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Streszczenie

Cyklofosfamid (CP) w temperaturze pokojowej wy-
stepuje w postaci bialego, bezwonnego proszku.
Zwiazek ten stosuje sie gléwnie jako lek w terapii
choréb nowotworowych. Szkodliwe dziatanie cy-
klofosfamidu w warunkach ostrego narazenia po-
lega na: uszkodzeniu szpiku kostnego, krwotocz-
nym uszkodzeniu pecherza oraz dziataniu kardio-
toksycznym. Zwigzek ten wykazuje réwniez nega-
tywny wplyw na rozrodczoéé. Miedzynarodowa
Agencja Badar nad Rakiem (IARC) sklasyfikowata
cyklofosfamid jako zwigzek rakotworczy dla ludzi
(grupa 1.). W Unii Europejskiej cyklofosfamid zostat
zaklasyfikowany jako zwiazek rakotwoérczy katego-
rii 1.A i mutagenny kategorii 2.B. Narazenie zawo-
dowe na cyklofosfamid wystepuje podczas produk-
qji leku lub w trakcie jego podawania w oddziatach

onkologicznych. Podczas produkcji cyklofosfamidu
glownymi drogami narazenia zawodowego s3
ukiad oddechowy i skéra.

Celem pracy bylo opracowanie i walidacja metody
oznaczania stezen cyklofosfamidu w powietrzu na
stanowiskach pracy w zakresie od 1/10 do 2 zapro-
ponowanej wartosci najwyzszego dopuszczalnego
stezenia (NDS), zgodnie z wymaganiami zawartymi
w normie europejskiej PN-EN-482+A1: 2016-01.

Do badan wykorzystano zestaw do wysokospraw-
nej chromatografii cieczowej z tandemowgq detek-
¢ja mas. Rozdziatéw chromatograficznych doko-
nywano przy zastosowaniu kolumny analitycznej
Supelcosil LC-18 150 x 3 mm o uziarnieniu 5 um,
ktéra wymywano mieszaning metanolu i wody
z dodatkiem kwasu mréwkowego.

! Publikacja opracowana na podstawie wynikéw uzyskanych w ramach III etapu programu wieloletniego: ,,Poprawa
bezpieczenstwa i warunkow pracy” dofinansowanego w latach 2014-2016 w zakresie badan naukowych i prac rozwojo-
wych ze srodkow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego/Naukowego Centrum Badan i Rozwoju.

Koordynator programu: Centralny Instytut Ochrony Pracy — Panstwowy Instytut Badawczy.
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Metoda polega na: zatrzymaniu obecnego w po-
wietrzu cyklofosfamidu na filtrze z wiékna szkla-
nego, ekstrakgiji filtra za pomocg mieszaniny meta-
nol: woda z dodatkiem 0,1-procentowego kwasu
mréwkowego i chromatograficznej analizie otrzy-
manego roztworu. Zaproponowany sposob eks-
trakeji cyklofosfamidu z filtréw umozliwia pelny
odzysk analitu. Srednia (dla trzech stezer) wartosé
wsp6lczynnika odzysku wynosi 90%. Zaleznosc¢
wskazan detektora mas w funkgcji stezeni cyklofos-
famidu ma charakter liniowy (r = 0,999) w zakresie
stezeni 0,01 + 0,5 pg/ml. Obliczone granice wykry-
walnoéci i oznaczania ilosciowego wynosza odpo-
wiednio 0,00046 i 0,00154 pg/ml.

Zastosowanie w oznaczeniach tandemowego
spektrometru mas pozwala na selektywne i specy-
ficzne oznaczenie cyklofosfamidu w obecnosci in-
nych lekéw cytostatycznych.

Opisana w niniejszym artykule metoda zapewnia
mozliwoé¢é oznaczenia cyklofosfamidu na pozio-
mie 0,0004 mg/m?3, tj. na poziomie 1/25 zapropo-
nowanej wartosci NDS.

Zapisana w formie przepisu analitycznego metode
oznaczania cyklofosfamidu - spelniajaca wymaga-
nia zawarte w normie PN-EN-482+A1:2016-01,
zamieszczono w zalaczniku.

Summary

Cyclophosphamide (CP) at room temperature is a
fine white crystalline odorless powder. It is used
mainly as a cytostatic drug in anticancer therapy.
Acute exposure to CP can cause bone marrow dam-
age, hemorrhagic cystitis and cardiomyopathy.
Cyclophosphamide has a negative influence on re-
producibility in humans. International Agency for
Research on Cancer (IARC) has classified CP as car-
cinogenic to humans (Group 1). In the European Un-
ion, cyclophosphamide has been classified as car-
cinogenic category 1.A and mutagenic category 2.B.
Occupational exposure to CP may occur during its
production and during preparation and application
of CP in oncology wards. Cyclophosphamide may
be absorbed mainly by inhalation or skin contact.
The aim of this study was to develop and validate
a sensitive method for determining cyclophospha-
mide concentrations in workplace air in the range
from 1/10 to 2 MAC values, in accordance with the
requirements of Standard No. PN-EN 482.

The study was performed using a liquid chromato-
graph with a tandem mass detection (HPLC-
-MS/MS). All chromatographic analyses were per-
formed with Supelcosil LC 18 150 x 3 mm analyti-
cal column, which was eluted with a mixture of
methanol and water with 0.1% of formic acid.

The method was based on collecting CP on glass
fiber filter, extracting with a mixture of methanol:
water with addition of formic acid (0.1%), and chro-
matographic determining of resulted solution with
HPLC-MS/MS technique. The average extraction ef-
ficiency of CP from filters was 90%. The method was
linear (r = 0.999) within the investigated working
range 0.01 - 0.5 pg/ml. The calculated limit of detec-
tion (LOD) and the limit of quantification (LOQ)
were 0.00046 and 0.0015 pg/ml, respectively.

The analytical method described in this paper,
thanks to HPLC-MS/MS technique, enables spe-
cific and selective determination of CP in work-
place air in the presence of other compounds
at concentrations from 0.0004 mg/m?3 (1/25 pro-
posed MAC value). The method precise, accurate
and it meets the criteria for measuring chemical
agents listed in Standard No. PN-EN 482. The
method can be used for assessing occupational ex-
posure to CP and associated risk to workers’
health. The developed method of determining CP
has been recorded as an analytical procedure (see
appendix).

