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Streszczenie

Etopozyd w temperaturze pokojowej jest cialem statym
wystepujacym w postaci biatego lub z6tto-brazowego,
krystalicznego proszku bez zapachu. Jest substancja
bardzo dobrze rozpuszczalng w metanolu i chlorofor-
mie. Glownym skutkiem toksycznego dziatania etopo-
zydu jako leku jest supresja czynnosci szpiku kostnego
oraz objawy ze strony uktadu pokarmowego, np.: nud-
nos$ci, wymioty, skurcz oskrzeli, stany zapalne bton $lu-
zowych, uczucie niesmaku w ustach, tysienie oraz
wtorne biataczki. Narazenie zawodowe na etopozyd
dotyczy gléwnie pracownikow stuzby zdrowia oraz
0s6b zatrudnionych przy produkeji tego leku. Etopozyd

moze dostawac si¢ do organizmu przez skore lub droga
inhalacyjna.

Eksperci Migdzynarodowej Agencji ds. Badan nad Ra-
kiem (IARC) zaklasyfikowali etopozyd jako czynnik
prawdopodobnie rakotworczy dla ludzi (grupa 2.A).
Celem pracy bylo opracowanie i walidacja metody
oznaczania st¢zen frakcji wdychalnej etopozydu w po-
wietrzu na stanowiskach pracy w zakresie od 1/10 do 2
zaproponowanej warto$ci NDS, zgodnie z wymaga-
niami normy europejskiej PN-EN 482+A1:2016-01.
Do badan zastosowano zestaw do wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z tandemowsg detekcjg mas.

! Publikacja opracowana na podstawie wynikéw IV etapu programu wieloletniego ,,Poprawa bezpieczenstwa i warunkow
pracy”, finansowanego w latach 2017-2019 w zakresie badan naukowych i prac rozwojowych przez Ministerstwo Nauki

i Szkolnictwa Wyzszego/Naukowe Centrum Badan i Rozwoju.

Koordynator programu: Centralny Instytut Ochrony Pracy — Panstwowy Instytut Badawczy.
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Rozdziatéw chromatograficznych dokonywano przy
uzyciu kolumny analitycznej Supelcosil LC-18 0 wy-
miarach 150 x 3 mm, o uziarnieniu 5 um, ktoérg wymy-
wano mieszaning metanolu i wody z dodatkiem kwasu
mrowkowego.

Metoda polega na: wyodrebnieniu frakcji wdychalnej
i zatrzymaniu obecnego w powietrzu etopozydu na fil-
trze z widkna szklanego, ekstrakcji filtra za pomoca
mieszaniny metanol: woda z dodatkiem (0,1%) kwasu
mrowkowego i chromatograficznej analizie otrzyma-
nego roztworu. Zaproponowany sposob ekstrakcji eto-
pozydu z filtrow umozliwia wysoki odzysk analitu.
Srednia (dla trzech stgzen) warto$¢ wspotczynnika
odzysku wynosi blisko 95%. Zaleznos¢ wskazan
detektora mas w funkcji stezen etopozydu ma charakter
liniowy (r=0,9985) w zakresie stezen 0,036 =+

1,44 pg/ml. Obliczone granice wykrywalnos$ci i ozna-
czania ilo$ciowego wynoszg odpowiednio 0,0026
10,0086 pg/ml.

Zastosowanie w oznaczeniach tandemowego spektro-
metru mas pozwala na selektywne i specyficzne ozna-
czenie etopozydu z frakcji wdychalnej w obecnosci
innych lekéw cytostatycznych. Metoda zapewnia
mozliwo$¢ oznaczenia etopozydu na poziomie
0,0001 mg/m3, tj. na poziomie 1/20 zaproponowanej
warto$ci NDS oraz spelnia wymagania normy PN-EN
482+A1:2016-01 stawiane procedurom oznaczania
czynnikdw chemicznych.

Metoda oznaczania etopozydu zostata zapisana w po-
staci procedury analitycznej, ktoéra zamieszczono w za-
taczniku.

Summary

Etoposide at room temperature is a fine white to
yellow-brown crystalline odorless powder. Etoposide is
one of the most widely used cytotoxic drugs and has
strong antitumour activity in cases of small-cell lung
cancer, testicular cancer or lymphoma. Occupational
exposure to etoposide (mainly via skin contact or via
inhalation route) may occur among group of healthcare
workers or workers employed in the production of this
drug. Exposure to etoposide can cause suppression of
bone marrow function and gastrointestinal symptoms
such as nausea, vomiting, bronchospasm, inflammation
of mucous membranes, hair loss and secondary
leukemia. Agency for Research on Cancer (IARC) has
classified etoposide as a compound probably carcino-
genic to humans (Group 2.A) and in combination with
cisplatin and bleomycin as carcinogenic to humans
(Group 1).

The aim of this study was to develop and validate
a sensitive method for determining inhalable fraction of
etoposide concentrations in workplace air in the range
from 1/10 to 2 MAC values, in accordance with the
requirements of Standard PN-EN 482.

