranie probek powietrza

Podczas pobierania probek powietrza nalezy stoso-
wa¢ zasady zawarte w normie PN-Z-04008-7:2002
(wraz z pdzniejsza zmiang PN-Z-04008-7:2002/
Az1:2004). Przy uzyciu zestawu do pobierania
probek powietrza skladajacego sie z pompy ssacej
wg punktu 6.3. i pluczki betkotkowej wg punktu
6.2. zawierajacej 10 ml wody przepusci¢ nie mniej
niz 10 1 powietrza ze stalym strumieniem objeto-
$ci 3,0 I/h. Pobrane prébki powietrza zabezpieczy¢
i do czasu analizy przechowywa¢ w chlodziarce.
Pobrane probki przechowywane w chtodziarce
zachowuja trwalo$¢ nie dluzej niz 2 dni.

8. Warunki pracy spektrofotometru UV-VIS

Pomiar absorbancji przeprowadzi¢ przy dlugosci
fali wynoszacej 560 nm.

9. Sporzadzanie krzywej wzorcowej

Do 9 kolb pomiarowych o pojemnosci 1 ml wg
punktu 6.5. odmierzy¢ po 0,5 ml z kazdego wzorca
wg punktu 5.10., nastepnie doda¢ 0,25 ml metano-
lu wg punktu 5.2. 1 0,25 ml roztworu kompleksu-
jacego (FOX) wg punktu 5.11. Calos¢ wymieszac
i pozostawi¢ w temperaturze pokojowej na 30 min.
Uzyskane roztwory podda¢ pomiarowi absorban-
cji wobec probki slepej w warunkach podanych
w punkcie 8. Sporzadzi¢ krzywa wzorcows, od-
ktadajac na osi odcietych ilos¢ nadtlenku wodoru,
a na osi rzednych warto$¢ absorbancji.

10. Wykonanie oznaczania

Po pobraniu prébek powietrza do kolb pomiaro-
wych o pojemnosci 1 ml wg punktu 6.5. przenies¢
po 0,5 ml probki badanej, doda¢ 0,25 ml metanolu
wg punktu 5.2. oraz 0,25 ml roztworu komplek-
sujacego wg punktu 5.11. Zawarto$¢ wymieszaé
i podda¢ minimum poélgodzinnej inkubacji
w temperaturze pokojowej. Zmierzy¢ warto$¢ ab-
sorbancji w probce za pomocg spektrometru UV-
-VIS przy dlugosci fali wynoszacej 560 nm.
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11. Obliczanie wyniku oznaczania

Stezenie nadtlenku wodoru (X) w badanym po-
wietrzu obliczy¢ w miligramach na metr szescien-
ny wg wzoru:
X= % 20,
w ktorym:
m — masa nadtlenku wodoru odczytana z krzy-
wej wzorcowej, w miligramach,
V - objetos¢ powietrza przepuszczonego, w met-
rach szesciennych,
20 - wspolczynnik rozcienczenia.
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