WPROWADZENIE

Cyklofosfamid (CP) w temperaturze pokojowej wy-
stepuje w postaci bialego, bezwonnego proszku. Jest
substancja dobrze rozpuszczalng w wodzie (40 g/l
w temp. 20 °C). Cyklofosfamid dobrze rozpuszcza
si¢ w: etanolu (100 mg/ml), chloroformie, dioksanie
oraz glikolach, stabo — w benzenie i tetrachlorku
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wegla, bardzo stabo — w eterze etylowym oraz ace-
tonie. Na skale przemystowg zwigzek ten jest otrzy-
mywany w wyniku reakcji dichlorku N,N-bis
(B-chloroetylo)fosfamidu z propanoloaming w obe-
cnosci trimetyloaminy i dioksanu.
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Cyklofosfamid stosuje si¢ glownie jako lek
w terapii choréb nowotworowych. Wykazuje dzia-
lanie cytostatyczne oraz immunosupresyjne. Lek
jest stosowany w leczeniu: ziarnicy zlosliwej, prze-
wlektlej biataczki limfatycznej, raka jajnika, nieo-
peracyjnego raka sutka oraz nabtoniaka oskrzeli.
Jako $rodek immunosupresyjny cyklofosfamid jest
stosowany w leczeniu: zespolu nerczycowego,
liszaja rumieniowatego, reumatoidalnego zapale-
nia stawow, niedokrwisto§ci immunohemolitycz-
nych oraz podczas transplantacji nerek i szpiku.

Szkodliwe dziatanie cyklofosfamidu w warun-
kach narazenia ostrego powoduje: uszkodzenie
szpiku kostnego, krwotoczne uszkodzenie pgche-
rza oraz dzialanie kardiotoksyczne. Zwigzek ten
wykazuje réwniez negatywny wptyw na rozrod-
czo$¢, powodujgc zaburzenia plodnosci i zaburze-
nia cyklu miesiaczkowego (Gromiec 2015; HSDB
2003).

Grupa Ekspertow ds. Badan nad Rakiem
(IARC, International Agency for Research on
Cancer) zaliczyla zwiazek do grupy 1. (uznany
kancerogen dla ludzi), (IARC 2012). W Unii Euro-
pejskiej cyklofosfamid zostat zaklasyfikowany
jako zwigzek rakotworczy kategorii 1.A 1 muta-
genny kategorii 2.B. W badaniach na zwierze¢tach
stwierdzono rdwniez genotoksyczne i teratogenne
dziatanie tego zwiazku.

W warunkach narazenia zawodowego cyklo-
fosfamid do organizmu czlowieka moze dostawaé
si¢ gtownie drogg inhalacyjng oraz przez skore
(Fransman 1 in. 2007; Sessink 1 in. 1994). Zawo-
dowe narazenie na cyklofosfamid dotyczy w szcze-
goblnosci pracownikéw shuzby zdrowia (farmaceu-
tow, pielegniarek, lekarzy, salowych) oraz os6b
swiadczacych ustugi dla stuzby zdrowia (np. pra-
cownikow pralni lub firm przetwarzajacych od-
pady). CzynnoS$ci zwigzane z: przygotowywaniem

Tabela 1.
Klasyfikacja i oznakowanie cyklofosfamidu (CP)

preparatow w aptekach szpitalnych, otwieraniem
ampulek, aplikacjg lekow pacjentom, a takze kon-
takt z materiatem biologicznym, brudng odzieza
szpitalng oraz z zanieczyszczona powierzchnig
blatow lub podlogi stanowia ryzyko narazenia
(Mason 1 in. 2005; Pretty i in. 2012). Cyklofosfa-
mid jest jednym z najczesciej stosowanych lekow
w terapii przeciwnowotworowej. Liczba 0sdb po-
tencjalnie narazonych w Polsce na cyklofosfamid
moze dochodzi¢ do kilku tysigcy osob.

Zgodnie z tabelg 3.2. zatacznika VI do rozpo-
rzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE)
nr 1272/2008 z dnia 16.12.2008 r. w sprawie kla-
syfikacji, oznakowania i pakowania substancji
1 mieszanin, zmieniajacego i uchylajagcego dyrek-
tywy 67/548/EWG i 1999/45/WE oraz zmieniaja-
cego rozporzadzenie (WE) nr 1907/2006, zwanego
rozporzadzeniem CLP (Dz. Urz. UE z dnia
31.12.2008 r., L 353, 1-1355 ze zm.) cyklofosfa-
mid jest zaklasyfikowany jako substancja tok-
syczna i oznaczona: T; R25 i R45. Symbole te
informuja o tym, ze cyklofosfamid:

— T — jest substancjg toksyczng

—R25 — dziata toksycznie po potknigciu

— R45 — moze powodowac raka.

Zharmonizowang klasyfikacje oraz oznako-
wanie cyklofosfamidu, zgodnie z wymaganiami
zawartymi w tabeli 3.1. zatgcznika VI do rozpo-
rzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady
(WE), przedstawiono w tabeli 1.

Celem pracy byto opracowanie odpowiednio
czulej i selektywnej metody oznaczania cyklofos-
famidu w powietrzu na stanowiskach pracy, umoz-
liwiajacej pomiary jego stezen, a nastgpnie pozwa-
lajacej na dokonanie oceny narazenia zawodo-
wego.

Klasyfikacja

Oznakowanie

Acute Tox. 3 — toksycznos¢ ostra (kat. 3.)

Carc. 1A — rakotworczo$é (kat. 1.A)

Germ cell mut 1B — dzialanie mutagenne na komorki
rozrodcze (kat. 2.B)

Repr. — dziatanie szkodliwe na rozrodczos¢

Skin Irrit. 2 — dziatanie draznigce na skore (kat. 2.)

