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Streszczenie

Opracowano nowa metode oznaczania stezen
soli sodowej warfaryny (WAS) w powietrzu na
stanowiskach pracy do przeprowadzania kon-
troli warunkéw sanitarnohigienicznych.

Metoda polega na: zatrzymaniu soli sodowej
warfaryny na filtrze z wiékna szklanego, wy-
myciu woda destylowang i analizie otrzymane-
go roztworu metoda wysokosprawnej chroma-

tografii cieczowej z detekcja spektrofotome-
tryczna (A = 260 nm).

Zakres metody wynosi 0,001 + 0,087 mg/m? przy
pobieraniu 480 I powietrza.

Opracowang metode oznaczania soli sodowej
warfaryny w powietrzu na stanowiskach pracy
zapisano w formie procedury analitycznej, ktora
zamieszczono w Zataczniku.

! Publikacja przygotowana na podstawie wynikow badan wykonanych w ramach zadania nr 01.A.03 programu
wieloletniego ,,Poprawa bezpieczenstwa i warunkéw pracy” (Il etap) dofinansowanego w latach 2011-2013 w zakresie
stuzb panstwowych przez Ministerstwo Pracy i Polityki Spolecznej. Koordynator programu: Centralny Instytut

Ochrony Pracy — Panstwowy Instytut Badawczy.
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Summary

A new procedure aiming at controlling working
conditions has been developed for the measure-
ment of warfarin sodium in the workplaces air.
The method is based on adsorption of WAS on
glass fiber filter, elution by water and analysis
using high-performance liquid chromatography
with a UV detector (A =260 nm).

The working range of the analytical method is
from 0,001 to 0,087 mg/m?3 for 480 1 air sample.

The developed method of determining warfarin
sodium in the workplaces air has been recorded as
an analytical procedure, which is available in the
Appendix.

WPROWADZENIE

Sél sodowa warfaryny (sél sodowa 3-(1-feny-
lo-3-oksobutylo)-4-hydroksykumaryny, WAS)
jest substancja czynng farmakologicznie z grupy
antykoagulantow, stosowang do produkcji le-
kow zapobiegajacych: zakrzepicy zyt glebokich,
zatorowosci phlucnej, zawalowi miesnia serco-

wego i powiktaniom zakrzepowo-zwrot-nym u
pacjentow z migotaniem przedsionkow, z pato-
logia zastawek lub po ich protezowaniu (rys. 1.).
Mechanizm dziatania tej substancji polega na
obnizeniu krzepliwosci krwi przez zapobieganie
produkgji protrombiny.
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Rys. 1. Wz6r strukturalny soli sodowej warfaryny (WAS)

S6l sodowa warfaryny jest rowniez wyko-
rzystywana do produkcji rodentycydow zwal-
czajacych gryzonie. Jest ona dopuszczona do
stosowania do produkcji tych preparatow ob-
wieszczeniem ministra zdrowia w sprawie
wykazu substancji czynnych dozwolonych do
stosowania w produktach biobdjczych (MP
2010 r., nr 79, poz. 973).

Pomimo ze s6l sodowa warfaryny jest
substancja odpowiedzialng za dziatanie lecz-
nicze, to moze stanowi¢ zagrozenie dla zdro-
wia pracownikdéw na etapie: syntezy substan-
cji farmakologicznie czynnych, przy przygo-
towaniu mieszanek, produkcji odpowiednich
postaci lekdéw, konfekcjonowaniu oraz pako-
waniu wyprodukowanych lekow. Praca w
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warunkach narazenia na t¢ substancje moze
by¢ przyczyna: wydluzenie czasu krzepnigcia
krwi, tworzenia nieprawidtowych krwinek
oraz zmian w szpiku kostnym. Moga réwniez
wystepowac: krwawienia z nosa i dzigsel oraz
samoistne siniaki i wybroczyny. S6l sodowa
warfaryny zostala sklasyfikowana przez pro-
ducentéw jako substancja bardzo toksyczna
wg zasad podanych w rozporzadzeniu WE nr
1271/2008 i dyrektywie 67/548/EWG. Szcze-
gotowe dane podane w kartach charakterystyk
dotyczace klasyfikacji i oznakowania za-
mieszczono w tabeli 1. oraz na rysunku 2.
(Dz. Urz. WE L 353/2 ze zm.; Karta charak-
terystyki TOXAN®-W; FREGATA S.A).
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Tabela 1.