The study was performed using a liquid chromatograph
with tandem mass detection (HPLC-MS/MS). All
chromatographic analysis were perfomed with
Supelcosil LC 18 150 x 3 mm analytical column, which

was eluted with a mixture of methanol and water with
0.1% of formic acid.

This method is based on collecting inhalable fraction of
etoposide on glass fiber filter, extracting with a mixture
of methanol: water with addition of formic acid (0.1%),
and chromatographic determining of resulted solution
with HPLC-MS/MS technique. The average extraction
efficiency of etoposide from filters was 90%. The
method is linear (r = 0.9985) within the investigated
working range from 0.036 pg/ml to 1.44 pg/ml. The
calculated limit of detection (LOD) and the limit of
quantification (LOQ) were 0.0086 and 0.0026 pg/ml,
respectively.

The analytical method described in this paper, thanks
to HPLC MS/MS technique, enables specific
and selective determination of inhalable fraction of
etoposide in workplace air in the presence of other
compounds at concentrations from 0.0001 mg/m?3
(1/20 proposed MAC value). The method is precise,
accurate and it meets the criteria for measuring
chemical agents listed in Standard No. EN 482. The
method can be used for assessing occupational
exposure to etoposide and associated risk to workers’
health. The developed method of determining
etoposide has been recorded as an analytical procedure
(see appendix).

WPROWADZENIE

Etopozyd w temperaturze pokojowej jest cialem sta-
tym wystepujacym w postaci biatego lub z6tto-bra-
zowego, krystalicznego proszku bez zapachu. Jest
substancja bardzo dobrze rozpuszczalng w metanolu
i chloroformie, stabo rozpuszcza si¢ w etanolu, a roz-
puszczalno$¢ w wodzie wynosi 58,7 mg/l (HSDB
2005).
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Etopozyd jest lekiem przeciwnowotworowym
o dziataniu cytotoksycznym oraz antymitotycznym.
Jest stosowany do leczenia: nowotworéw jadra,
ostrej biataczki szpikowej, raka ptuca, niedrobnoko-
morkowego raka phuca, raka kory nadnerczy, raka
zotadka, ostrej bialaczki limfoblastycznej i nowo-
twordw mozgu. Etopozyd podawany jest réwniez
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w terapii migsaka Ewinga oraz migsaka Kaposiego
skojarzonego z AIDS.

Glownym skutkiem toksycznego dziatania eto-
pozydu jako leku jest supresja czynnosci szpiku
kostnego oraz objawy ze strony uktadu pokarmo-
wego, np.: nudno$ci, wymioty, skurcz oskrzeli,
stany zapalne blon $luzowych, uczucie niesmaku
w ustach, lysienie oraz wtorne biataczki (Socéko
2017).

Narazenie zawodowe na etopozyd dotyczy glow-
nie pracownikow shuzby zdrowia (farmaceutéw, pie-
legniarek, lekarzy, salowych) oraz osob zatrudnio-
nych przy produkcji tego leku. Zrédtem narazenia na
ten zwiazek moga by¢ czynno$ci zwigzane z: przy-
gotowywaniem preparatdow w aptekach szpitalnych,
otwieraniem amputek, aplikacjg lekéw pacjentom
a takze: kontakt z materialem biologicznym, brudna
odziezg szpitalng oraz z zanieczyszczonymi po-
wierzchniami roboczymi.

Eksperci Miedzynarodowej Agencji ds. Badan nad
Rakiem (IARC) zaklasyfikowali etopozyd jako czyn-
nik prawdopodobnie rakotworczy dla ludzi (grupa
2.A), (IARC 2000), a w potaczeniu z cisplatyna i bleo-
mycyna jako rakotworczy dla ludzi (grupa 1.), (IARC
2012).

Etopozyd nie jest klasyfikowany urzedowo
w Unii Europejskiej i nie ma klasyfikacji zharmoni-
zowanej (Rozporzadzenie... 2008).

W wiekszosci przypadkow producenci etopozydu
klasyfikujg go pod wzglgdem dziatania rakotwodrczego
(Carc 1B, H350) i ostrej toksycznoéci po narazeniu
droga pokarmowa (Acute Tox. 4, H302), (ECHA 2017).

W Polsce brak jest obecnie warto$ci normatywu
higienicznego dla etopozydu. Zespdt Ekspertow ds.
Czynnikow Chemicznych Migdzyresortowej Komi-
sji ds. Najwyzszych Dopuszczalnych Stezen i Naj-
wyzszych Dopuszczalnych Natezen Czynnikow
Szkodliwych dla Zdrowia w Srodowisku Pracy za-
proponowat przyjecie warto$ci najwyzszego dopusz-
czalnego stezenia (NDS) dla frakcji wdychalnej eto-
pozydu na poziomie 0,002 mg/m3, stwierdzajac jed-
nocze$nie, ze nie ma merytorycznych podstaw do
ustalenia wartos$ci najwyzszego dopuszczalnego ste-
zenia chwilowego (NDSCh), (Socko 2017).

