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Streszczenie

W artykule przedstawiono metode oznaczania chloro-
wodorku doksorubicyny (DXO) w powietrzu na sta-
nowiskach pracy z zastosowaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) z detektorem dio-
dowym (DAD). Metoda polega na: wyodrebnieniu
frakcji wdychalnej aerozolu chlorowodorku doksoru-
bicyny z powietrza na filtrze z widkna szklanego,
wymyciu analitu woda destylowang oraz analizie
chromatograficznej otrzymanego roztworu. Oznacze-
nia prowadzono w uktadzie faz odwrdéconych (faza
ruchoma: mieszanina 0,05 mol/L. wodorofosforanu
disodu i acetonitrylu (65: 35) o pH = 3 z dodatkiem
0,5 mL/L trietyloaminy) z zastosowaniem kolumny

analitycznej C18 wypekionej modyfikowanym zelem
krzemionkowym.

Na podstawie wynikow przeprowadzonych badan usta-
lono zakres pomiarowy metody 0,06 + 1,0 pg/m3 dla
probki powietrza 4800 1. Granica wykrywalnoS$ci
(LOD) tej metody wynosi 0,0005 pg/ml, a granica
oznaczalnosci (LOQ) — 0,0015 pg /ml.

Opracowana metoda oznaczania chlorowodorku dok-
sorubicyny w powietrzu na stanowiskach pracy zostata
zapisana w postaci procedury analitycznej, ktora za-
mieszczono w zataczniku.

! Publikacja opracowana na podstawie wynikow uzyskanych w ramach III etapu programu wieloletniego ,,Poprawa bezpie-
czenstwa i warunkow pracy”, dofinansowanego w latach 2014-2016 w zakresie stuzb panstwowych przez Ministerstwo

Rodziny, Pracy i Polityki Spoteczne;j.

Koordynator programu: Centralny Instytut Ochrony Pracy — Panstwowy Instytut Badawczy.
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Summary

This article presents a method for measuring doxorubi-
cin hydrochloride in workplace air with HPLC with di-
ode array detector (DAD). The method is based on ad-
sorption inhalable fraction of doxorubicin hydrochlo-
ride aerosol on glass fiber filter, desperation with water,
and chromatographic analysis. The analysis was per-
formed in reverse phase (mobile phase — 0.05 mol/L
hydrophosphate disodum and acetonitrile (65:35) with

pH — 3 with 0.5 mL/L triethylamine) on C;s column.
The measurement range was 0.06 — 1 pg/m? for 4800-L
air sample. The limit of detection (LOD) was 0,0005 pg
/ml and the limit of quantification (LOQ) was 0,0015
ug /ml. The developed method of doxorubicin hydro-
chloride determination has been recorded as an analyt-
ical procedure (see appendix).

WPROWADZENIE

Na podstawie wynikéw badan (ankietowych) prze-
prowadzonych w oddziatach onkologicznych i apte-
kach krajowych szpitali wykazano, ze 15% respon-
dentéw ma kontakt z chlorowodorkiem doksorubi-
cyny (DXO) podczas pracy (Krzeminska i in. 2016).
Jest to organiczny zwigzek chemiczny, antybiotyk
z grupy antracyklin o dziataniu cytostatycznym. Za-
kres jego dzialania i skuteczno$¢ nalezag do wyso-
kich. Przeciwnowotworowe dziatanie antybiotykow
polega na: ich wigzaniu si¢ z DNA, tworzeniu wol-
nych rodnikéw lub tez rozrywaniu 1 stabilizacji frag-
mentacji podwdjnej spirali DNA, co uniemozliwia
transkrypcje kodu DNA na rybosomalny RNA i ha-
muje syntez¢ RNA. Dziatanie zwigzku polega na
wejsciu z helisa DNA w trwaly kompleks, co unie-
mozliwia dalszy podziat i doprowadza do $mierci
komorki. Przez Migdzynarodowa Agencje Badan
nad Rakiem (ang. International Agency for Research
on Cancer, IARC) chlorowodorek doksorubicyny
zostat zaklasyfikowany jako substancja prawdopo-
dobnie rakotworcza dla czlowieka — grupa IIA
(IARC 1993).

Zgodnie z zasadami rozporzadzenia Parlamentu
Europejskiego i Rady tzw. CLP (Rozporzadzenie...
2008) chlorowodorek doksorubicyny zostat zaklasy-

Tabela 1.

fikowany jako substancja: rakotwodrcza kategorii za-
grozenia 2., mutagenna kategorii zagrozenia 2. oraz
dzialajaca szkodliwie na rozrodczo$¢ kategorii za-
grozenia 2. (Doxorubicin... 2015) lub wykazujaca
ostrg toksycznos$¢ po potknieciu (kategoria zagroze-
nia 4.), dzialajaca draznigco na skore i oczy, rako-
tworcza kategorii zagrozenia 1.B. Natomiast wedtug
kryteriow GHS chlorowodorek doksorubicyny to
substancja rakotworcza kategorii zagrozenia 1.B,
mutagenna kategorii zagrozenia 1.B i szkodliwie
dzialajaca na rozrodczo$¢ kategorii zagrozenia 1.B.

Chlorowodorek doksorubicyny, antybiotyk z grupy
antracyklin pochodzenia roslinnego, jest stosowany
w leczeniu: ostrych biataczek, szpiczaka mnogiego, ziar-
nicy ztosliwej, chioniaka, raka sutka, drobnokomorko-
wego raka phuca, raka pecherza moczowego, jajnika,
tarczycy 1 kory nadnerczy oraz migsakow.