Klasyfikacja oraz oznakowanie soli sodowej warfaryny (WAS)

Klasyfikacja Oznakowanie
dyrektywa rozporzadzenie dyrektywa rozporzadzenie
67/548/EWG 1272/2008 67/548/EWG 1272/2008
Dziata bardzo tok- toksycznos¢ ostra, zwroty wskazujace rodzaj zwroty okreslajace rodzaj zagro-
sycznie po polknig- doustnie kat. 2., zagrozenia: Zenia:
ciu; szkodliwie dziala na —R61 —moze dziata¢ —H300 — potknigcie grozi
moze dziata¢ szko- rozrodczosé szkodliwie na dziecko w $miercig
dliwie na dzieckow | kat. 1.B onie matki —H360 — moze dziata¢ szko-
tonie matki — R28 — dziata bardzo tok- dliwe na ptodnos¢ lub na
sycznie rowniez po po- dziecko w tonie matki
Iknigciu — H372 — powoduje uszkodze-
— R48/22 — dziala szko- nie narzadéw (podac wszystkie
dliwie po polknigciu; znane narzady, ktorych to do-
stwarza powazne zagroze- tyczy) przez dtugotrwate lub
nie zdrowia w nastgpstwie powtarzane narazenie (podac
dlugotrwalego narazenia drogg narazenia, jezeli udo-
wodniono, ze inne drogi nara-
zenia nie stwarzaja zagrozenia)
zwroty okreslajace srodki zwroty okreslajace srodki ostroz-
ostroznosci: nosci:
— S53 — unika¢ narazenia —P201 — przed uzyciem zapo-
— przed uzyciem zapoznaé znacé si¢ ze specjalnymi $rod-
sie z instrukcja kami ostroznosci
— S28 — zanieczyszczona —P264 — doktadnie umy¢ rece
skore natychmiast prze- po manipulowaniu
my¢ woda —P301+P310 — w przypadku
— S36/37 — nosi¢ odpo- potkniecia, natychmiast skon-
wiednig odziez ochronng taktowac si¢ z osrodkiem za-
i odpowiednie rekawice trué lub lekarzem
ochronne —P308+P313 — w przypadku
— S45 — w przypadku awa- narazenia lub stycznosci, za-
rii lub jezeli Zle si¢ poczu- siegna¢ porady/zglosi¢ si¢ do
jesz, niezwlocznie zasie- lekarza
gnij porady lekarza
— jezeli to mozliwe, pokaz
etykiete
Dyrektywa 67/548/EWG CLP
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Rys. 2. Piktogramy soli sodowej warfaryny (WAS)

Dla soli sodowej warfaryny, podobnie jak
dla wigkszosci farmakologicznie czynnych
substancji stosowanych do produkcji lekow,
nie ma ustalonych wartosci najwyzszych do-

puszczalnych stezen w krajowym ustawodaw-
stwie (DzU 2002 nr 217, poz. 1833, ze zm.) i
w dyrektywach europejskich (Dz. Urz. WE L
142; Dz. Urz. WE L 38; Dz. Urz. WE L 338),
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jak rowniez nie zostaly te wartosci ustalone
przez Higienistow Amerykanskich (ACGIH
2012). Nie znaleziono réwniez tych wartosci
w dostepnych kartach charakterystyk opraco-
wanych przez producentéw tej substancji. W
przypadku braku takich wartosci dla substan-
cji farmaceutycznych mozna do celéw oceny
narazenia zawodowego ustala¢ wartosci do-
puszczalnych stezen w powietrzu na stanowi-
skach pracy, korzystajac z kryteridéw zapropo-
Migdzynarodowa Grupe
Techniczng (IPCS — International Program on
Chemical Safety), NIOSH czy OSHA.
Wedtug danych z zakladéw farmaceutycz-

nowanych przez:

nych, podstawg oceny narazenia zawodowego
na roéznych etapach produkcji lekow, w kto-
rych sktad wchodzi sl sodowa warfaryny,
jest pomiar stezenia pytu catkowitego i odnie-
sienie wynikdéw pomiaréow do wartoSci NDS
(10 mg/m’) dla nietoksycznych pytéw prze-
mystowych. Takie jednak postepowanie w
przypadku substancji farmakologicznie czyn-
nych, sklasyfikowanych jako niebezpieczne
substancje chemiczne, jest nieprawidtowe i
nie pozwala na prawidlowe zarzadzanie ryzy-
kiem zawodowym stwarzanym przez te sub-

Tabela 2.

stancje na réznych etapach produkeji leku. W
dostepnym pismiennictwie nie ma takze me-
tody oznaczania soli sodowej warfaryny w
powietrzu na stanowiskach pracy przeznaczo-
nej do oceny warunkéw sanitarnohigienicz-
nych.

Korzystajac z danych pismiennictwa (IACP
2003; DzU 2012 r., nr 1018, poz. 108; CCOHA
2006; DzU 2006 r., nr 101, poz. 697; Van
Arnum 2006; Eherts 2004; Posniak, Galwas
2008; Posniak, Bartoszko 2009), a takze na
podstawie danych dotyczacych toksycznego
dziatania, zaklasyfikowano sél sodowa warfa-
ryny do odpowiednich grup toksycznosci i
zaproponowano referencyjna wartos$¢ dopusz-
czalnego stezenia w powietrzu na stanowi-
skach pracy na poziomie 0,01 mg/m’, ktéra
mozna zastosowaé jako kryterium do oceny
narazenia zawodowego. Zebrane dane, bedace
podstawa zaproponowanej wartosci, podano
w tabeli 2. Opracowano rowniez metode
oznaczania stezen soli sodowej warfaryny w
powietrzu na stanowiskach pracy na podsta-
wie przeprowadzonych badan eksperymental-
nych, ktérych wyniki przedstawiono w niniej-
szym artykule.