Celem pracy byto opracowanie odpowiednio
czulej i selektywnej metody oznaczania etopozydu
we frakcji wdychalnej w powietrzu na stanowiskach
pracy, umozliwiajgcej pomiary jego stezen, a nastep-
nie pozwalajacej na dokonanie oceny narazenia za-
wodowego.

CZESC DOSWIADCZALNA

Aparatura, materialy i odczynniki

Do badan =zastosowano chromatograf cieczowy
firmy Waters, model Alliance 2695 LC System, wy-
posazony w: poczwoOrny system pomp wysokoci-
$nieniowych, automatyczny dozownik probek, ter-
mostat kolumny analitycznej i komputer z progra-
mem sterowania iakwizycji danych (MassLynx
4.0). Rozdzialéw chromatograficznych dokonywano
na kolumnie analitycznej Supelcosil LC-18 o wy-
miarach 150 x 3 mm, o uziarnieniu 5 pm, wypehio-
nej faza oktadecylowa (C-18). Do detekcji zastoso-
wano sprzezony z chromatografem tandemowy
spektrometr mas Micromass Quattro Micro API. Do
pobierania proébek powietrza stosowano aspiratory
indywidualne GilianAir-3 wyposazone w glowice
typu IOM (ang. Personal Inhalable PM Sampler),
umozliwiajaca pobieranie frakcji wdychalnej. Sub-
stancje wzorcowe odwazano, stosujac wage anali-
tyczng Sartorius Research, a do ekstrakcji probek
stosowano wytrzasarke rotacyjna.

Wszystkie badania wykonano z zastosowaniem
naste¢pujacych materialdw i odczynnikow:

— filtry z wtdkna szklanego GF/A 25 mm
(Whatman)

— filtry strzykawkowe z membrang z PTFE
(Supelco)

— kolby miarowe 2 ml i 10 ml

— naczynka (wialki) szklane o pojemnosci 2
i 4 ml ze szkla oranzowego

— pipety automatyczne nastawne o pojemnosci
0,010 +0,1 mli0,1 +1ml

— etopozyd (Fluka)

— kwas mrowkowy (POCH)

— metanol do LC-MS (JT Baker)

— woda do HPLC.

Warunki oznaczania chromatograficznego
Z danych literaturowych wynika, ze do oznaczania

etopozydu w powietrzu s3 stosowane takie
techniki chromatograficzne, jak wysokosprawna
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chromatografia cieczowa z detekcja spektrofotome-
tryczng (HPLC-UV), (Fleming, Stewart 1991; Hayat
i in. 2011) lub wysokosprawna chromatografia cie-
czowa z tandemowg detekcjg mas (HPLC/MS/MS),
(Akhtar i in. 2013; Chen, Uckun 2000; Dhanaraju
i in. 2013; Fabrizi i in. 2016; Fransman i in. 2007,
Negreiraiin. 2013). Pierwsza z wymienionych tech-
nik nie zapewnia (dla zaproponowanej wartosci
NDS) mozliwosci uzyskania odpowiedniej czutosci
oznaczen. Druga (HPLC/MS/MS) pozwala na uzy-
skanie odpowiedniej czulosci oznaczen oraz, dzigki
zastosowaniu tandemowego spektrometru mas, za-
pewnia mozliwos¢ selektywnego oznaczania etopo-
zydu w probce.

Badania dotyczace uzyskania optymalnych wa-
runkéw analizy etopozydu technikg LC-MS/MS
wykonywano z uzyciem kolumny analitycznej
Supelcosil LC-18 0 wymiarach 150 x 3,0 mm,
0 uziarnieniu 5 um. Jako faze ruchomg (elucje izo-
kratyczng) zastosowano mieszaning metanolu
i wody z dodatkiem (0,1%) kwasu mrowkowego.
Optymalizacji poddano takie parametry pracy detek-
tora mas, jak: napigcia — kapilary sondy ESI, zrodia
jonéw, ekstraktora i soczewek; temperatury — desol-
watacji 1 zrodia jonow; przeptywy gazdw oraz para-
metry pracy komory kolizyjnej. Charakterystyczna
dla etopozydu fragmentacja w komorze kolizyjnej

jonu molekularnego (M+H+), (m/z 589,5) do jonu
potomnego (m/z 229,5) zostala dobrana na podsta-
wie danych literaturowych (Fabrizi i in. 2016;
Fransman i in. 2007).

Optymalne warunki pracy stosowanego podczas
opracowywania metody zestawu LC-MS/MS po-
dano w tabeli 1. Zastosowanie tandemowego spek-
trometru mas zapewnia w danych warunkach anali-
tycznych selektywnos¢ oznaczen etopozydu w przy-
padku obecnosci innych cytostatykow. Analit po
rozdziale na kolumnie chromatograficznej jest wpro-
wadzany przez sonde ESI (ang. electrospray ionisa-
tion) do tandemowego spektrometru mas (MS/MS),
gdzie ulega jonizacji, a nast¢pnie fragmentacji w ko-
morze Kolizyjnej. Jon molekularny etopozydu
(M+H+) m/z 589,5 ulega fragmentacji w komorze
kolizyjnej, w wyniku czego powstaje jon potomny
m/z 229,5. Jony sg rozdzielane w polu elektromagne-
tycznym filtra kwadrupolowego w zaleznosci od sto-
sunku masy do tadunku, a nastepnie rejestrowane
przez detektor. W danych warunkach pracy spektro-
metru mas, i w tym samym czasie retencji, inny
zwigzek nie podlega fragmentacji charakterystycz-
nej dla etopozydu. Przyktadowy chromatogram mie-
szaniny: etopozydu, cyklofosfamidu i metotreksatu
przedstawiono na rysunku 1.