H301 — dziata toksycznie po potknigciu

H 350 — moze powodowac raka

H340 — moze powodowa¢ wady genetyczne

H362 — moze dziata¢ szkodliwie na dzieci karmione
piersia

H315 — dziata draznigco na skorg
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CZESC DOSWIADCZALNA

Materialy i odczynniki

W badaniach zastosowano:
— kwas mréwkowy (POCH)
— metanol do LC-MS (JT Baker)
— wzorzec cyklofosfamidu (Fluka)
— wodg o czystosci do HPLC pochodzaca ze
stacji uzdatniania wody firmy Millipore.

Do pobierania probek powietrza zastosowano
filtry z wtokna szklanego Whatman GF/A. Roz-
twory przygotowywano, stosujac szkto miarowe
klasy A (kolby, pipety szklane) oraz pipety auto-
matyczne.

Aparatura

Do badan wykorzystano: chromatograf cieczowy
firmy Waters model Alliance 2695 LC System
wyposazony w poczworny system pomp wysoko-
ci$nieniowych, automatyczny dozownik probek,
termostat kolumny analitycznej, komputer z pro-
gramem sterowania iakwizycji danych (Mass-
-Lynx 4.0), kolumne¢ analityczng Supelcosil
LC-18 150 x 3 mm, 5 pm wypelniong fazg okta-
decylowg (C-18). Do detekcji wykorzystano
sprz¢zony z chromatografem tandemowy spektro-
metr mas micromass quattro micro API. Do po-
bierania probek powietrza stosowano aspiratory
indywidualne EHA — Air 350. Do odwazania sub-
stancji wzorcowych stosowano wagg analityczng
Sartorius Research, a do ekstrakcji probek — mie-
szadto rolkowe.

Warunki oznaczania chromatograficznego

Przeglad pismiennictwa wykazal, ze do oznaczania
cyklofosfamidu w powietrzu sg stosowane takie
techniki chromatograficzne, jak: wysokosprawna
chromatografia cieczowa z detekcja spektrofoto-
metryczng (HPLC-UV), (4hmad i in. 2011; Casti-
glia 1 in. 2008; Larson 1 in. 2003; Martins i in.
2009), wysokosprawna chromatografia cieczowa
z tandemowa detekcja mas (HPLC/MS/MS),
(Sabatini 1 in. 2005; da Silva i in. 2016; Shu i in.
2016) oraz chromatografia gazowa z detekcjg mas
(GC/MS), (Lekskulachai 2016; Mason 1 in. 2005).
Pierwsza z wymienionych technik nie zapewnia
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(dla zaproponowanej wartosci NDS) mozliwos$ci
uzyskania odpowiedniej czuto$ci oznaczen. Z kolei
zastosowanie GC/MS wymaga etapu derywatyza-
cji cyklofosfamidu przed analizg instrumentalng
(Lekskulachai 2016). Trzecia z wymienionych
technik (HPLC/MS/MS) pozwala na uzyskanie
odpowiedniej czutosci oznaczen. Zastosowanie
tandemowego spektrometru mas zapewnia mozli-
wos¢ selektywnego oznaczania cyklofosfamidu
w probee (Sabatini i in. 2005).

Badania dotyczace uzyskania optymalnych
warunkéw  analizy  cyklofosfamidu  technika
LC-MS/MS wykonywano przy zastosowaniu ko-
lumny analitycznej Supelcosil LC-18 150 x 3,0 mm,
ziarno 5 um. Jako fazg ruchoma (elucja izokratyczna)
zastosowano mieszaning metanolu i wody z dodat-
kiem 0,1-procentowego kwasu mrowkowego. Opty-
malizacji poddano nastgpujace parametry pracy
detektora mas:

— napigcia: kapilary, sondy ESI, zrédta jonow,

ekstraktora i soczewek

— temperatury: desolwatacji i zrédta jonow

— przeptywu gazow

— pracy komory kolizyjne;j.

Charakterystyczna dla cyklofosfamidu frag-
mentacja w komorze kolizyjnej jonu molekular-
nego tego zwiazku (M+H+, m/z 261) do jonu po-
tomnego (m/z 140) zostala dobrana na podstawie
danych z pi$miennictwa (Sabatini 2005).

Optymalne warunki pracy stosowanego pod-
czas opracowywania metody zestawu LC-MS/MS
podano w tabeli 2. Zastosowanie tandemowego
spektrometru mas zapewnia w danych warunkach
analitycznych selektywno$¢ oznaczen cyklofosfa-
midu w przypadku obecnosci innych cytostatykow.
Analit po rozdziale na kolumnie chromatograficz-
nej jest wprowadzany przez sonde ESI (electro-
spray ionisation) do tandemowego spektrometru
mas (MS/MS), gdzie ulega jonizacji, a nastgpnie
fragmentacji w komorze kolizyjnej. Jon moleku-
larny cyklofosfamidu (M+H+, m/z 261) ulega frag-
mentacji w komorze kolizyjnej, w wyniku czego
powstaje jon potomny (m/z 140). Jony sg rozdzie-
lane w polu elektromagnetycznym filtra kwadru-
polowego w zaleznoéci od stosunku masy do
fadunku, a nastepnie rejestrowane przez detektor.
W danych warunkach pracy spektrometru mas
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1w tym samym czasie retencji inny zwigzek nie po-
winien podlega¢ fragmentacji charakterystycznej

stawiono na rysunku 1.

dla cyklofosfamidu. Przyktadowy chromatogram

Tabela 2.
Warunki pracy chromatografu

mieszaniny cyklofosfamidu i metotreksatu przed-

Kolumna analityczna Supelcosil ™ LC-18-150 x 3 mm x 5 um

Faza ruchoma
(izokratycznie)

Warunki pracy spektrometru
Fragmentacja jonéw: tryb MRM
(multiple reaction monitoring)
CP: 261 — 140

Strumien objetosci fazy ruchome;j
Temperatura kolumny

Objetos¢ probki

0,1-procentowy kwas mrowkowy w metanolu (A)
mrowkowy w wodzie (B) 6 ~ 4 (A: B)

jonizacja ES +
napigcie kapilary 3,0kV
napigcie zrodta jonow 27V
napigcie ekstraktora 2V
napiecie soczewek RF 0,1V
temperatura zrodla jonéw 110 °C
temperatura desolwacji 350 °C
przeptyw azotu w zrddle jonéw 1 1/h
przeptyw azotu desolwacji 600 I/h
rozdzielczo$¢ LM/HM 1 13/12
energia jonow 1 1,0
komora kolizyjna:

— energia wejscia 1

— energia kolizji 22

— energia wyjscia 1
rozktad LM/HM 2 13/12
energia jonow 2 1,0
cis$nienie gazu kolizyjnego 3,5 - 103 mbar
0,3 ml/min
40 °C
10 ul

+ 0,1-procentowy kwas

MTX_CP_A001 Smooth(Mn,2x2)
MTXCP 1 ug/ml

cP _
1007 3.95
89823.80
367543

%-|

MRM of 4 channels ES+
261.0>140.0
3.684e+005

MTX_CP_A001 Smooth(Mn,2x2)

MTXCP 1 ug/ml

100+ 8.79

109471.27
361089

MTX Glowne _

MRM of 4 channels ES+
455.2>308.20
3.622e+005

B

Rys. 1. Specyficznos¢ oznaczen cyklofosfamidu (CP) i metotreksatu (MTX) w zaleznosci od warunkow pracy spektrome-
tru mas w trybie rejestracji wybranych jonéw potomnych. CP — 261 — 140 m/z (A) i MTX —455,2 — 308,2 m/z (B)

Badanie warunkow pobierania, ekstrakcji
i przechowywania prébek powietrza do

oznaczen cyklofosfamidu

Zgodnie z wymaganiami zawartymi w normie
europejskiej PN-EN-482+A1: 2016-01 metoda
analityczna stosowana do oznaczania stezen da-

powinna by¢ zwalidowana

dla zakresu juz od

1/10 + 2 wartosci obowigzujacego najwyzszego

dopuszczalnego stezenia (NDS). Probki powietrza
do oznaczania cyklofosfamidu nalezy pobieraé

mie PN-Z-04008-7:2002/Az

nego zwigzku w powietrzu na stanowiskach pracy

zgodnie z zasadami podanymi w normie PN-Z-
-04008-7:2002 (wraz z pdzniejszg zmiang w nor-

1:2004).
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Cyklofosfamid moze wystgpowaé w powietrzu
stanowisk pracy gtdéwnie w postaci czgstek statych
badz wpostaci aerozolu cieklego. Przeglad
piSmiennictwa dotyczacy oznaczania cytostatykow
w powietrzu wykazal, Ze najcze$ciej stosowanym
do tego celu medium pochtaniajacym sg filtry
z wlokna szklanego (Mason i in. 2005; Yoshida
1 in. 2010). W niektorych publikacjach znaleziono
informacje o mozliwej sublimacji cyklofosfamidu
(Odraskaiin. 2011). Z tego wzgledu zdecydowano
o sprawdzeniu  mozliwosci  sublimacji  tego
zwigzku z powierzchni w podwyzszonej tempera-
turze lub sublimacji z filtrow szklanych podczas
pobierania probek powietrza. W tym celu przygo-
towano roztwdr cyklofosfamidu o stezeniu
100 pg/ml, 0,1 ml tego roztworu przeniesiono na
dno kolby stozkowej. Po odparowaniu rozpusz-
czalnika do kolby wprowadzono rurke zawierajaca
60 mg sorbentu Strata-X. Wylot kolby uszczel-
niono, zapewniajac mozliwos¢ wyrownania cisnie-
nia, natomiast probnik podtaczono do aspiratora
EHA Air-350. Kolbg umieszczono na plycie grzej-
nej o temperaturze okoto 40 °C. Przez probnik
przepuszczono okoto 50 1 powietrza ze strumie-
niem objetosci 250 ml/min. Po zakonczeniu pobie-
rania sorbent z rurek przenoszono do wial o pojem-
no$ci 2 ml, a nastepnie poddano ekstrakcji za po-
mocg mieszaniny metanol: woda (1: 1 v/v) z dodat-
kiem 0,1-procentowego kwasu mréwkowego i ul-
tradzwigkow. Otrzymane ekstrakty poddano anali-
zie chromatograficznej celem okreslenia stopnia
sublimacji cyklofosfamidu w podwyzszonej tem-
peraturze.

Badania odzysku cyklofosfamidu z filtréw pod-
danych aeracji wykonano, przygotowujac trzy se-
rie po sze$¢ filtrow z wltokna szklanego, na ktére
naniesiono po 10 pl roztworéw wzorcowych
cyklofosfamidu o st¢zeniach: 5; 20 1 100 ug/ml. Po
odparowaniu rozpuszczalnika, filtry umieszczono
w glowicach do pobierania probek powietrza,
z ktorymi szeregowo polaczono rurki sorpcyjne
wypehione sorbentem Strata-X. Przez zestaw
przepuszczono powietrze ze strumieniem objetosci
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okoto 250 ml/min (przez 200 min), stosujac aspira-
tory indywidualne. Po tym czasie filtry i sorbent
przenoszono oddzielnie do wial o pojemnosci 4 ml,
a nastgpnie dodawano po 2 ml mieszaniny ekstrak-
cyjnej 1 ekstrahowano przez 30 min za pomoca
mieszadta rolkowego (filtry) i tazni ultradzwigko-
wej (sorbent). Ekstrakty przenoszono do wial o po-
jemnosci 2 ml, przepuszczajac je przez filtry strzy-
kawkowe z membrang PTFE i poddawano analizie
chromatograficznej. Takiej samej procedurze pod-
dano ztoze wypetniajace rurki. W celu sprawdze-
nia powstania strat analitu podczas aeracji, wielko-
$ci pol powierzchni pikéw uzyskane z analiz eks-
traktow poréwnano z wynikami analiz ekstraktow
filtrow, na ktére naniesiono takie same stezenia
cyklofosfamidu, ale nie poddano aeracji.