Podstawowe wlasciwos$ci fizykochemiczne, tok-
syczne i farmakologiczne chlorowodorku doksorubi-
cyny podano w tabeli 1.

Podstawowe wlasciwos$ci chlorowodorku doksorubicyny (DXO), (Indeks... 2005)

Wrhasciwosci chlorowodorku doksorubicyny
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cd. tab. 1.

Wrhasciwosci chlorowodorku doksorubicyny

Nazewnictwo

ADM, Adriamycin, Adriblastin, Adriblastina, (85-Cis)-10-Tetrahydro-6,8,11-Trihydroxy-8-(Hydroxyacetyl)-1-met-
hoxy-5,12-Naphthacenedione (8S)-10-((4S,58S,6S)-4-amino-5-hydroxy-6-methyltetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)-6,8,11-
-trihydroxy-8-(2-hydroxyacetyl)-1-methoxy-7,8,9,10-tetrahydrotetracene-5,12-dione

Nazwy handlowe: Adriblastin, Biorubina, Caelyx, Myocet, Doxorubicin — Ebewe, Doxolem, Rastocin, Adrimedac

Informacje ogolne

Wzér sumaryczny C27H30NO11CL
Masa molowa 543,52 g/mol
Wyglad czerwony proszek
Identyfikacja
Numer CAS 25316-40-9
PubChem 31703
DrugBank DB00997
Wiasciwosci
Rozpuszczalnos¢ w wodzie 20 g/1
Temperatura topnienia 229 +231°C
logP 1,27
Kwasowo$¢ (pKa) 8,33
Niebezpieczenstwa

Globalnie Zharmonizowany System
Klasyfikacji i Oznakowania Chemikaliow

Niebezpieczenstwo. Piktogramy okreslone w rozporzadzeniu maja czarny symbol na bialym tle z czerwonym obramo-
waniem, na tyle szerokim, aby byto wyraznie widoczne

Zwroty H H302 — dziala szkodliwie po potknigciu
H315 — dziala draznigco na skore

H319 — dziata draznigco na oczy

H350 — moze powodowac¢ raka

Zwroty EUH brak zwrotow EUH

Zwroty P P201 — przed uzyciem zapoznac¢ si¢ ze specjalnymi
srodkami ostroznosci

P308+P313 — w razie narazenia lub stycznosci zasig-
gnaé porady/ zglosi¢ si¢ do lekarza

Europejska klasyfikacja substancji
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cd. tab. 1.

Wiasciwosci chlorowodorku doksorubicyny

Toksyczny (T)

Zwroty H

Zwroty S

Dawka $miertelna

Jezeli nie podano inaczej, dane dotycza stanu standardowego (25 °C, 1000 hPa)

H340 — moze powodowa¢ wady genetyczne
H350 — moze powodowac¢ raka

H360FD — moze dziata¢ szkodliwie na ptodnosé.
Podejrzewa sig, ze dziata szkodliwie na dziecko
w tonie matki

S53 — unikaé narazenia, przed uzyciem zapoznacé si¢
z instrukcja
S45 — unika¢ narazenia, przed uzyciem zapoznac si¢
z instrukcja

LDso 2,4 mg/kg (pies, dozylnie)

Klasyfikacja
ATC L01 DBO1
Stosowanie w cigzy kategoria D

Farmakokinetyka

Dziatanie przeciwnowotworowe
Okres pottrwania 12+18,5h
Wiazanie z biatkami osocza i tkanek 70%
Metabolizm watrobowy
Wydalanie z kalem

Uwagi terapeutyczne

Droga podawania

dozylnie

Warto$¢ najwyzszego dopuszczalnego stezenia
(NDS) chlorowodorku doksorubicyny nie jest w Polsce
ustalona. Natomiast podawane w kartach charaktery-
styk tego zwigzku dane o dopuszczalnych limitach na-
razenia zawodowego wskazuja, ze wartosci te zapropo-
nowane przez ACGIH s3 na poziomie 0,47 pg/m’
(ustalita OEL TWA-8 Hr), natomiast zaproponowane
przez producenta Pfizer — 0,5 pg/m>.

Metody oznaczania chlorowodorku doksorubi-
cyny opisane w piSmiennictwie dotyczg gtownie
oznaczania tego zwigzku w materiale biologicznym
(we krwi oraz w plazmie i tkankach) i sa dedyko-
wane do prowadzenia badan w celu zredukowania
negatywnego wplywu tego cytostatyku na zdrowe
tkanki w trakcie prowadzenia chemioterapii u cho-
rych na nowotwory, a takze do badan farmakokine-
tyki leku (Brigagdo 1 in. 2016; Mistran 1 in. 2010;
Sripuram i in. 2010; Zhou Q., Chowbay B. 2002).

Wickszos¢ stosowanych metod do iloSciowego
oznaczania chlorowodorku doksorubicyny i jego
metabolitbw w materiale biologicznym bazuje na
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analizie pochodnych tego zwigzku z zastosowaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detek-
cja fluorescencyjng. Innym rozwigzaniem umozli-
wiajacym wyizolowanie chlorowodorku doksorubi-
cyny ijego metabolitow jest ekstrakcja do fazy statej
lub ekstrakcja ciecz — ciecz. Duzym uproszczeniem
jest oznaczanie tych zwiazkdéw po wytragceniu biatek
zawartych w materiale biologicznym. Po odwirowa-
niu osadu roztwor analizuje si¢ metodg HPLC/FL na
kolumnie Xtera C-18 (150 x 4,6), stosujac faze
ruchomg 50 mmol/L buforu fosforowego (pH 2),
acetonitryl i propanol (65: 25: 2, v/v/v), detektor flu-
orescencyjny dlugosci fali wzbudzenia — 480 mm,
emisji 560 nm. Limit detekcji 10 ng/ml.