Dane do ustalenia referencyjnej wartoSci najwyzszego dopuszczalnego stezenia (NDS) soli
sodowej warfaryny (WAS) w powietrzu na stanowiskach pracy

Substancja czynna

WAS nr CAS 129-06-6

Nazwa leku/kod ATC

warfarin 2,5 mg/B 01 AA 03
B — krew i uktad krwiotwdrczy
B 01 — leki przeciwzakrzepowe

Klasa toksycznosci wg rozporzadzenia
ministra zdrowia
(DzU 2012, nr 1018, poz. 108)

Klasa toksycznosci wg CLP
(Dz. Urz. WE L 353/2; ze zm.)

Klasa toksycznosci wedtug Hodge’a
i Sternera (CCOHA 2006)

Klasyfikacja wg wykazu lekow
(DzU 2006, nr 101, poz. 697)

B 01 AA 03 — antagonisci witaminy K

bardzo toksyczna na podstawie wartosci LDsq
podanie do zotadka szczura LDs,— 1,6 mg/kg
LDsy— 8,7 mg/kg

naniesienie na skore szczura LDso— 40 mg/kg

kategoria 1.— na podstawie wartosci LDs,
podanie do zotadka szczura LDsy— 1,6 mg/kg
naniesienie na skore szczura LDs, — 40 mg/kg

bardzo toksyczna — na podstawie wartosci LDsq
podanie do zotadka i na skdre szczura

substancja czynna silnie dzialajaca
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<d. tab. 2

Substancja czynna

WAS nr CAS 129-06-6

Kategorie toksycznosci substancji czyn-
nych (Van Arnum 2006)

Relatywna toksyczno$¢ substancji far-
makologicznie czynnych
(Eherts 2004)

Dzialania niepozadane

Referencyjna wartos¢ najwyzszego
dopuszczalnego stezenia do celow oceny
narazenia zawodowego

kategoria toksycznosci 3. — niebezpieczne substancje

proponowana wartos¢ dopuszczalnego stezenia w powietrzu na
stanowiskach pracy w zakresie 30 ng/m’® = 10 pug/m’

kategoria toksycznosci [V — szczegdlnie toksyczne, moga dziataé
zraco, uczulajaco lub genotoksycznie i/lub maja bardzo duza
aktywnos$¢ farmakologiczna

proponowana wartos¢ dopuszczalnego stezenia w powietrzu na
stanowiskach pracy w zakresie 1 + 0 pg/m’

bardzo toksyczny po podaniu przez drogi oddechowe, w kontakcie ze
skora i po spozyciu; substancja dzialajaca na rozrodczos¢; dziata
drazniaco na oczy; potwierdzone dzialanie teratogenne na ludziach;
wydtuzenie czasu krzepnigcia krwi; tworzenie nieprawidtowych krwi-
nek; zmiany szpiku kostnego;

krwawienie z nosa, dziasel; samoistne tworzenie si¢ siniakdw i wy-
broczyn; moze powodowaé osteoporoze

0,01 mg/m® (10 pg/m’)

CZESC DOSWIADCZALNA

Podczas badan nad: ustaleniem parametrow
wyodrebniania soli sodowej warfaryny z powie-
trza, przygotowaniem pobranej probki powietrza
do analizy i ilosciowym oznaczaniu badanej
substancji, zastosowano wysokosprawng chro-
matografie cieczowa z detekcja spektrofotome-
tryczna.

W badaniach zastosowano:

— wysokosprawny chromatograf cieczowy
firmy Elite LaChrom Merck-Hitachi,
wyposazony w: pompe binarna, termo-
stat, detektor spektrofotometryczny DAD
firmy Elite LaChrom Merck-Hitachi, au-
tomatyczny dozownik probek oraz kom-
puter z programem sterowania i zbierania
danych

— kolumne Lichrospher CN o dtugosci
25 cm i srednicy wewnetrznej 4,6 mm
wypeliong  zelem  krzemionkowym,
modyfikowanym funkcyjnymi gru-
pami  cyjanopropylowymi  (Agilent
Technologies, USA)

— aspiratory Gilair 5 (Sensidine, USA) o
zakresie pracy 0,75 + 5 I/min

— wytrzagsarke mechaniczng WL-2000
(JWElectronik, Polska)

— wage analityczng Sartorius TE214S (Sar-
torius Corporation, USA).

W badaniach stosowano:

— s0l sodowa warfaryny (Aldrich), kwas
octowy (Aldrich), acetonitryl (Aldrich),
wode o czystosci do HPLC (Millipore
Q-Plus)

— filtry z widkna szklanego o srednicy
37 mm (Supelco) do pobierania probek
powietrza

— mikrostrzykawki do cieczy (Supelco)

— szklo laboratoryjne.

Warunki oznaczania
chromatograficznego

Na podstawie wynikow przeprowadzonych
badan ustalono, ze zastosowanie: kolumny
polarnej o wlasciwosciach hydrofobowych z
zelem krzemionkowym o granulacji Spm i
wielkos¢ poréw 100 A (10 nm), modyfikowa-
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nym funkcyjnymi grupami cyjanopropylowymi
oraz mieszaniny: kwasu octowego, wody i
acetonitrylu jako fazy ruchomej, umozliwia
oznaczania soli sodowej warfaryny na pozio-
mie 0,020 mg/ml.