Badanie mozliwosci sublimacji cyklofosfa-
midu z powierzchni wykazato, ze podwyzszenie
temperatury otoczenia do 40 °C nie powoduje
zmiany stanu skupienia oznaczanego zwigzku.
Analiza ekstraktow sorbentu nie wykazata obec-
nosci cyklofosfamidu na ztozu. Wyniki badania
warunkow pobierania probek powietrza w tempe-
raturze 23 i 36 °C przedstawiono w tabelach 3.
1 4. Przeprowadzone badania nie wykazaty nega-
tywnego wpltywu temperatury na mozliwos¢ po-
wstawania strat oznaczanego zwigzku. W zadnej
rurce z sorbentem polimerowym Strata-X nie za-
rejestrowano obecno$ci cyklofosfamidu. Nie
stwierdzono takze istotnych réznic w wartosciach
wspolczynnikow odzysku cyklofosfamidu z fil-
trow poddanych aeracji w r6znych temperaturach.
Srednie  wartoci  wspotczynnikow  odzysku
cyklofosfamidu z filtrow poddanych aeracji
w temperaturze 23 1 36 °C wynoszg odpowiednio
92,9% (89,6 + 96,9%, CV — 7,5%) i 95,9%
(93,2 +97.9%, CV — 6,4%).
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Badanie warunkow pobierania probek powietrza do oznaczen cyklofosfamidu (CP) pobranego na filtry
z wlékna szklanego (temperatura 23 °C)

' Zawartosg Pole powierzchni piku sl Sredl?la waﬂpsc
Medium cyklofosfamidu dzvsk wspotczynnika
pochtaniajace na filtrze, roztwor odzysku, odzysku,

ekstrakt % o
ug kontrolny %
Filtr z widkna 0,05 3086,3 21754 78,0
szklanego 2811,3 2691,5 96,6
24649 26935 96,6
2491,5 89,4
2370,5 85,0 89,6
2561,9 91,9
SD 7,2
cv 8,0
0,2 10209,3 9257,7 90,5
10538,2 9851,9 96,3
9938,5 9534,9 93,2
7856,3 76,8
10018,6 97,9 92,3
10111,4 98,9
SD 8,2
cv 89
1 51175,0 46251,2 94,9
46346,0 48162,4 98,9
48619,5 49133,7 100,9
48085,0 98,7
47558,1 97.6 96,9
44031,1 90,4
SD 3,7
CcV 3,9
Sredni wspotczynnik odzysku, Sr, % 92,9
Odchylenie standardowe, SD 7,0
Wspoétezynnik zmiennosci, CV, % 7,5

Tabela 4.

Badanie warunkow pobierania probek powietrza do oznaczen cyklofosfamidu (CP) pobranego na filtry
z wlékna szklanego (temperatura 36 °C)

Zawarto$¢ Pole powierzchni piku ; . Srednia warto$é
Medium cyklofosfamidu W?(;)Ziczl}(/:llnlk wspotczynnika
pochtaniajace na filtrze, rozZtwor ckstrakt 2; ? odzysku,
ug kontrolny ¢ %
Filtr z wtdkna 0,05 2806,2 24332 93,8
szklanego 2486,5 2400,2 92,5
2490,8 2585,4 99,6
2457,9 94,7
2286,3 88,1 96
2862,3 1103 o
SD 7,7
cr 8,0
0,2 10031,3 9192,5 101,3
8590,9 9979,4 109,9
8607,5 8272,5 91,1
8866,7 97,7
8570,3 94.4 97,9
8415,5 92,7
SD 6,9
cv 7,1
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cd. tab. 4.
ZawartoS¢ Pole powierzchni plku Wspélczynnik Srednia wartos¢
Medium cyklofosfamidu odzvsku wspotczynnika
pochtaniajace na filtrze, roztwor ckstrakt 3; ? odzysku,
ng kontrolny ’ %
Filtr z wtdkna 1 49087,8 42575,8 95,6
szklanego 43113,6 424829 95,4
41459,9 39885,3 89,5
41456,6 93,0
41539,6 93,2 93,2
41153,5 92,4
SD 2,2
cv 2,4
Sredni wspotczynnik odzysku, Sr, % 95,9
Odchylenie standardowe, SD 6,1
Wspotczynnik zmiennosci, CV, % 6.4

Kalibracja i precyzja oznaczef
cyklofosfamidu

Celem okreSlenia zakresu roboczego metody
przygotowano trzy serie po siedem filtrow
z wldkna szklanego, na ktore naniesiono po 10 ul
roztworOw wzorcowych o stezeniach: 0; 2; 5; 10;
20; 50 1 100 pg/ml, co odpowiadato zawarto$ci:
0;0,01;0,05;0,1; 0,2; 0,51 1,0 pg cyklofosfamidu
na filtrze. Po odparowaniu rozpuszczalnika filtry
umieszczono w wialach o pojemnosci 4 ml, zale-
wano 2 ml metanolu i wody (1: 1) z dodatkiem
0,1-procentowego kwasu mrowkowego i ekstra-
howano za pomoca wytrzasarki rotacyjnej przez

okres 30 min. Ekstrakty przenoszono do wial
0 pojemnosci 2 ml, przepuszczajac je przez filtry
strzykawkowe z membrang PTFE, a nastepnie
poddawano analizie chromatograficzne;j.

Wyniki badania liniowo$ci metody w zatozo-
nym zakresie stezen przedstawiono graficznie na
rysunku 2. Z przedstawionych danych wynika,
iz zalezno$¢ odpowiedzi detektora od stezenia
cyklofosfamidu ma charakter liniowy w zakresie
0,01 + 0,5 pg/ml. Zalezno$¢ te opisano réwnaniem
y = 73315,7x + 223,6. Wyrazony w procentach
btad wzgledny CV wynosi 5,2, a wspotczynnik
korelacji ,,»” jest rowny 0,999.

40000 -
35000 -
30000 - y="73316x +22
R?=0,9993
25000 - V=516
20000 -
15000 -

10000 -

Pole powierzchni piku

5000 -

3,59

0 1 T T
0 0,1 0,2

0,3 0,4 0,5 0,6
Stezenie, pg

Rys. 2. Krzywa wzorcowa eluatéw cyklofosfamidu (CP) z filtréw z widkna szklanego
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Celem zbadania zgodnos$ci wynikow przy wie-
lokrotnym powtarzaniu oznaczenia, przygotowano
trzy roztwory wzorcowe cyklofosfamidu o steze-
niach: 0,025; 0,11 0,5 pg/ml. Roztwory oznaczano
chromatograficznie, analizujac kazdy wzorzec
dziesieciokrotnie.