Zastosowanie RP-HPLC, kolumny C18, detek-
tora UV-VWD oraz fazy ruchomej o skladzie
0,05 mol/l wodorofosranu disodowego i acetonitrylu
(65: 35) z dodatkiem 0,5 ml/l trietyloaminy umozli-
wito jednoczesne oznaczanie 5-fluoracylu, chloro-
wodorku doksorubicyny i cyklofosfamidu w plazmie
na poziomie 98 ng/ml (4hmad i in. 2011).
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Celem badan byto opracowanie metody umozli-
wiajacej oznaczanie frakcji wdychalnej aerozolu
chlorowodorku doksorubicyny w powietrzu $rodo-
wiska pracy na poziomie okoto 0,05 ug/m?, tj. okoto
1/10 proponowanej wartosci dopuszczalnego st¢ze-
nia przez ACGIH.

Metoda badan

Ze wzgledu na posiadane mozliwosci aparaturowe,
do oznaczania chlorowodorku doksorubicyny
(DXO) w powietrzu na stanowiskach pracy zastoso-
wano wysokosprawng chromatografie cieczowa
z detekcja spektrofotometryczng (DAD), podczas
badan nad: ustaleniem parametréw wyodr¢bniania
Z powietrza, przygotowaniem pobranej probki po-
wietrza do analizy i iloSciowym oznaczaniu badanej
substancji.

Aparatura

W badaniach zastosowano chromatograf cieczowy
firmy Elite LaChrom Merck — Hitachi i detektor DAD
L-2450 z automatycznym podajnikiem probek L2200
oraz kolumne¢ analityczng C-18 wypehiong Zelem

krzemionkowym modyfikowanym (ang. endcapend
phurosphere star RP-18) o wymiarach 250 x 4,6 mm
i uziarnieniu 5 um z przedkolumng (firmy Merck,
Niemcy). Do pobierania i1 przygotowania probek po-
wietrza do badan stosowano: aspirator Leland (SKC
Inc., USA), prébnik do wyodrebniania czastek aero-
zolu zgodnie z wymaganiami dla frakcji wdychalnej,
typ .LO.M. (firma Anglia), wytrzasark¢ mechaniczng
WL-2000 (JWElectronic, Polska), wage analityczng
Sartorius TE214S (Sartorius Corporation, USA).

Odczynniki i materialy

W badaniach wykorzystano: chlorowodorek dokso-
rubicyny (European Pharmacopea Referency Stan-
dard, Teva Pharmaceutical ,Polska), kwas fosforowy
cz.d.a. (POCH S.A., Polska), acetonitryl o czystosci
do HPLC (Merck, Niemcy), wodorofosforan disodu
— Na,HPO4 (POCH S.A.), kwas fosforowy — H3PO4
(POCH S.A)), trietyloaming — TEA (Sigma-Ald-
rich), wode wysokiej czystosci uzyskang z aparatu
Milli-Q (Millipore, USA), filtry z widkna szklanego
o $rednicy 25 mm (SKC, USA), szkto laboratoryjne:
kolby miarowe, kolby stozkowe 25 ml, pipety, strzy-
kawki do cieczy i inne.

WYNIKI BADAN I ICH OMOWIENIE

Ustalenie warunkow oznaczania
chromatograficznego

Do oznaczania chlorowodorku doksorubicyny
(DXO) zastosowano wysokosprawng chromatogra-
fi¢ cieczowg z detekcjg diodows. Badania prowa-
dzono, stosujac kolumne analityczng RP-18 (ang.
endcapend phurosphere star) w uktadzie faz odwro6-
conych.

Do oznaczania chlorowodorku doksorubicyny
zastosowano acetonitryl i wode (25: 75 v/v), stosujac
przeptyw 0,1ml/min i i prowadzgc pomiar przy diu-
gosci dhugosci fali detektora A = 254 nm (Sripuram
1in. 2010). Stosujgc proponowane warunki uzyskano
rozmyty pik w czasie 6 min. W celu poprawy wykry-
walno$ci zamieniono sktad fazy ruchomej. Uzyto
mieszaniny ACN/H,O w stosunku 75: 25. Znacznie

skrocilto to czas analizy, pik dla chlorowodorku dok-
sorubicyny otrzymywano w czasie 0,6 min, a catko-
wity pomiar nie przekraczal 2 min. Uzyskany sygnat
byt w dalszym ciagu rozmyty, pik nie byl gaussow-
ski co uniemozliwiato prawidtowy odczyt wyniku.