EP K15 MRM of 2 channels ES+
288 _ 589.5 > 229.50
100 451136 3.198e+004
31751
%
0 = min

LA ALY IALEY LA RARLE RUSAY ML) LSS RARAS RASAN RARAN RRALE RALRE LRALE ALY RURAN AR LR LA LA
050 1.00 150 200 250 300 350 400 450

Rys. 1. Chromatogram mieszaniny wzorcow: etopozydu, cyklofosfamidu i metotreksatu na kolumnie Supelcosil LC-18
150 x 3 mm, uzyskany w trybie rejestracji MRM (ang. multiple reaction monitoring) charakterystycznej dla etopozydu
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Tabela 1.
Warunki pracy chromatografu cieczowego z detektorem mas
Kolumna analityczna Supelcosil ™ LC-18 150 x 3 mm x 5 pm
Faza ruchoma (izokratycznie) metanol z dodatkiem (0,1%) kwasu mrowkowego: woda z dodatkiem (0,1%)
kwasu mrowkowego, 70: 30
Warunki pracy spektrometru jonizacja ES +
Fragmentacja jonow: tryb MRM (ang. napigcie kapilary 3,0 kv
multiple reaction monitoring) napigcie zrodia jonow 21V
CP: 589,5—229,5 napigcie ekstraktora 2V
napiecie soczewek RF 0,1V
temperatura zrodla jonow 110 °C
temperatura desolwacji 350 °C
przeptyw azotu w zrddle jonow 11/h
przeptyw azotu desolwacji 600 I/h
rozdzielczo$¢ LM/HM 1 13/12
energia jonow 1 1,0
komora kolizyjna:
— energia wejscia 1
— energia kolizji 22
— energia wyjscia 1
rozktad LM/HM 2 13/12
energia jonow 2 1,0
ci$nienie gazu kolizyjnego 3,5 - 10 mbar
Strumien objetosci 0,3 ml/min
Temperatura kolumny 40°C
Objeto$¢ probki 10 pl
Zgodnie z wymaganiami normy (PN-EN  probek powietrza frakcji wdychalnej i, zgodnie z za-

482+A1:2016-01) metoda analityczna stosowana do
oznaczania st¢zen danego zwigzku w powietrzu na
stanowiskach pracy powinna by¢ zwalidowana dla
zakresu od 1/10 do 2 wartosci obowigzujgcego NDS.

Probki powietrza do oznaczania etopozydu nalezy
pobiera¢ zgodnie z zasadami podanymi w normie
(PN-Z-04008-7:2002 wraz z pdzniejsza zmiang) za po-
Moca aspiratorow indywidualnych, umozliwiajgcych
pobieranie powietrza ze strumieniem objetosci 2 I/min.

Wtasnoéci  fizykochemiczne etopozydu (stan
skupienia w temperaturze pokojowej, pr¢znosc par)
$wiadcza o tym, ze w §rodowisku pracy zwiazek ten
moze wystepowaé gtownie w postaci pytu. Z tego
wzgledu do pobierania probek powietrza mozna za-
stosowac filtry umozliwiajace zatrzymanie obecnego
w powietrzu zwigzku. Taki sposob pobierania probek
powietrza byt wykorzystywany w pracach dotycza-
cych inhalacyjnego narazenia na cytostatyki, w tym
na etopozyd (Fransman i in. 2007).

W celu zbadania wptywu zalozonych warunkow
pobierania probek powietrza na retencje etopozydu
na filtrach z wtdkna szklanego przygotowano trzy
serie po sze$¢ filtrow, na ktore naniesiono po 20 pl
roztwordw wzorcowych etopozydu o st¢zeniach:
7,2; 36 i 144 ug/ml. Po odparowaniu rozpuszczal-
nika filtry umieszczono w glowicach do pobierania

lecaniami producenta, przepuszczono powietrze ze
strumieniem objg¢tosci 2 1/min przez 360 min, stosu-
jac do tego celu aspiratory indywidualne. Po tym
czasie filtry przenoszono do wial o pojemno$ci 4 ml,
dodawano po 2 ml mieszaniny metanol: woda (1: 1 v/v)
z dodatkiem kwasu mréwkowego 0,1% i ekstraho-
wano przez 30 min za pomocg wytrzasarki rotacyj-
nej. Ekstrakty przenoszono do wial o pojemnosci
2 ml, przepuszczajgc je przez filtry strzykawkowe
zmembrang PTFE o $rednicy poréw 0,45 upm,
a nastgpnie poddano analizie chromatograficznej.
W celu sprawdzenia strat analitu podczas aeracji
wielko$ci p6l powierzchni pikow uzyskane z analiz
ekstraktow poréwnano z wynikami analiz ekstrak-
tow filtrow, na ktore naniesiono takie same st¢zenia
etopozydu i nie przepuszczano powietrza.