Wyniki badania precyzji metody przedsta-
wiono na rysunku 3. Wspoélczynniki zmiennosci
CV rozrzutow uzyskanych wynikéw w stosunku do
wartosci $rednich dla stezen: 25; 100 i 500 ng/ml
wynoszg odpowiednio: 6,2; 3,4 12,9%.

50000.0 -

40000.0

20000.0 -

Pole powierzchni pikow
w
(=]
(=]
(=]
o
o

10000.0 -

‘_‘/A—A———‘/‘\"_*—‘\‘

—e&— CP-25ng/ml
—m— CP-100ng/mi
—aA— CP-500ng/mi

0.0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Numer analizy

Rys. 3. Precyzja oznaczen cyklofosfamidu (CP) przy zastosowaniu zestawu LC-MS/MS i kolumny Supelcosil

LC-18 150 x 3 mm, z ziarnem 5 pm

Badanie trwalosci probek cyklofosfamidu
na filtrach

Celem zbadania trwatosci cyklofosfamidu
pobranego na filtry z wtdkna szklanego przygo-
towano szeS$¢ serii po szes$¢ filtrow, na ktore
naniesiono po 10 pl roztworéw wzorcowych
o stezeniach: 5; 20 1 100 pg/ml. Po odparowaniu
rozpuszczalnika, filtry umieszczano w herme-
tycznych pojemnikach i przechowywano w chto-
dziarce. Po: 6, 12 i1 18 dniach przechowywania
filtry ekstrahowano 2 ml mieszaniny metanolu
i wody (1: 1) z dodatkiem 0,1-procentowego
kwasu mréwkowego za pomocg wytrzgsarki
rotacyjnej. Ekstrakty przenoszono do wial o po-
jemnosci 2 ml, przepuszczajac je przez filtry
strzykawkowe z membrang PTFE, a nastepnie
poddawano analizie chromatograficznej. Uzy-
skane warto$ci pol powierzchni pikow cyklofos-
famidu poréwnano z wynikami analiz ekstrak-
tow filtréw przygotowanych w dniu badania.

Wyniki badan przedstawiono w tabeli 5.
Zebrane dane wskazuja, iz probki cyklofosfamidu
pobrane na filtry z wtokna szklanego, umieszczone
w hermetycznych pojemnikach i przechowywane
w chlodziarce sg trwate nie dtuzej niz osiemnascie
dni. Po tym okresie przechowywania probek
stwierdzono odpowiednio dla analizowanych ilo$ci
cyklofosfamidu (0,05; 0,2; 1 pg/filtr): 92,9; 91,7
1 89,4% pierwotnej ilosci analitu (Srednia 91,3%,
CV —4,6%).
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Tabela 5.
Wplyw czasu przechowywania na trwalosé cyklofosfamidu (CP)
Czas Stezenie cyklofosfamidu na filtrze, pg
h .
gilziec St 0,05 0,2 1,0
(% odzysku) (% odzysku) (% odzysku)
99,1 90,8 92,8 99,2 72,0 93,4 113,6 98,6 95,8
96,1 99,8 95,0 88,2 90,9 98,9 97,7 94,8 100,9
Sr 95,6 Sr 90,4 Sr100,2
6 SD 3,5 SD 10,0 SD 6,9
crv 3,7 cr 11,1 CcV 69
Sredni wspétczynnik odzysku, S 95,4%
Odchylenie standardowe, N 8,0
Wspbtczynnik zmiennosci, cv 8,4
74,6 89,3 93,1 90,7 107,1 95,7 99,3 85,0 93,3
80,3 92,8 91,0 90,1 98,3 98,7 102,9 92,2 86,0
Sr 86,8 Sr 96,8 Sro 93,1
12 SD 7,6 SD 6,2 SD 7,1
Ccr 8,8 CV 6,5 cVv 7,6
Sredni wspélczynnik odzysku, Sr  92,2%
Odchylenie standardowe, S 7,8
Wspbltczynnik zmiennosci, cv 8,6
92,5 95,8 86,9 89,1 98,6 90,1 91,3 93,5 89,5
98,1 98,0 86,0 88,8 94,4 89,3 86,8 85,9 89,4
Sr 92,5 Sro 91,7 Sr 894
18 SD 54 SD 40 SD 28
CV 5,8 CcV 43 cVv o 32
Sredni wspétczynnik odzysku, Sr 91,3%
Odchylenie standardowe, S 42
Wspotezynnik zmiennosci, cv 4,6
Walidacja — granica oznaczalnosci,
GO 0,00154 pg/ml
Walidacj¢ metody przeprowadzono zgodnie z wy- — wspotczynnik korelacji, » 0,999
maganiami zawartymi w normie europejskiej — catkowita precyzja badania,
PN-EN-482+A1:2016-01. V. 11,06%
Na podstawie wynikow przeprowadzonych — wzgledna niepewnos¢
badan uzyskano nast¢pujace dane walidacyjne: catkowita 28,57%.
— granica wykrywalno$ci,
GW 0,00046 pg/ml
PODSUMOWANIE

Na podstawie przeprowadzonych badan opraco-
wano metode oznaczania cyklofosfamidu w po-
wietrzu z wykorzystaniem techniki wysokospraw-
nej chromatografii cieczowej sprzgzonej z tande-
mowym spektrometrem mas. Zastosowanie w ana-
lizie monitoringu przejscia (rozpadu) jonu moleku-
larnego cyklofosfamidu (m/z 261) w jon potomny
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(m/z 140) pozwala na jego selektywne oznaczenie
w obecnosci innych zwiazkow.