Do elucji chlorowodorku doksorubicyny zastoso-
wano acetonitryl (ACN): 0,01 M wodorofosforan
amonu (NH4H>PO4), (45: 55) z kwasem octowym
pH = 6,2 o przeplywie 0,3 ml/min, stosujac kolumne
termostatowang o temperaturze 30 °C i objetosci do-
zowanej probki — 10 pl. Prowadzac pomiar przy diu-
gosci fali detektora A = 254 nm otrzymano pik w cza-
sie retencji tr = 7,83 min (rys. 1.). Warunki te pozwa-
laja na oznaczanie chlorowodorku doksorubicyny
w uktadzie faz odwroconych na stosunkowo wyso-
kim poziomie 100 pg/ml (Mistran 2010).
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Rys 1. Chromatogram roztworu wzorcowego chlorowodorku doksorubicyny (DXO)

W celu poprawy oznaczalnosci chlorowodorku  Pozostate parametry uktadu przedstawiono w tabeli
doksorubicyny (jako eluentu) wykorzystano miesza- 2. Zastosowane warunki pozwolity na oznaczenie
niny buforu fosforanowego i acetonitrylu (ACN) chlorowodorku doksorubicyny w obecnosci fluorou-
z dodatkiem trietyloaminy (TEA), (Ahmad 2010). racilu (rys. 2).

Tabela 2.

Warunki oznaczania chromatograficznego chlorowodorku doksorubicyny (DXO)
Parametry Ustalone warunki
Kolumna 250 x 4,6 mm, S5um
Temperatura kolumny 25°C
Faza ruchoma 0,05M (wodorofosforan disodu) NaHPO4

acetonitryl (ACN), (65: 35) o pH = 3,7 (HsPO4) + 0,5ml/L fazy trietyloaminy (TEA)
Strumien objetosci 0,65 ml/min
Detektor UV-VIS
Dhugos¢ fali 266 nm
Objetose petli 20 pl
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Rys 2. Chromatogram mieszaniny wzorcowej: 1— fluorouracil, 2 — chlorowodorek doksorubicyny
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Badanie wymywania i zatrzymywania
chlorowodorku doksorubicyny na filtrach

Chlorowodorek doksorubicyny (DXO) jest emito-
wany do powietrza stanowisk pracy w postaci aero-
zolu czastek statych, w procesie produkcji leku lub
aerozolu cieczy, podczas przygotowywania i stoso-
wania wlewow lub iniekcji stosowanych w chemio-
terapii. Z tego wzgledu, do oceny narazenia zawodo-
wego w przypadku tej substancji nalezy oznaczac jej
zawarto$¢ we frakcji wdychalnej aerozolu, wyodreb-
nionej z badanego powietrza na odpowiednio dobra-
nych filtrach.

Do badan wybrano filtry z widkna szklanego,
powszechnie stosowane podczas pobierania probek
powietrza zawierajacego aerozole substancji orga-
nicznych. Do wymywania chlorowodorku doksoru-
bicyny z filtréw zastosowano wodg¢ destylowana, po-
niewaz substancja ta jest rozpuszczalna w wodzie.

Przeprowadzono badania stopnia odzysku chlo-
rowodorku doksorubicyny z filtrow. W pigciu
kolbach stozkowych Erlenmayera umieszczono fil-
try z wiokna szklanego i naniesiono po 100 ul roz-
tworu chlorowodorku doksorubicyny o st¢zeniu

Tabela 3.

25,0 pg/ml. Filtry pozostawiono do wyschnigcia.
Nastepnie do kolb dodano po 3 ml wody destylowa-
nej i wytrzgsano przez 30 min, stosujac wytrzasarke
mechaniczng. Roztwory poréwnawcze przygoto-
wano w identyczny sposob, ale bez filtrow. Sredni
wspotczynnik odzysku wynidst 0,85.

Badania wyodrebniania chlorowodorku doksoru-
bicyny z powietrza przeprowadzano w nastepujacy
sposob. Dwa filtry z widkna szklanego umieszczono
w oprawce do prébnika [.O.M. Na pierwszy filtr na-
niesiono 100 pl roztworu chlorowodorku doksorubi-
cyny w wodzie destylowanej o stezeniu 100,0 pg/ml,
a na drugi filtr nie nanoszono badanej substancji
i przepuszczano 4 800 litréw powietrza ze strumie-
niem objetosci 10 I/min. Analit wymywano z filtréw
3 ml wody destylowanej. Wykonano réwniez proby
po naniesieniu na pierwszy filtr 200 pl roztworu
chlorowodorku doksorubicyny w wodzie destylowa-
nej o stezeniu 100,0 pg/ml. Na podstawie wynikoéw
badan przedstawionych w tabeli 3. wykazano, ze
chlorowodorek doksorubicyny zatrzymuje si¢ na
pierwszym filtrze z wtokna szklanego. Drugi filtr nie
zawieral badanej substancji w zadnym z testowa-
nych zestawow.

Przykladowe wyniki pochlaniania i wymywania chlorowodorku doksorubicyny (DXO) z filtrow z wldkna szklanego.
Kolumna C18, faza ruchoma: mieszanina 0,05 mol/L. wodorofosforanu disodu i acetonitrylu (65: 35) o pH = 3

z dodatkiem 0,5 mL/L trietyloaminy (45: 55)

o Przyblizone Srednie pole powierzchni pikéw pochodnej DOX
S:,r:}?;?ag?%tosm Crs stezenie DOX w roztworach po wymyciu, wg wskazan integratora
poch £0 pochtaniania, min W powietrzu,
powietrza, I/min oo

Hefm I filtr I filtr
10,0 480 2,0 579250 nw.
576402 n.w
583241 nw.
4,0 1240088 nw.
1170085 n.w.