Badanie dotyczace wyboru dlugosci fali
analitycznej wykonano z wykorzystaniem de-
tektora diodowego, analizujac widmo soli so-
dowej warfaryny w zakresie 200 + 400 nm.
Analiza widma UV badanej substancji wskazu-
je, ze najbardziej odpowiednia do oznaczen

ilosciowych dlugoscig fali analitycznej jest
A =260 nm (rys. 3).

Rozdzial badanej substancji od substancji
wspolwystepujacych w  procesie produkcji
leku uzyskano, stosujac faze ruchoma o skta-
dzie kwas octowy/acetonitryl/woda destylo-
wana w proporcji: 1: 25: 74 (v/v) i przeplywie
1,5 ml/min w temperaturze kolumny 30 °C.
Chromatogram probki powietrza pobranej
podczas tabletkowania leku przedstawiono na
rysunku 4.

Widmo piku soli sodowej warfaryny
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Rys. 3. Widmo soli sodowej warfaryny (WAS) w zakresie 200 + 350 nm
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Rys. 4. Chromatogram roztworu probki powietrza pobranej na stanowisku tabletkowania leku

zawierajacego sol sodowa warfaryny (WAS)
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Ustalenie warunkéw pobierania
probek powietrza i wyznaczanie
wspolczynnika odzysku

S6l sodowa warfaryny z uwagi na wlasciwo-
sci fizykochemiczne — temperature topnienia
(161 °C) i preznos¢ par ( 0,16 kPa) w tempe-
raturze 106 °C — jest emitowana w postaci
aerozolu do powietrza stanowisk pracy w
procesie produkcji lekow i preparatéw biobodj-
czych. Z tego wzgledu do oceny narazenia
zawodowego w przypadku tej substancji nale-
zy oznaczaC jej zawartos¢ we frakcji wdy-
chalnej aerozolu, wyodrebnionej z badanego
powietrza na odpowiednio dobranych filtrach.

Do badan wybrano filtry z widkna szkla-
nego, powszechnie stosowane podczas pobie-
rania probek powietrza zawierajacego aerozo-
le substancji organicznych. Do wymywania
soli sodowej warfaryny z filtrow zastosowano
wode destylowana, poniewaz substancja ta
jest dobrze rozpuszczalna w wodzie.

W celu zbadania odzysku soli sodowej war-
faryny z filtrow z widkna szklanego przygoto-
wano w kolbach Erlenmayera trzy serie pomia-
rowe po szes¢ filtrow kazda. Na filtry nano-

szono po 100 pl roztwordéw soli sodowej warfa-
ryny o stezeniach: 0,02; 0,12 1 0,24 mg/ml. Po
wysuszeniu filtréw, dodawano do kazdej kolby
po 3 ml wody destylowanej i przeprowadzono
wymywanie, wytrzasajac zawartos¢ kolb przez
30 min na wytrzasarce mechanicznej. Przygo-
towano trzy proby kontrolne zawierajace czy-
ste filtry. Czgs¢ roztworow znad filtréw prze-
noszono do szklanych naczynek o pojemnosci
1 ml i poddawano analizie chromatograficznej
w ustalonych warunkach. Jednoczesnie wy-
konano analiz¢ roztworéow wzorcowych
otrzymanych przez wprowadzenie po 100 pl
roztworéw soli sodowej warfaryny o steze-
niach: 0,02; 0,12 oraz 0,24 mg/ml do kolb
Erlenmayera zawierajacych po 3 ml wody
destylowanej. Na podstawie wynikdéw badania
odzysku soli sodowej warfaryny z filtrow z
wiokna szklanego, przedstawionych w tabeli
3., wykazano, ze woda destylowana jest do-
brym eluentem badanej substancji z filtréw z
wlokna szklanego. Wartosci odzysku soli
sodowej warfaryny z filtréw dla trzech anali-
zowanych stezen wynosza odpowiednio: 105;
103 i 85%. Srednia warto$¢ wspolczynnika
odzysku wynosi 95%.