Opisana metoda umozliwia oznaczanie st¢zen
cyklofosfamidu w powietrzu $rodowiska pracy
w zakresie 0,0004 + 0,02 mg/m’, tj. od 1/25 do
2 warto$ci proponowanego najwyzszego dopusz-
czalnego stezenia (NDS). Metoda zostata poddana
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walidacji zgodnie z wymaganiami zawartymi
w normie PN-EN-482 i opisana w formie proce-
dury analitycznej zamieszczonej w zatgczniku.
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ZALACZNIK

PROCEDURA ANALITYCZNA OZNACZANIA CYKLOFOSFAMIDU
W POWIETRZU NA STANOWISKACH PRACY

1. Zakres stosowania metody

Metodg podang w niniejszej procedurze stosuje si¢
w celu oznaczania stezen cyklofosfamidu
(CAS:50-18-20) w powietrzu na stanowiskach
pracy, z zastosowaniem wysokosprawnej chroma-
tografii cieczowej sprz¢zonej z tandemowym spek-
trometrem mas. Metode stosuje si¢ podczas bada-
nia warunkow sanitarnohigienicznych.

Najmniejsze stezenie cyklofosfamidu, jakie
mozna oznaczy¢ w warunkach pobierania probek
powietrza i wykonania oznaczania opisanych
w metodzie, wynosi 0,0004 mg/m°.

2. Powolania normatywne

PN-Z-04008-7:2002 (wraz z pdzniejszg zmiang
normy PN-Z-04008-7: 2002/Az1:2004). Ochrona
czystosci powietrza — Pobieranie probek — Zasady
pobierania probek powietrza w §rodowisku pracy
1 interpretacji wynikow.

3. Zasada metody

Zasada metody polega na zatrzymaniu obecnego
w powietrzu cyklofosfamidu na filtrze z wtdkna
szklanego, wymyciu zatrzymanego zwiazku za po-
mocg mieszaniny metanol: woda (1: 1 v/v) z dodat-
kiem kwasu mrowkowego 0,1-procentowego za
pomoca mieszadta rolkowego, a nastepnie podda-
niu iloSciowemu oznaczeniu przy zastosowaniu
wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprze-
zonej z tandemowym spektrometrem mas.

4. Wytyczne ogolne

4.1. Czystos¢ odczynnikow
Do analizy, o ile nie zaznaczono inaczej, nalezy
stosowa¢ odczynniki 1 substancje wzorcowe
0 stopniu czysto$ci co najmniej cz.d.a.

4.2. Dokladno$¢ wazenia
Substancje stosowane w analizie nalezy wazyé
z doktadnoécig do 0,0002 g.

4.3. Postepowanie z substancjami

toksycznymi

Wszystkie czynno$ci, podczas ktorych uzywa sig
substancji chemicznych, nalezy wykonywaé pod
sprawnie dzialajacym wyciagiem laboratoryjnym.
Zuzyte roztwory i odczynniki nalezy gromadzic¢
w przeznaczonych do tego celu pojemnikach
1 przekazywaé do zakladow zajmujacych sig¢ ich
unieszkodliwianiem.

5. Odczynniki

5.1. Cyklofosfamid
Stosowac wedtug punktu 4.
5.2. Kwas mréwkowy
Stosowac wedtug punktu 4.
5.3. Metanol
Stosowa¢ metanol o czystosci do LC - MS.
5.4. Woda
Stosowac wode o czystosci do HPLC.

6. Roztwory

6.1. Roztwor ekstrakcyjny
Sporzadzi¢ mieszaning ekstrakcyjna przez zmie-
szanie metanolu i wody w stosunku 1: 1 i dodanie
takiej ilosci kwasu mréwkowego, aby jego st¢zenie
w mieszaninie wynosito 0,1%.

6.2. Roztwor wzorcowy podstawowy

cyklofosfamidu

Do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml odwazy¢
na wadze analitycznej (wg punktu 7.11.)
okoto 10 mg wzorca cyklofosfamidu (wg punktu
5.1.). Wzorzec rozpuséci¢c w mieszaninie ekstrak-
cyjnej (wg punktu 6.1.), a po rozpuszczeniu si¢
wzorca, kolb¢ uzupehi¢ do kreski i obliczy¢ za-
warto$¢ zwigzku w jednym mililitrze roztworu.

6.3. Roztwor wzorcowy posredni

cyklofosfamidu

Do kolby miarowej o pojemnosci 5,0 ml odmierzy¢
pipeta (wg punktu 7.6.). takg ilos¢ wzorca podsta-
wowego cyklofosfamidu, aby koncowe st¢zenie
wynosito 100 pg/ml. Kolbe uzupehi¢ do kreski
mieszaning ekstrakcyjna (wg punktu 6.1.).

6.4. Roztwory wzorcowe robocze
Do siedmiu kolb miarowych o pojemnosci 5 ml
odmierzy¢ pipetami (wg punktow: 7.4., 7.8.1 7.9.)
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odpowiednio: 0; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5 1 5 ml roz-
tworu posredniego wg punktu 6.3. Kolby uzupetnic¢
do kreski roztworem ekstrakcyjnym wg punktu 6.1.
Stezenia cyklofosfamidu w tak przygotowanych
roztworach wynosza: 0; 2; 5; 10; 20; 501 100 pg/ml.

7. Przyrzady pomiarowe
i sprzet pomocniczy

7.1. Chromatograf cieczowy sprzezony
z tandemowym spektrometrem mas

Stosowa¢ chromatograf cieczowy wyposazony
w tandemowy spektrometr mas umozliwiajacy
prac¢ w trybie monitorowania reakcji wielokrot-
nych.

7.2. Filtry szklane
Stosowac filtry z widkna szklanego o s$rednicy
37 mm i $rednicy poréw 1,6 um.

7.3. Filtry strzykawkowe
Stosowac filtry z membrang z PTFE.

7.4. Kolby miarowe
Stosowac kolby miarowe o pojemnosci 51 10 ml.

7.5. Kolumna chromatograficzna
Stosowa¢ kolumne analityczng wypelniong faza
oktadecylowa o $rednicy ziaren 5 pum, dtugosci
150 mm i $rednicy wewnetrznej 3 mm.

7.6. Mieszadto rolkowe
Stosowa¢ mieszadto rolkowe.

7.7. Naczynka szklane (wiale)
Stosowac wiale o pojemnosci 2 i 4 ml.

7.8. Pipety automatyczne nastawne
Stosowac pipety automatyczne nastawne o pojem-
nosci 0,010 - 0,1 ml10,1 + 1 ml.

7.9. Pipety szklane
Stosowac pipety szklane jednomiarowe klasy A
o pojemnosci: 1; 2,515 ml.

Tabela 1.