Objasnienia: n.w. — nie wykryto.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze filtr z wtokna
szklanego zapewnia ilo§ciowe wyodr¢bnienie chlo-
rowodorku doksorubicyny z badanego powietrza
przy pobieraniu probki o objetosci 4800 L, a woda

destylowana jest odpowiednim rozpuszczalnikiem
do wymywania tej substancji z filtrow.
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Kalibracja

Przygotowano trzy serie roztworéw kalibracyjnych
o stezeniach 0,10 + 6,4 ng/ml. Do chromatografu
wprowadzano za pomocg petli dozowniczej po 20 pl
roztworow wzorcowych roboczych. Z kazdego roz-
tworu wzorcowego wykonywano dwukrotny po-
miar, odczytywano powierzchnie pikow i obliczano
$rednig arytmetyczng. R6znica migdzy wynikami nie
byta wieksza niz +£5% tej wartosci. Nastepnie wykre-
slano krzywa wzorcowa, odktadajac na osi odcigtych

zawarto$¢ chlorowodorku doksorubicyny w 1 ml
roztworow wzorcowych w mikrogramach, a na osi
rzgdnych — odpowiadajace im $rednie powierzchnie
pikow. Przyktadowy wykres krzywej kalibracji
przedstawiono na rysunku 3., a wyniki kalibracji
w tabeli 4.

W badanym zakresie stgzen uzyskano liniowy
przebieg krzywej wzorcowej ze wspdtczynnikiem
korelacji 0,9953.
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Rys. 3. Krzywa kalibracji chlorowodorku doksorubicyny (DXO)
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Tabela 4.

Wyniki kalibracji chlorowodorku doksorubicyny (DXO)

. Srednia powierzchnia pikow, ysr S'rednia . Odchylenie Wsp .é 1czy%n%ik Wspotczynnik
Stezenie, ¥ wg wskazan analitycznej stacji komputerowej powierzchnia Sondhmione ANINOESL, Kalibracji, B
pg/ml z serii I-11T S > V, % (fle) = /),c)
(Ysr. 1111) V= (S/ysr1-m)100% Y
I seria 1I seria 111 seria
6,40 1200085 1203816 1195095 1199665 4376 0,36 191946
3,20 576402 579032 571672 575702 3730 0,65 182184
1,60 335765 332982 339463 336070 3251 0,97 215429
0,80 161502 156885 185068 167818 3317 9,01 215152
0,40 85236 84936 85629 85267 348 0,41 236853
0,20 45620 44875 45942 45479 547 1,2 126331
0,10 28319 27424 28319 28021 517 1,84 311341
Krzywa kalibracji »=226105,78x — ¥ =226695,1x — ¥ =226769,64x — y=226523,51x —
Y=Bx+4 78647,82 82705,2 82014,86 81122,63
Wspotczynnik
korelacji, R 0,9977 0,9977 0,9975 0,9976
Srednia warto$é wspotezynnika kalibracji 390735
Odchylenie standardowe wspotczynnika kalibracji, Sp 44027
Wspotczynnik zmiennosci wspdtczynnika kalibracji, 7kal, %o 11

[omM02221 11fD.4301DUI0.1YD [PUMD.IASOYOSAM WDTUDMOSOISDZ Z
Aov.ad yovysIMOUDISs PU NZL1N0A M DIUDZODUZO DPOIDJN “AUADIGNIOSYOP Y2.10POMO.10]Y )
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Walidacja metody

W celu wyznaczenia precyzji etapu analitycznego
z niezaleznych roztworéw podstawowych przygoto-
wano trzy serie pomiarowe o st¢zeniach odpowied-
nio: 0,1; 3,2; 6,4 pug/ml po cztery roztwory wzor-
cowe kazda. Nastepnie kazdy z roztworow poddano
analizie chromatograficzne;j.

Na podstawie odczytanych powierzchni pikow ob-
liczono precyzje oznaczania. Srednia precyzja ozna-
czania chlorowodorku doksorubicyny (DXO) wyniosta
5,25. Wyniki badania precyzji oznaczania chlorowo-
dorku doksorubicyny przedstawiono w tabeli 5.

Granic¢ wykrywalnosci (LOD) obliczano na
podstawie wartosci odchylenia standardowego
zbioru sygnatow dla Slepej proby (zerowej) 1 kata
nachylenia krzywej kalibracji — wspotczynnika kie-
runkowego B. W celu obliczenia odchylenia standar-
dowego, z wynikow uzyskanych dla serii probek

Slepych (zerowych) przeprowadzono dziewig¢ nieza-
leznych pomiaréw powierzchni piku przy czasie
retencji chlorowodorku doksorubicyny (3,04 min) dla
probki przygotowanej w identyczny sposob jak
probka rzeczywista, bez analitu. Wyniki pomiaréw
dla $lepej proby pozwolity na uzyskanie granicy
wykrywalnos$ci na poziomie 0,0005 pg/ml i granicy
oznaczalno$ci 0,0015 pg/ml chlorowodorku doksoru-
bicyny w probce. Wyniki przedstawiono w tabeli 6.
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Tabela 5.