Tabela 3.
Badanie odzysku soli sodowej warfaryny (WAS) z filtrow z wlékna szklanego
Powierzchnia Srednia . .
o . . Srednia
pikow z powierzchnia . . 2 .
. e powierzchnia . . Sredni
roztworow pikéw z gy Wspotezynnik 8 :
.. . pikow z .. wspolczynnik
po desorpcji roZtworow po . desorpcji, ..
, .. r0Ztworow desorpcji,
wg wskazan desorpcji, . d
. . .. poréwnawczych, dg
analitycznej stacji P; P
komputerowej ¢
Sol sodowa warfaryny — 0,6 pg
47 116,0
1 46 502,0 1,05
45 888.,0
45 690,0
2 44 586,0 1,01
43 482,0
46 967,0
3 46 412,5 44 118,50 1,05 1,05
45 858.,0
47 181,0
4 46 816.0 1,06
46 451,0
46 322,0
5 46 557.5 1,06
46 793,0
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cd. tab. 3.
Powierzchnia Srednia Srednia
pikéw z powierzchnia . . 2 .
. i powierzchnia . . Sredni
roztworéw pikéw z KW 7 Wsp6tezynnik wspSlezvnnik
po desorpcji roZtworow po P . desorpcji, dp yn
wg wskazan desorpciji, o ZWOTOW h esorpall,
analitycznej stacji P; porown;wczyc i s
komputerowej ¢
46 322.,0
6 46 557.,5 1,06
46 793,0
Srednia powierzchnia piku 46 238.,6
Odchylenie standardowe, S 10014
Wspdtezynnik zmiennosci, V' (%) 2,17
Sol sodowa warfaryny — 1,2 pg
89824
89 892.5 1,02
89961 ’ ’
88644
88 196,0 1,00
87748 ’ ’
902
8(7)122 88 687,0 1,01
90939 88 022,50 1,02
90 473,5 1,03
90008 ’ ’
91470
90 593.5 1,03
89717 ’ ’
91470
89717 90 593.5 1,03
Srednia powierzchnia piku 89 739,3
Odchylenie standardowe, S 1333,7
Wspotezynnik zmiennoscei, V (%) 1,49
Sél sodowa warfaryny — 2,4 pg
173862
176 603,0 0,85
179344
178649
176 236,0 0,85
173823 ’ ’
17484
74846 174 669,5 0,84
174493
175133 207 184,50 0,85
171358 173 245,5 0,84
174724 175 126.,5 0,85
175529
174724 175 126,5 0,85
175529
Srednia powierzchnia piku 175 167.8
Odchylenie standardowe, S 2106,3
Wspdtezynnik zmiennosci, V' (%) 1,20

Kalibracja i precyzja

W celu okreslenia zakresu roboczego i zakre-
su liniowosci metody wykonano trzy serie
badan roztworéw wzorcowych soli sodowej
warfaryny o stezeniach: 0,17; 0,88; 1,76; 3,52;
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7,04 oraz 14,08 pg/ml. Wyniki badania zakre-
su liniowosci metody przedstawiono graficz-
nie na rysunku 5. i w tabeli 4.

Z przedstawionych danych wynika, ze
zaleznos¢ odpowiedzi detektora od stezenia
soli sodowej warfaryny ma charakter liniowy
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w badanym zakresie stezen. Zaleznos¢ t¢ opi-
suje rownanie: y = 73862,55 - x —4182,75, a

wspolezynnik korelacji ,,R” jest réwny 0,999.
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600000

Powierzchnia piku

400000

/ y

=73863-x-4182,8

R*=/0,999

200000

=

s
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Stezenie, pg/ml
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Rys. 5. Wykres zaleznosci powierzchni pikow od stezenia soli sodowej warfaryny (WAS). Kolumna
Lichrospher 100 CN, faza ruchoma, kwas octowy: woda: acetonitryl

Tabela 4.
Wyniki badania precyzji oznaczen kalibracyjnych
Srednia Wspol- Wsp(’).lll
. . . L / ) : czynni
Snispoviomeniahr 00| powisna ol 221 | LG
Stezenie (x), g nej staqy z serii I-111, standar- . B
komputerowej sei, V, %
ng/ml Ve 1 dowe, fle) = y/x
S V= (s
I seria II seria III seria .1 100%
0,16 14438 14896 14249 14527,67 332,69 2,29 82543,58
0,88 50057 51645 51386 51029,33 851,96 1,67 57987,88
1,76 138187 136601 129472 134753,33 4 642,00 3,44 76564,39
3,52 260258 256198 259752 258736 221249 0,86 73504,55
7,04 518974 493652 495943 502856,33 14 005,23 2,79 71428.,46
14,08 1033900 1066233 1022780 1040971 22 572,99 2,17 73932,6
Krzywa y= y= y= = .
Kalibracji | 7361139 | 7538636+ | 723899 | ¥ ng%%
Y=B-x+4 x —876,7 x —8430,51 | x—3241,05 ’
Wspdlezynnik | ggg 0.9992 0.9998 0,9997
korelacji, R

Walidacja

Walidacj¢ metody przeprowadzono zgodnie z
wytycznymi zawartymi w normie PN-EN

482:2012

i opracowaniu Dobeckiego (PN-

EN 482:2012; Dobecki 2004). Wyznaczone

parametry walidacyjne przedstawione w tabeli
5. potwierdzaja przydatno$¢ nowo opracowa-
nej metody oznaczania soli sodowej warfary-
ny do oznaczania stezen tej substancji che-
micznej w powietrzu na stanowiskach pracy.
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Tabela 5.
Dane walidacyjne metody oznaczania soli sodowej warfaryny (WAS)
Walidowane parametry Wartosé
Zakres pomiarowy 0,16 = 14,0 pg/ml (0,001 + 0,087 mg/m°)
Granica wykrywalnosci (LOD), x,,, 0,015 pg/ml
Granica oznaczania ilosciowego (LOQ), X,z 0,046 pg/ml
Wspotczynnik korelacji, R 0,9998
Catkowita precyzja badania, Ve 6,753
Niepewnos¢ catkowita metody, Uz, % 14,351
Niepewnos¢ rozszerzona, U, % 28,702

PODSUMOWANIE I WNIOSKI

W wyniku przeprowadzonych badan opraco-
wano selektywng metode oznaczania soli so-
dowej warfaryny w powietrzu na stanowi-
skach pracy z zastosowaniem wysokospraw-
nej chromatografii cieczowej z detekcja spek-
trofotometryczna (UV).