7.10. Pompa ssgca
Stosowa¢ pompe¢ ssgcg umozliwiajacg pobranie
probki powietrza ze statym strumieniem objetosci
okoto 15 /h.

7.11.Waga analityczna
Stosowac¢ wage analityczng umozliwiajacg waze-
nie z doktadnoscia do 0,0002 g.

8. Pobieranie prébek powietrza

Podczas pobierania probek powietrza nalezy stoso-
wac¢ zasady zawarte w normie PN-Z-04008-7:
2002 (wraz z poOzniejsza zmiang normy PN-Z-
04008-7: 2002 /Az1: 2004). Filtry wg punktu 7.2.
umiesci¢ w oprawkach 1 za pomocg pompy (wg
punktu 7.10). przepusci¢ przez nie okoto 50 1
powietrza ze statym strumieniem objgtosci. Filtry
z pobranymi probkami powietrza umiesci¢ w her-
metycznych pojemnikach i do czasu analizy prze-
chowywa¢ w chtodziarce. Tak przechowywane
probki sa trwate nie dluzej niz 18 dni.

9. Warunki pracy chromatografu
cieczowego

Warunki pracy zestawu do wysokosprawnej chro-
matografii cieczowej z tandemowym spektrome-
trem mas umozliwiajace selektywne oznaczenie
cyklofosfamidu w obecnosci innych zwigzkow po-
dano w tabeli 1.

Dopuszcza si¢ stosowanie innych kolumn chro-
matograficznych lub innego sktadu fazy ruchome;j
zapewniajacych mozliwos¢ selektywnego ozna-
czenia cyklofosfamidu.

Przykladowe warunki pracy chromatografu cieczowego

Kolumna analityczna Supelcosil LC-18- 150 x 3 mm x 3 pm

Faza ruchoma (izokratycznie)

(multiplereaction monitoring)
cyklofosfamid: 261—140

0,1-procentowy kwas mrowkowy w metanolu (A) + 0,1-procentowy kwas
mrowkowy w wodzie (B)

6+4(A:B)
Warunki pracy spektrometru jonizacja
Fragmentacja jonow: tryb MRM napigcie kapilary

napigcie zrodla jonow

napigcie ekstraktora

napiecie soczewek RF
temperatura zrodta jonow
temperatura desolwacji
przeplyw azotu w zrédle jonow
przepltyw azotu desolwacji

ES +
3,0kV
27V
2V
0,1V
110 °C
350 °C
1 h
600 1/h
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Kolumna analityczna Supelcosil LC-18- 150 x 3 mm x 3 pm

energia jonow 1
komora kolizyjna:
— energia wejscia
— energia kolizji
— energia wyj$cia

rozdzielczo$¢ LM/HM 1

13/12
1,0

1
22
1

rozktad LM/HM 2
energia jonow 2

Strumien objetosci fazy ruchome;j
Temperatura kolumny
Objetos¢ probki

ci$nienie gazu kolizyjnego

13/12
1,0
3,5 x 107 mbar

0,3 ml/min
40 °C
10 pl

10. Sporzadzanie krzywej wzorcowej

Na siedem filtréw (wg punktu 7.2.) nanies¢ za po-
mocg pipety automatycznej (wg punktu 7.8.) po
10 ul roztworéow wzorcowych roboczych (wg
punktu 6.4.) Po odparowaniu rozpuszczalnika fil-
try przenie$¢ do naczynek o pojemnosci 4 ml (wg
punktu 7.7.). Do kazdej wiali doda¢ po 2 ml roz-
tworu ekstrakcyjnego (wg punktu 6.1.) i poddac
30-minutowe] ekstrakcji przy uzyciu mieszadta
rolkowego (wg punktu 7.6.). Masa cyklofosfamidu
naniesona na filtry wynosi odpowiednio: 0; 0,02
0,05; 0,1; 0,2; 0,5 1 1 pg. Ekstrakty przenies¢ do
naczynek o pojemnosci 2 ml (wg punktu 7.7.),
przepuszczajac je przez filtry strzykawkowe (wg
punktu 7.3.) i podda¢ zawarto$¢ analizie chromato-
graficznej. Sporzadzi¢ krzywa wzorcowa, odktada-
jac na osi odcigtych mas¢ wzorca naniesionego na
filtr, a na osi rzednych — warto$¢ pola powierzchni
(wysokosci) piku danego zwigzku. Dopuszcza si¢
automatyczne integrowanie danych i sporzadzanie
krzywej wzorcowe;j.

11. Wykonanie oznaczania

Po pobraniu probek powietrza filtry przeniesé
do naczynek o pojemnosci 4 ml wg punktu 7.6. Do

wial doda¢ po 2 ml roztworu ekstrakcyjnego (wg
punktu 6.1.) i podda¢ 30-minutowej ekstrakcji przy
uzyciu mieszadta rolkowego (wg punktu 7.6.).
Ekstrakty przenie$¢ do naczynek o pojemnosci
2 ml, przepuszczajac je przez filtry strzykawkowe
(wg punktu 7.3.), nastepnie wiale szczelnie
zamkna¢ 1 zawarto$¢ poddac analizie chromatogra-
ficznej. W przypadku prébek, ktérych wartosci pol
powierzchni analizowanych pikow przekraczajg
zakres roboczy metody, nalezy wykonac¢ powtorne
oznaczenie, rozcienczajgc dodatkowo probke. Do-
datkowe rozcienczenie uwzgledni¢ w oblicze-
niach.

12. Obliczanie wyniku oznaczania
Stezenie cyklofosfamidu (X) w badanym powie-

trzu obliczy¢ w miligramach na metr sze$cienny na
podstawie wzoru:

c
X=—,
7
w ktorym:
¢ — zawarto$¢ cyklofosfamidu odczytana

z krzywej wzorcowej, w miligramach,
V' — objetos¢ przepuszczonego powietrza,
w metrach sze$ciennych.

135




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