Wyniki badania precyzji oznaczania chlorowodorku doksorubicyny (DXO)

Powierzchnia pikow wg
wskazan analitycznej stacji komputerowej

Srednia
z powierzchni

Powierzchnia pikow
wg wskazan
analitycznej stacji komputerowe;j

Srednia
z powierzchni

Powierzchnia pikow
wg wskazan
analitycznej stacji komputerowej

Srednia
z powierzchni

I seria — roztwor o stezeniu 6,4 pg/ml

II seria — roztwor o stezeniu 3,2 pg/ml

III seria — roztwor o stezeniu 0,1 pg/ml

1141562 484702 23489

1141205 484 132 22 839
1140848 483561 22189
1143161 481289 23517

1141089 481 262 23 954
1139016 481235 24390
1133761 483748 23084

1135016 482 599 23 083
1136270 481449 23082
1134292 481537 23752

1133128 481 498 23 415
1131964 481458 23078
Srednia powierzchnia piku 1 137 609 Srednia powierzchnia piku 482372 Srednia powierzchnia piku 23323
Odchylenie standardowe, S 4112.53 Odchylenie standardowe S 1393.16 Odchylenie standardowe, S 637.95
Wspotczynnik zmiennosci, V1, % 0.36 Wspotczynnik zmiennosci, V2, % 0.29 Wspotczynnik zmiennosci, V3, % 2.74

Srednia precyzja

sredni wspotczynnik zmiennosci dla zakresu, Vzakresu, %o

1.6043

Catkowita precyzja badania — $redni wspotczynnik zmiennosci, Ve, % 5.2511

[6Mm02221 11fD.430)0UO1YD [DUMD.AASOYOSAN WDTUDMOSOISDZ Z
Aon.1d yovysimouvys vu nz4a1mod M PIUDZIDUZO DPOJIJY “AUAIIGNIOSYOP Y2.40POMOLO0]Y )
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Tabela 6.
Granica oznaczalnosci i wykrywalnosci
Slepe proby
odpowiedz detektora wg wskazan
analitycznej stacji komputerowe;j,
powierzchnia piku chromatograficznego
o czasie retencji — 3,04 min
1 2 3
180 167 138
78 212 149
Wyznaczone parametry 138 156 153
104 170 182
114 195 234
Odchylenie standardowe dla jednej serii probek 38,54 22,88 38,69
Odchylenie standardowe wynikow uzyskanych 3337
dla serii probek $lepych, So ’
Rownanie krzywej kalibracji: y = Bx + 4 ¥ =226562,28x — 82488,73
Wspotezynnik kierunkowy krzywej kalibracji, B 226562,28
Granica wykrywalnos$ci, LOD 0,0005
Granica oznaczalnosci, LOQ 0,0015

Wyniki wyznaczonych wartosci niepewnosci
opracowanej metody przedstawiono w tabeli 7.

11\;?:):;3171;)% calkowita i rozszerzona metody oznaczania chlorowodorku doksorubicyny (DXO)
Oznaczany parametr Wartosé
Srednia wydajnos¢ wspotczynnika desorpcji/odzysku 0,85
Calkowita precyzja badania — $redni wspotczynnik zmiennosci dla zakresu, Ve, % 5,251
Wzgledna niepewnosc¢ catkowita, Ur, % 11,502
Niepewnos¢ rozszerzona, U 23,004

PODSUMOWANIE I WNIOSKI

W wyniku przeprowadzonych badan opracowano rowodorek doksorubicyny wymywano wodg destylo-
selektywna metode oznaczania chlorowodorku dok-  wang. Do oznaczania pochodnej chlorowodorku dok-
sorubicyny (DXO) w powietrzu na stanowiskach  sorubicyny zastosowano kolumng¢ analityczng C18
pracy z zastosowaniem wysokosprawnej chromato-  wypelniong modyfikowanym zelem krzemionko-
grafii cieczowej z detekcja spektrofotometryczng  wym, ktdrg eluowano mieszaning 0,05 mol/L wodo-
(UVv). rofosforanu disodu i acetonitrylu (65: 35) o pH = 3

Do pobierania probek powietrza zastosowano filtr ~ z dodatkiem 0,5 mL/L trietyloaminy. Ustalone wa-
z wtokna szklanego umieszczony w probniku do po-  runki pozwalaja na selektywne oznaczanie chlorowo-
bierania frakcji wdychalnej aerozolu, z ktorego chlo-  dorku doksorubicyny w obecno$ci innych substancji
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wystepujacych w powietrzu na roznych etapach pro-
dukcji i stosowania leku.

Opracowana metoda oznaczania stezen chloro-
wodorku doksorubicyny moze byé wykorzystywana
przez laboratoria higieny pracy do wykonywania po-
miarow stezen tej substancji w powietrzu na stano-

wiskach pracy, w celu oceny narazenia pracowni-
koéw 1 oceny ryzyka zawodowego stwarzanego przez
te substancj¢. Wyniki tej oceny begdg stanowity pod-
stawe do podejmowania odpowiednich dziatan pro-
filaktycznych.
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ZALACZNIK

PROCEDURA ANALITYCZNA OZNACZANIA
CHLOROWODORKU DOKSORUBICYNY W POWIETRZU
NA STANOWISKACH PRACY

1. Zakres procedury

W niniejszej procedurze podano metode oznaczania
zawartosci chlorowodorku doksorubicyny (CAS
25316-40-9) w powietrzu na stanowiskach pracy
z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z detektorem diodowym. Metode stosuje
si¢ podczas kontroli warunkow sanitarnohigienicz-
nych.

Najmniejsze stezenie chlorowodorku doksorubi-
cyny, jakie mozna oznaczy¢ w warunkach pobierania
probek powietrza 1 wykonania oznaczania opisanych
w procedurze, wynosi okoto 0,06 pg/m?> przy pobraniu
4800 1 powietrza.

2. Powolania normatywne

PN-Z-04008-7 Ochrona czystosci powietrza —
Pobieranie probek — Zasady pobierania probek po-
wietrza w §rodowisku pracy i interpretacji wynikow.