Wyniki badan przedstawiono w tabeli 2.
Z analizy tych danych wynika, ze przyjety sposob
pobierania probek powietrza nie powoduje istotnych
strat ilosciowych etopozydu zatrzymanego na fil-
trach szklanych. Srednie wartosci wspolczynnikow
wydajnosci ekstrakcji etopozydu z filtrow podda-
nych aeracji wynosza dla stezen: 0,072; 0,36
i 1,44 pg/ml odpowiednio: 105,4% (SD 7,02); 91,7%
(SD 1,6) i 87,3% (SD 3,9).
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Tabela 2.

Badanie warunkoéw pobierania prébek powietrza do oznaczen etopozydu

. Zawarto$é Pole powierzchni piku . Srednia warto$é
el etopozydu roztwor ekstrakt e wydajnosci
.. Ha
PRl e na filtrze, pg kontrolny & SELEL bl ekstrakcji, %
528,5 103,7
507,4 99,6
4215 ggig 1101499
511,71 ' )
0,144 574,62 574,2 112,7 105,4
502,9 98,7
SD 7,02
Ccv 6,65
3355,3 93,8
3201,3 89,5
. . 3229,7 90,3
Filtr z widkna 3275,6 3286.7 91.9 917
szklanego 0,72 3882,7 3281,0 91,7 !
35732 3321,9 92,9
SD 1,59
Ccv 1,74
12107,0 86,2
11806,5 84,0
e | O |
2,88 13695,4 ' ' 87,3
13351 4 12221,7 87,0
! 11970,2 85,2
SD 3,92
Ccv 4,65
Sredni wspétczynnik odzysku, Sr, % 94,7
Odchylenie standardowe, SD 8,8
Wspoélezynnik zmiennosci, CV, % 9,3

Badanie zakresu stosowania i precyzji
metody analitycznej

W celu okreslenia zakresu roboczego metody przy-
gotowano trzy serie po siedem filtrow z widkna
szklanego, na ktore naniesiono po 20 ul roztwordéw
wzorcowych o stezeniach: 0; 3,6; 7,2; 14,4; 36; 72
i 144 pg/ml, co odpowiada zawartosci: 0; 0,072;
0,144, 0,288; 0,72; 1,44 1 2,88 pg etopozydu na fil-
trze. Po odparowaniu rozpuszczalnika filtry umiesz-
czono w wialach o pojemnosci 4 ml, zalano 2 ml
mieszaniny metanol: woda (1: 1 v/v) z dodatkiem
(0,1%) kwasu mréwkowego, a nastepnie poddano
ekstrakcji za pomocg wytrzasarki rotacyjnej przez 30
min. Ekstrakty przenoszono do wial o pojemnos$ci 2
ml, przepuszczajac je przez filtry strzykawkowe
z membrang PTFE o §rednicy poréw 0,45 pum, a na-
stepnie poddano analizie chromatograficzne;j.
Wyniki badania liniowo$ci metody przedsta-
wiono w tabeli 3. oraz graficznie na rysunku 2.
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Z przedstawionych danych wynika, iz zaleznos¢
odpowiedzi detektora od stezenia etopozydu ma cha-
rakter liniowy w zakresie 0,036 +~ 1,44 pg/ml. Po-
dany zakres dla probki powietrza 720 1 odpowiada
stezeniom 0,0001 + 0,004 mg/m?®. Zalezno$¢ odpo-
wiedzi detektora od analizowanych stgzen etopo-
zydu opisuje rownanie y = 5916,967x - 20,721. Wy-
razony w procentach btad wzgledny CV wynosi 7,6,
a wspotczynnik korelacji wynosi ,,r”” — 0,9985.

W celu zbadania zgodnos$ci wynikéw przy wielo-
krotnym powtarzaniu oznaczenia, przygotowano
trzy roztwory wzorcowe etopozydu o stgzeniach:
0,072; 0,36 1 1,44 ug/ml. Roztwory oznaczano chro-
matograficznie, analizujgc kazdy wzorzec dziesie-
ciokrotnie.