W metodzie do pobierania probek powietrza
zastosowano filtry z widkna szklanego, z kto-
rych sél sodowa warfaryny wymywano woda
destylowang. Do oznaczania wytypowano ko-
lumne Lichrospher CN eluowang mieszaning:
kwasu octowego, wody i acetonitrylu w propor-
cji: 1: 25: 74, co pozwala na selektywne ozna-
czanie soli sodowej warfaryny w obecnosci
innych substancji wystepujacych w powietrzu
na roznych etapach produkcji leku.

Opracowana metoda oznaczania stezen soli
sodowej warfaryny moze by¢ wykorzystywa-
na przez laboratoria higieny pracy do wyko-
nywania pomiarow stgzen tej substancji w
powietrzu na stanowiskach pracy, w celu oce-
ny narazenia pracownikéw oraz oceny ryzyka
zawodowego stwarzanego przez t¢ substancje.
Wiyniki tej oceny beda stanowily podstawe do
podejmowania odpowiednich dziatan profi-
laktycznych.

Opracowana metode oznaczania soli so-
dowej warfaryny w powietrzu na stanowi-
skach pracy zapisano w formie procedury
analitycznej, ktora zamieszczono w Zalacz-
niku.
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ZALACZNIK

PROCEDURA ANALITYCZNA OZNACZANIA
SOLI SODOWE] WARFARYNY

1. Zakres procedury

W niniejszej procedurze analitycznej podano
metode oznaczania zawartosci soli sodowej
warfaryny (WAS) w powietrzu na stanowi-
skach pracy z zastosowaniem wysokospraw-
nej chromatografii cieczowej z detekcja spek-
trofotometryczna.

Najmniejsze stezenie soli sodowej warfa-
ryny, jakie mozna oznaczy¢ w warunkach
pobierania probek powietrza i wykonania
oznaczania opisanych w procedurze, wynosi
0,001 mg/m’.

2. Norma powolana

PN-Z-04008-7:2002/Az1: 2004 Ochrona czy-
stosci powietrza — Pobieranie probek — Zasa-
dy pobierania probek powietrza w srodowisku
pracy i interpretacji wynikow.

3. Zasada metody

Metoda polega na zatrzymaniu aerozolu soli
sodowej warfaryny na filtrze z widkna szkla-
nego, wymywaniu analitu woda destylowang i
analizie chromatograficznej otrzymanego roz-
tworu.

4. Wytyczne ogodlne

4.1. Czysto$¢ odezynnikdw
Podczas analizy, jezeli nie zaznaczono ina-
czej, nalezy stosowaé¢ odczynniki o stopniu
czystosci co najmniej cz.d.a.

4.2. Dokladnos$¢ wazenia
Substancje stosowane w analizie nalezy wa-
zy¢ z doktadnoscia do 0,0002 g.

4.3. Postgpowanie z substancjami niebez-
piecznymi
Czynnosci zwigzane z solg sodowa warfaryny
nalezy wykonywa¢ pod sprawnie dziatajacym
wyciggiem. Zuzyte roztwory i odczynniki
nalezy gromadzi¢ w przeznaczonych do tego
celu pojemnikach i przekazywaé¢ do utylizacji
uprawnionym do tego instytucjom.

5. Odczynniki, roztwory i materialy

5.1. Sél sodowa warfaryny
Stosowac jako substancje wzorcowa sol so-
dowa warfaryny wg pkt. 4.1.

5.2. Kwas octowy
Stosowaé lodowaty kwas octowy wg pkt. 4.1.

5.3. Acetonitryl
Stosowacé acetonitryl wg pkt. 4.1.

5.4. Woda destylowana
Stosowaé wode destylowang o czystosci do
HPLC.

5.5. Roztwor wzorcowy podstawowy
Do zwazonej kolby pomiarowej o pojemnosci
50 ml nalezy odwazy¢ okoto 8 mg soli sodo-
wej warfaryny wg pkt. 5.1., kolbe zwazy¢,
uzupetni¢ do kreski woda destylowana wg
punktu 5.4. i dokladnie wymieszaé. Stezenie
soli sodowej warfaryny w tak przygotowanym
roztworze wynosi okoto 160 pg/ml. Obliczy¢
dokladng zawartos¢ tego zwiazku w 1 ml roz-
tworu.