3. Zasada metody

Metoda polega na: przepuszczeniu badanego powie-
trza przez filtr z widkna szklanego, wymyciu osa-
dzonego na filtrze chlorowodorku doksorubicyny
wodg destylowana i analizie chromatograficznej
otrzymanego roztworu.

4. Odczynniki, roztwory i materialy

Do analizy, o ile nie zaznaczono inaczej, nalezy sto-
sowaé substancje o stopniu czystosci, co najmniej
cz.d.a. oraz wode destylowang o czystosci do HPLC,
zwang w dalszej czesci procedury woda.

Substancje stosowane w analizie nalezy wazy¢
z doktadnosciag do 0,0002 g.

Wszystkie czynnosci z: przygotowywaniem roz-
tworéw wzorcowych, wyznaczaniem wspotczynnika
odzysku 1 przygotowywaniem probek do badan,
nalezy wykonywa¢ w komorze laminarnej Iub

w przypadku jej braku pod sprawnie dziatajgcym
wyciagiem laboratoryjnym. Pracownik powinien
by¢ wyposazony w jednorazowe $rodki ochrony in-
dywidualnej: 2 pary rekawic ochronnych, odziez
ochronng i poéimaske.

Zuzyte roztwory 1 odczynniki oraz S$rodki
ochrony indywidualnej nalezy gromadzi¢ w prze-
znaczonych do tego celu pojemnikach i1 przekazywac
do zaktadéw zajmujacych si¢ utylizacja $rodkéw
medycznych.

4.1. Acetonitryl

4.2. Chlorowodorek doksorubicyny.

Stosowac wzorzec wg Farmakopei Europejskiej

4.3. Kwas fosforowy

4.4. Trietyloamina

4.5. Wodorofosforan disodu

4.6. Roztwor wzorcowy podstawowy chlorowo-

dorku doksorubicyny

Odwazy¢ okoto 10 mg chlorowodorku doksorubi-
cyny i przenie$¢ do kolby pomiarowej o pojemnosci
10 ml, uzupehic¢ do kreski woda i zawartos¢ doktad-
nie wymiesza¢. Zawarto$¢ chlorowodorku doksoru-
bicyny w 1 ml tak przygotowanego roztworu wynosi
okoto 1 mg. Obliczy¢ doktadna zawarto$¢ chlorowo-
dorku doksorubicyny w 1 ml roztworu. Roztwor na-
lezy przygotowaé bezposrednio przed uzyciem.

4.7. Roztwér roboczy posredni
Do kolby miarowej o objgtosci 5 ml odmierzy¢ 125 ul
roztworu podstawowego chlorowodorku doksorubi-
cyny iuzupehic¢ do kreski woda. Stgzenie tak przygo-
towanego roztworu wynosi okoto 25 pg/ml.

4.8. Roztwory wzorcowe robocze
Do kolb miarowych o objetosci 10 ml odmierzy¢:
0,04; 0,08; 0,16; 0,32; 0,64 i 1,28 ml roztworu po-
sredniego 1 dopetni¢ woda do kreski. Zawarto$¢
chlorowodorku doksorubicyny w tak przygotowa-
nych roztworach wzorcach wynosi odpowiednio
okoto: 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,6 13,2 pug.

4.9. Filtry
Stosowa¢ dostepne w handlu filtry z widkna
szklanego o $rednicy 25 mm.
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5. Przyrzady pomiarowe
i sprzet pomocniczy

Stosowac typowy sprzet laboratoryjny.

5.1. Chromatograf cieczowy
Stosowa¢ chromatograf cieczowy z detektorem dio-
dowym.

5.2. Kolumna chromatograficzna
Stosowa¢ kolumne chromatograficzng umozliwia-
jaca oznaczanie pochodnej chlorowodorku doksoru-
bicyny od innych substancji wystgpujacych jedno-
czesnie w badanym powietrzu, np.: kolumng¢ o dtu-
gosci 250 mm i $rednicy wewngtrznej 4,6 mm, wy-
petiong faza oktadecylowa o uziarnieniu 5 pm.

5.3. Prébniki do pobierania probek powietrza
Stosowac¢ probniki zapewniajace wyodrebnienie
frakcji wdychalnej aerozolu.

5.4. Strzykawki do cieczy
Stosowac strzykawki do cieczy o pojemnosci od 5 pl
do 2,5 ml.

5.5. Kolby
Stosowac kolby stozkowe Erlenmayera o pojemno-
$ci 25 ml, wyposazone w korki.

5.6. Pompa ssaca
Stosowa¢ pompe ssaca umozliwiajgcg pobieranie
prébek powietrza ze stalym strumieniem objgtosci
wg punktu 6.

5.7. Wytrzasarka mechaniczna
Stosowac wytrzasarke mechaniczng.

6. Pobieranie probek powietrza

Probki powietrza nalezy pobiera¢ zgodnie z wyma-
ganiami zawartymi w normie PN-Z-04008-7.
W miejscu pobierania probek przez filtr wg punktu
4.9. umieszczony w probniku wg punktu 5.3., prze-
pusci¢ do 4800 I badanego powietrza ze statym stru-
mieniem objetosci 10 /min lub innym (zgodnie z in-
strukcjg probnika stosowanego do wyodrgbniania
frakcji wdychanej aerozolu).
Pobrane probki, przechowywane w temperatu-

rze okoto 20 °C, zachowujg trwatos$¢ przez 24 h.