Whyniki badania precyzji metody przedstawiono
w tabeli 4. Wspotczynniki zmiennos$ci (CV) rozrzu-
tow uzyskanych wynikéw w stosunku do warto$ci
srednich dla stezen: 0,072; 0,36 i 1,44 pg/ml wyno-
sza odpowiednio: 7,79; 3,96 1 3,02%.
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Tabela 3.
Wyniki wzorcowania etopozydu na filtrach z wlokna szklanego
Stezenie, pg/ml 0,036 0,072 0,144 0,36 0,72 1,44
Pole powierzchni piku 905,4 466,3 847,6 2158,5 45114 8941,3
802,4 402,9 7735 2122,3 42173 8245,5
1925 418,4 794,5 2102,6 3978,8 8309,1
Srednia warto$¢ absorbancji 180,8 429,2 805,2 2127,9 4235,8 8498,6
Odchylenie standardowe, SD 11,6 33,0 38,2 28,3 266,8 384,7
Wspotczynnik zmiennoscei, CV, % 6,4 7,7 4,7 1,3 6,3 4,5
10000 -
9000 - y =5917x - 20,721 P
r=0,9985
8000 - CV = 7,56%
=2 7000 -
o
[= 6000 -
<
R
ko 5000 -
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Stezenie, ug/m?3
Rys. 2. Krzywa wzorcowa etopozydu na filtrach z wiokna szklanego
Tabela 4.
Wyniki badania precyzji metody oznaczania etopozydu
Numer analizy 0,072 pg/ml 0,36 pg/ml 1,44 pg/ml
1 433,0 2286,4 7782,9
2 547,3 2268,4 7811,5
3 417,3 2437,6 7940,9
4 430,6 24913 8082,6
4 480,3 2450,4 8071,2
6 475,6 2551,0 8489,8
7 478,9 24817 8532,5
8 504,4 2601,0 8461,2
9 511,0 2601,9 8048,8
10 461,8 26717 8246,3
Srednia 465,0 2485,9 8146,8
SD 31,2 128,5 275,2
CV, % 6,7 52 3,4
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Badanie warunkow przechowywania
pobranych probek

W celu zbadania trwatosci etopozydu pobranego na
filtry z wtdkna szklanego przygotowano trzy serie po
sze$¢ filtrow, na ktore naniesiono po 20 pl roztwo-
réw wzorcowych o stezeniach: 7,2; 36 i 144 pg/ml.
Po odparowaniu rozpuszczalnika filtry umieszczano
w hermetycznych pojemnikach i przechowywano w
chtodziarce przez okres: 5; 10 1 20 dni. W dniu ba-
dania filtry ekstrahowano 2 ml mieszaniny metanol:
woda (1: 1 v/v) z dodatkiem (0,1%) kwasu mrowko-
wego przez 30 min za pomoca wytrzagsarki rotacyj-
nej. Ekstrakty przenoszono do wial o pojemnosci
2 ml, przepuszczajac je przez filtry strzykawkowe
z membrang PTFE o $rednicy poréw 0,45 pum, a na-

stepnie poddano analizie chromatograficznej. Uzy-
skane wartosci pol powierzchni pikoéw etopozydu
porownano z wynikami analiz ekstraktow filtrow
przygotowanych w dniu badania.

Wyniki badan warunkéw przechowywania pro-
bek przedstawiono na rysunku 3. Z zebranych da-
nych wynika, iz probki etopozydu pobrane na filtry,
umieszczone w hermetycznych pojemnikach, prze-
chowywane w chlodziarce, sa trwate przez co naj-
mniej 20 dni. Po tym okresie przechowywania pro-
bek wspotczynniki odzysku etopozydu z filtrow dla
zawartosci: 7,2; 36 1 144 pg/filtr wynosity odpo-
wiednio: 93,2; 91,0 1 91,8% (Srednia 92,0% SD —
3,2).

0,144 pg 0 0,72 ug O 2,88 pug
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Rys. 3. Wplyw czasu 1 warunkow przechowywania probek powietrza do oznaczen etopozydu
WALIDACJA
Walidacj¢ metody przeprowadzono zgodnie z wy- — granica oznaczalno$ci, Xozn ~ 0,0086 pg/ml

maganiami zawartymi w normie europejskiej
(PN-EN-482+A1:2016-01).
Na podstawie przeprowadzonych badan uzy-
skano nastgpujace dane walidacyjne:
— zakres pomiarowy 0,0001 + 0,004 mg/m3
(dla probki powietrza
7201)

— granica wykrywalno$ci, Xgw 0,0026 pg/ml
— wspotczynniki korelacji

charakteryzujgce liniowo$¢

krzywych wzorcowych r =0,9998
— calkowita precyzja badania, V. 9,8%
— niepewno$¢ catkowita metody 11,8%.
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PODSUMOWANIE

Na podstawie przeprowadzonych badan zapropono-
wano metod¢ oznaczania etopozydu we frakcji wdy-
chalnej w powietrzu §rodowiska pracy z zastosowa-
niem techniki wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej z tandemowg detekcja mas. Zastosowanie
kolumny analitycznej Supelcosil LC-18 o wymia-
rach 150 x 3,0 mm, o uziarnieniu 5 pm, eluowanej
mieszaning metanolu i wody z dodatkiem kwasu
mrowkowego pozwala na oznaczenie tego zwigzku

w obecnosci innych substancji. Opisana metoda
umozliwia oznaczanie stezen etopozydu powietrzu
srodowiska pracy w zakresie 0,0001 = 0,004 mg/m3,
tj. od okoto 1/20 do 2 warto$ci proponowanego
NDS. Metoda zostata poddana walidacji zgodnie
z wymaganiami normy PN-EN 482+A1:2016-01
i opisana w formie procedury analitycznej zamiesz-
czonej w zaltgczniku.
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ZALACZNIK

PROCEDURA ANALITYCZNA OZNACZANIA
ETOPOZYDU - FRAKCJI WDYCHALNEJ W POWIETRZU
NA STANOWISKACH PRACY

1. Zakres procedury

W niniejszej procedurze podano metod¢ oznaczania
stezen frakcji wdychalnej etopozydu w powietrzu na
stanowiskach pracy, z zastosowaniem wysokospraw-
nej chromatografii cieczowej sprzgzonej z tandemo-
wym spektrometrem mas. Metode stosuje si¢ pod-
czas kontroli warunkow sanitarnohigienicznych.