5.6. Roztwor wzorcowy posredni
Do kolby pomiarowej o pojemnosci 25 ml
odmierzy¢ 2,5 ml roztworu wzorcowego pod-
stawowego wg pkt. 5.5. i uzupeli¢ woda
destylowang wg pkt. 5.4 do kreski. Stezenie w
tak przygotowanym roztworze wynosi okoto
16 pg/ml. Obliczy¢ dokladng zawartos¢ tego
zwigzku w 1 ml roztworu.
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5.7. Roztwory wzorcowe robocze
Do szesciu kolb pomiarowych o pojemnosci
10 ml odmierzy¢ kolejno: 0,1; 0,5; 1,0; 2,0;
4,0 i 8 ml roztworu wzorcowego posredniego
wg pkt. 5.6., uzupetnié do kreski woda desty-
lowana wg pkt. 5.4 i wymiesza¢. Obliczy¢
zawartos¢é soli sodowej warfaryny w 1 ml tak
przygotowanych roztwordw.

5.8. Roztwdr do wyznaczania wspolezyn-
nika odzysku
Do zwazonej kolby pomiarowej o pojemnosci
10 ml odmierzy¢ 4,5 ml roztworu wzorcowe-
go podstawowego wg pkt. 5.5., uzupehi¢ do
kreski woda destylowana wg pkt. 5.4. i do-
kladnie wymiesza¢. Stezenie soli sodowej
warfaryny w tak przygotowanym roztworze
wynosi okoto 72 pg/ml. Obliczyé dokladnie
zawartos¢ tego zwigzku w 1 ml roztworu.

Roztwory przygotowane wg pkt.pkt. 5.5 +
5.8. przechowywane w chlodziarce sa trwale
przez siedem dni.

5.9. Filtry z wldkna szklanego
Do pobierania probek powietrza stosowaé
filtry widkna szklanego o $rednicy 37 mm lub
inne réwnowazne.

Czystos¢ stosowanych filtrow nalezy zba-
da¢ chromatograficznie oraz wyznaczy¢é wspot-
czynnik odzysku soli sodowej warfaryny wg
pkt. 11.

Przyrzady pomiarowe i sprzet pomocniczy

6.1. Chromatograf cieczowy
Stosowac chromatograf cieczowy z detekto-
rem spektrofotometrycznym DAD i petla do-
zownicza o pojemnosci 20 pl oraz elektro-
nicznym integratorem.

6.2. Kolumna chromatograficzna
Stosowac kolumne chromatograficzng umozli-
wiajaca rozdziat soli sodowej warfaryny od
innych substancji wystepujacych jednoczesnie
w badanym powietrzu, np.: kolumne stalowa o
dhugosci 25 cm i Srednicy wewnetrznej 4,6 mm,
z zelem krzemionkowym o uziarnieniu 5 pm i
wielkosci pordw 10 nm, modyfikowanym gru-
pami cyjanopropylowymi.
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6.3. Mikrostrzykawki
Stosowa¢ mikrostrzykawki do cieczy o po-
jemnoscei: 100; 5001 1000 pl.

6.4. Kolby Erlenmayera do wymywania
Stosowac kolby Erlemayera o pojemnosci okoto
25 ml z korkami zapewniajacymi szczelne za-
mknigcie kolb.

6.5. Pompa ssaca
Stosowaé pompe ssaca umozliwiajaca pobie-
ranie probek powietrza ze stalym strumieniem
objetosci wg pkt. 7.

6.6. Kolby pomiarowe
Stosowaé kolby szklane o pojemnosci: 10; 25
i50 ml.

6.7. Pipeta szklana
Stosowac pipete do cieczy o pojemnosci 5 ml.

6.8. Wytrzasarka
Stosowaé wytrzasarke mechaniczna.

6.9. Nasadki filtracyjne
Do filtrowania analizowanych roztwordéw sto-
sowa¢ nasadke filtracyjna z filtrem z widkna
szklanego o $rednicy poréw 0,45 um.

7. Pobieranie probek powietrza

Probki powietrza nalezy pobieraé zgodnie z
zasadami zawartymi w normie PN-Z-04008-
7:2002/Az1: 2004.

W miejscu pobierania probek przez filtr
szklany wg pkt. 5.9. przepusci¢ 480 | badane-
go powietrza ze stalym strumieniem objetosci,
nie wickszym niz 2 I/min. Pobrane probki
przechowywane w lodoéwce sa trwate czterna-
scie dni.

8. Warunki pracy chromatografu

Nalezy tak dobra¢ warunki pracy chromato-
grafu, aby uzyska¢ rozdzial soli sodowej war-
faryny od substancji wspotwystepujacych. W
przypadku stosowania kolumny o parametrach
wg pkt. 6.2., oznaczanie mozna wykona¢ w
nastepujacych warunkach:
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— faza ruchoma kwas octowy/aceto-
nitryl/woda  destylo-

wana 1:25: 74 (v/v)

— przeptyw fazy
ruchome;j 1,5 ml/min
— temperatura
kolumny 30 °C
— dlugos¢ fali
analitycznej 260 nm
— petla dozownicza 20 pl.