7. Warunki pracy chromatografu

Warunki pracy chromatografu nalezy tak dobrac,
aby uzyska¢ rozdzial pochodnej chlorowodorku
doksorubicyny od innych substancji wystepujacych
jednoczes$nie w badanym powietrzu. W przypadku
stosowania kolumny o parametrach podanych
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w punkcie 5.2., oznaczanie mozna wykonac¢ w nastg-
pujacych warunkach:
— faza ruchoma — 0,05 mol/L
wodorfosforan disodu:

acetonitryl 65: 35

(pH = 3,7 kwas fosforowy,

0,5 mL/L trietyloaminy)
— strumien objgtosci

fazy ruchomej 0,65 ml/min
— temperatura kolumny pokojowa
— dlugos¢ fali analitycznej

detektora diodowego 266 nm

— objetos¢ dozowanej probki 20 pl.
8. Sporzadzanie krzywej wzorcowej

Wprowadzi¢ do chromatografu za pomoca petli do-
zowniczej po 20 pl roztworéw wzorcowych robo-
czych wg punktu 4.8. Z kazdego roztworu wzorco-
wego nalezy wykona¢ dwukrotny pomiar. Odczytaé
powierzchnie pikéw wg wskazan integratora i obli-
czy¢ érednig arytmetyczng. Roznica miedzy wyni-
kami nie powinna by¢ wigksza niz £5% tej wartosci.
Nastepnie wykresli¢ krzywa wzorcowa, odkladajac
na osi odcigtych zawarto$¢ chlorowodorku doksoru-
bicyny w roztworach wzorcowych w mikrogramach,
a na osi rzednych — odpowiadajace im $rednie po-
wierzchnie pikow.

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

9. Wyznaczanie wspolczynnika
odzysku

W pigciu kolbach wg punktu 5.5. umiescié¢ filtry
z wldkna szklanego i nastgpnie doda¢ po 100 pl roz-
tworu wzorcowego podstawowego wg punktu
4.6. mikrostrzykawka o pojemnosci 50 ul wg punktu
5.4. W szostej kolbie przygotowaé probke kontrolng
zawierajgca czysty filtr. Kolby szczelnie zamkngé
i pozostawi¢ do nastgpnego dnia. Nastgpnie dodac
po 3 ml wody wg punktu 4. i wstrzasa¢ zawartoscia
kolb przez 30 min, stosujac wytrzasarke wg punktu
5.7.

Jednoczes$nie wykona¢ oznaczanie badanej sub-
stancji, co najmniej w trzech roztworach poréwnaw-
czych, przygotowanych przez dodanie do 3 ml wody
po 100 pl roztworu do wyznaczania wspotczynnika
odzysku wg punktu 4.7. Oznaczanie badanej sub-
stancji wykona¢ wg punktu 10.
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z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej

Wspoétczynnik odzysku chlorowodorku dokso-
rubicyny (d ) obliczy¢ na podstawie wzoru:

Pd_Po
= P ,

P

d

w ktorym:

P;— $rednia powierzchnia piku pochodnej chlo-
rowodorku doksorubicyny na chromatogra-
mach roztwordéw po desorpcji,

P, — $rednia powierzchnia piku o czasie retencji
pochodnej chlorowodorku doksorubicyny
na chromatogramach roztworu kontrolnego,

P, — $rednia powierzchnia piku pochodnej chlo-
rowodorku doksorubicyny na chromatogra-
mach roztworow poréwnawczych.

Nastepnie obliczy¢ srednig warto§¢ wspotczynni-
kéw odzysku pochodnej chlorowodorku doksorubi-
cyny (d ) jako $rednig arytmetyczng otrzymanych
wartosci (d).

Wspotczynnik odzysku nalezy zawsze oznaczad
dla kazdej nowej partii stosowanych do pochtaniania
filtrow z wtokna szklanego.

10. Wykonanie oznaczania

Po pobraniu probki powietrza filtr przenies¢ do
kolby wg punktu 5.5. Nastepnie doda¢ 3 ml wody,
kolbg zamkna¢ i wstrzasa¢ zawartoscig kolb przez
30 min, stosujac wytrzasarke wg punktu 5.7. Nastep-

nie pobra¢ 70 pl roztworu znad filtra 1 bada¢ chro-
matograficznie w warunkach okreslonych w punkcie
7. Wykona¢ dwukrotny pomiar. Odczytaé z uzyska-
nych chromatogramoéw powierzchnie pikow chloro-
wodorku doksorubicyny wedlug wskazan integra-
tora i obliczy¢ $rednig arytmetyczng. Roznica mig-
dzy wynikami a warto$cia $rednig nie powinna by¢
wieksza niz 5% warto$ci $redniej. Zawarto$¢ chloro-
wodorku doksorubicyny w 1 ml badanego roztworu
znad filtra odczyta¢ z wykresu krzywej wzorcowej,
w mikrogramach.

11. Obliczanie wyniku oznaczania

Stezenie chlorowodorku doksorubicyny (X) w bada-
nym powietrzu obliczy¢, w mikrogramach na metr
sze$cienny, na podstawie wzoru:
x=3m
V
w ktorym:
m — zawarto$¢ chlorowodorku doksorubicyny
w 1 ml roztworu uzyskanego po wymyciu
filtra, odczytana z krzywej wzorcowej,
w mikrogramach,
V' — objetos¢ powietrza przepuszczonego przez
filtr, w metrach sze$ciennych,
3 — wspotczynnik przeliczeniowy wynikajacy
z objetosci roztworu uzytego do wymywa-
nia z filtra i uzytego do analizy.
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