Najmniejsze st¢zenie etopozydu, jakie mozna
oznaczy¢ w warunkach pobierania probek powietrza
i wykonania oznaczania opisanych w procedurze,
wynosi 0,0001 mg/m?.

2. Powolania normatywne

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

3. Zasada metody

Metoda polega na: zatrzymaniu frakcji wdychalnej
obecnego w powietrzu etopozydu na filtrze z wiokna
szklanego, wymyciu zatrzymanego zwigzku miesza-
ning metanol: woda (1: 1 v/v) z dodatkiem (0,1%)
kwasu mréwkowego za pomoca wytrzasarki rotacyj-
nej, a nastgpnie poddaniu ilosciowemu oznaczeniu
przy zastosowaniu wysokosprawnej chromatografii
cieczowej sprzezonej z tandemowym spektrometrem
mas.

4. Wytyczne ogolne

4.1. Czystos¢ odczynnikow
Do analizy, o ile nie zaznaczono inaczej, nalezy sto-
sowaé odczynniki i substancje wzorcowe o stopniu
czystosci co najmniej cz.d.a.

4.2. Doktadnos$¢ wazenia
Substancje stosowane w analizie nalezy wazy¢ z do-
ktadnoscia do 0,0002 g.

4.3. Postepowanie z substancjami toksycznymi
Wszystkie czynno$ci, podczas ktorych uzywa sie
substancji chemicznych, nalezy wykonywa¢ pod
sprawnie dziatajacym wyciagiem laboratoryjnym.

Zuzyte roztwory i odczynniki nalezy gromadzié
w przeznaczonych do tego celu pojemnikach i prze-
kazywa¢ do zaktadéw zajmujacych si¢ ich unieszko-
dliwianiem.

5. Odczynniki

5.1. Etopozyd
Stosowac wg punktu 4.
5.2. Kwas mrowkowy
Stosowac wg punktu 4.
5.3. Metanol
Stosowac metanol o czystosci do HPLC — MS.
5.4, Woda
Stosowac wode o czystosci do HPLC — MS.

6. Roztwory

6.1. Roztwor ekstrakeyjny
Sporzadzi¢ mieszaning ekstrakcyjng przez zmiesza-
nie metanolu i wody w stosunku 1: 1 i doda¢ taka
ilos¢ kwasu mréwkowego, aby jego stezenie
w mieszaninie wynosito 0,1%.

6.2. Roztwor wzorcowy podstawowy etopozydu
Do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml odwazy¢ na
wadze analitycznej (wg punktu 7.9.) okoto 2 mg
wzorca etopozydu (wg punktu 5.1.). Wzorzec rozpu-
$ci¢ w roztworze ekstrakcyjnym wg punktu 6.1. Po
rozpuszczeniu wzorca kolbe uzupetmi¢ do kreski
1 obliczy¢ zawarto$¢ etopozydu w jednym mililitrze
roztworu.

6.3. Roztwor wzorcowy posredni etopozydu
Do kolby miarowej o pojemnosci 5 ml odmierzy¢ za
pomocg pipety (wg punktu 7.7.). takg ilo§¢ wzorca
podstawowego, aby otrzymac stgzenie 144 pg/ml.

6.4. Roztwory wzorcowe robocze
Do siedmiu kolb miarowych o pojemnosci 2 ml
(wg punktu 7.4.) odmierzy¢ za pomocag pipety
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(wg punktu 7.7.) odpowiednio: 0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5;
1,0 i 2 ml roztworu posredniego, kolby uzupetni¢ do
kreski roztworem ekstrakcyjnym (wg punktu 6.1.).
Stezenia w tak przygotowanych roztworach wyno-
sza: 0; 3,6; 7,2; 14,4; 36; 72 1 144 pg/ml.

7. Przyrzady pomiarowe i sprzet
pomocniczy

7.1. Chromatograf cieczowy sprzezony z tande-
mowym spektrometrem mas
Stosowac chromatograf cieczowy sprzezony z tan-
demowym spektrometrem mas.

7.2. Filtry szklane
Stosowa¢ filtry z wtokna szklanego o S$rednicy
25 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: 2; 51 10 ml.

7.5. Kolumna chromatograficzna
Stosowa¢ chromatograficzng kolumne analityczna
Supelcosil LC-18 150 mm x 3 mm, 0 uziarnienieniu
5 pum.