9. Sporzadzanie krzywej wzorcowej

Do chromatografu wprowadzi¢ za pomoca
petli dozowniczej po 20 pl roztwordw wzor-
cowych roboczych wg pkt. 5.7. Z kazdego
roztworu wzorcowego nalezy wykona¢ dwu-
krotny pomiar. Odczyta¢ powierzchnie pikdw
wg wskazan integratora i obliczy¢ s$rednig
arytmetyczng. Roznica miedzy wynikami nie
powinna by¢ wieksza niz £5% tej wartosci.
Nastepnie wykresli¢ krzywa wzorcowa, od-
ktadajac na osi odcigtych zawartos¢ soli so-
dowej warfaryny w 1 ml roztworéw wzorco-
wych w mikrogramach, a na osi rzgdnych —
odpowiadajace im s$rednie powierzchnie pi-
kow.

Dopuszcza si¢ automatyczne integrowanie
danych i sporzadzanie krzywej wzorcowe;j.

10. Wykonanie oznaczania

Po pobraniu prébki powietrza przenies¢ filtr z
wlokna szklanego do kolb Erlenmayera wg pkt.
6.4. Nastepnie doda¢ po 3 ml roztworu wody
destylowanej wg pkt. 5.4., kolby szczelnie
zamkna¢ i pozostawi¢ na 30 min, wstrzgsajac
ich zawarto$¢, stosujac wytrzasarke wg pkt.
6.8. Nastepnie roztwory znad filtra przefiltro-
wagé, stosujac nasadki filtracyjne wg pkt. 6.9. i
wykona¢ oznaczenie chromatograficzne roz-
tworu w warunkach okreslonych wg pkt. 8. Z
kazdego roztworu nalezy wykona¢ dwukrotny
pomiar. Odczyta¢ z uzyskanych chromatogra-

moéw powierzchnie pikéw soli sodowej warfa-
ryny wg wskazan integratora i obliczy¢ $red-
nig arytmetyczng. Roznica migdzy wynikami
nie powinna by¢ wigksza niz +5% tej warto-
sci. Z krzywych wzorcowych odczyta¢ zawar-
tos¢ oznaczanej substancji w 1 ml badanego
roztworu.

11. Wyznaczanie wspélczynnika
odzysku

W pieciu kolbach Erlenmayera wg pkt. 6.4.
umiescic filtry z widkna szklanego i nastepnie
doda¢ mikrostrzykawka o pojemnosci 50 pl
wg pkt. 6.3. po 20 pl roztworu do wyznacza-
nia wspdlczynnika odzysku wg pkt. 5.8.

W szoéstej kolbie przygotowaé probke kon-

trolng zawierajaca czysty filtr. Kolby szczel-
nie zamkna¢ i pozostawi¢ do nastepnego dnia.
Nastepnie doda¢ po 3 ml wody destylowanej
wg pkt. 5.4. 1 wstrzasa¢ zawartoscia kolb
przez 30 min, stosujac wytrzasarke mecha-
niczna wg pkt. 6.8.
Jednoczesnie wykona¢ oznaczanie badanej
substancji, co najmniej w trzech roztworach
poréwnawczych, przygotowanych przez do-
danie do 3 ml wody destylowanej wg pkt. 5.4.
po 100 pl roztworu do wyznaczania wspot-
czynnika odzysku wg pkt. 5.8. Oznaczanie
badanej substancji wykonaé wg pkt. 10.

Wspotczynnik odzysku soli sodowej war-
faryny( d ) obliczy¢ na podstawie wzoru:

P,-P,

d: s
P

P

w ktorym:
P, — $rednia powierzchnia piku soli sodo-
wej warfaryny na chromatogramach roz-
twordw po desorpciji,
P, — $rednia powierzchnia piku o czasie re-
tencji soli sodowej warfaryny na chroma-
togramach roztworu kontrolnego,
P, — $rednia powierzchnia piku soli sodo-
wej warfaryny na chromatogramach roz-
tworow porownawczych.
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Nastepnie obliczy¢ srednia wartos¢ wspot-
czynnikéw odzysku soli sodowej warfaryny
(d) jako s$rednig arytmetyczng otrzymanych
wartosci (d ).

Wspolezynnik odzysku nalezy zawsze ozna-
cza¢ dla kazdej nowej partii filtrow z wiokna
szklanego stosowanych do pochtaniania.

12. Obliczanie wyniku oznaczania

Stezenia soli sodowej warfaryny (X) w bada-
nym powietrzu obliczy¢é w miligramach na
metr szescienny, na podstawie wzoru:

G

X =—=
V.-d

.3,

ktérym:
C; — stezenie soli sodowej warfaryny w
roztworze znad filtra odczytana z krzywej
wzorcowej, w mikrogramach na mililitr,
V' — objetos¢ przepuszczonego powietrza
przez filtr, w litrach,
d - $rednia warto$¢ wspdtezynnika odzy-
sku wyznaczonego wg pkt. 11.,
3 — objetos¢ wody destylowanej uzytej do
wymywania soli sodowej warfaryny z fil-
tréw, w mililitrach.

INFORMACJE DODATKOWE

Badania wykonano, stosujagc chromatograf
cieczowy z detektorem DAD firmy Elite La-
Chrom Merck-Hitachi, automatyczny dozow-
nik préobek oraz komputer firmy Merck-
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Hitachi, wyposazony w kolumng¢ Lichrospher
CN o dhlugosci 25 cm i $rednicy wewnetrznej
4,6 mm.