7.6. Naczynka szklane (wiale)
Stosowac wiale o pojemnos$ci 2 i 4 ml.

7.7. Pipety automatyczne nastawne
Stosowac pipety automatyczne nastawne o pojem-
nosci 0,010 0,1 mli10,1 +1 ml.

7.8. Pompa ssaca
Stosowa¢ pompe ssaca umozliwiajagcg pobranie
probki powietrza ze stalym strumieniem objgtosci
okolo 2 I/min wraz z gtowica typu IOM do pobiera-
nia frakcji wdychalnej.

7.9. Waga analityczna
Stosowac wage analityczna umozliwiajacg wazenie
z doktadnoscia do 0,0002 g.

7.10.Wytrzasarka rotacyjna
Stosowaé wytrzasarke rotacyjna.

8. Pobieranie préobek powietrza

Podczas pobierania probek powietrza nalezy stoso-
wacé zasady zawarte w normie PN-Z-04008-7:2002.
Za pomoca pompy (wg punktu 7.8.) przepuscic przez
filtr szklany, umieszczony w gltowicy do pobierania
frakcji wdychalnej zgodnie z instrukcja producenta
(wg punktu 7.2.), okoto 720 1 powietrza ze stalym
strumieniem objetosci. Pobrane probki powietrza za-
bezpieczy¢ 1 do czasu analizy przechowywaé
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w chlodziarce. Tak przechowywane probki sa trwate
przez co najmniej 20 dni.

9. Warunki pracy chromatografu

Nalezy tak dobra¢ sktad fazy ruchomej oraz parame-
try pracy spektrometru mas, aby zapewnié¢ selek-
tywne oznaczanie etopozydu od substancji wspot-
wystepujacych. W przypadku stosowania kolumny
chromatograficznej wg punktu 7.5. oznaczanie
mozna wykona¢ przy zastosowaniu warunkéw poda-
nych w tabeli 1. Podane warunki nalezy traktowaé
jako przyktadowe.

10. Sporzadzanie krzywej wzorcowej

Na siedem filtrow (wg punktu 7.2.) nanie$¢ za
pomoca pipety automatycznej (wg punktu 7.7.) po
20 pl roztworéw wzorcowych roboczych (wg punktu
6.4.). Po odparowaniu rozpuszczalnika filtry przenies¢
do naczynek o pojemnosci 4 ml (wg punktu 7.6.). Do
kazdej wiali doda¢ po 2 ml roztworu ekstrakcyjnego
(wg punktu 6.1.) i podda¢ 30-minutowej ekstrakcji
przy uzyciu wytrzasarki rotacyjnej (wg punktu 7.10.).
Masa etopozydu w roztworach uzyskanych po ekstrak-
¢ji filtréw wynosi odpowiednio: 0; 0,072; 0,144; 0,288;
0,72; 1,44 1 2,88 pg. Ekstrakty przenie$¢ do naczynek
0 pojemnosci 2 ml, przepuszczajac je przez filtry strzy-
kawkowe (wg punktu 7.3.) i poddac analizie chromato-
graficznej. Sporzadzi¢ krzywa wzorcows, odkladajac
na osi odcigtych mase wzorca naniesionego na filtr,
a na osi rzednych warto$¢ pola powierzchni (wysoko-
$ci) piku danego zwiazku. Dopuszcza si¢ automatyczne
integrowanie danych i sporzadzanie krzywej wzorco-
Wej.

11. Wykonanie oznaczania

Po pobraniu probek powietrza filtry przenie$¢ do na-
czynek o pojemnosci 4 ml, zala¢ 2 ml roztworu eks-
trakcyjnego (wg punktu 6.1.) i poddaé¢ 30-minutowej
ekstrakcji przy wuzyciu wytrzasarki rotacyjnej
(wg punktu 7.10.). Ekstrakty przenies¢ do naczynek
0 pojemnosci 2 ml, przepuszczajac je przez filtry
strzykawkowe (wg punktu 7.3), nastgpnie wiale
szczelnie zamkna¢ i podda¢ analizie chromatogra-
ficznej. W przypadku probek, ktorych wartosci pol
powierzchni analizowanych pikoéw przekraczaja za-
kres roboczy metody, nalezy wykona¢ powtdrne
oznaczenie, rozcienczajgc dodatkowo probke. Do-
datkowe rozcienczenie uwzgledni¢ w obliczeniach.
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Tabela 1.
Warunki pracy chromatografu cieczowego z detektorem mas
Kolumna analityczna Supelcosil ™ LC-18 150 x 3 mm x 5 pm
Faza ruchoma (izokratycznie) metanol z dodatkiem (0,1%) kwasu mrowkowego: woda z dodatkiem (0,1%)
kwasu mrowkowego, 70: 30
Warunki pracy spektrometru jonizacja ES +
Fragmentacja jonow: tryb MRM (ang. napigcie kapilary 3,0 kv
multiple reaction monitoring) napigcie zrodla jonow 21V
CP: 589,5—229,5 napiecie ekstraktora 2V
napiecie soczewek RF 0,1V
temperatura zrodla jonéw 110°C
temperatura desolwacji 350 °C
przeplyw azotu w zrédle jondw 1l/h
przeptyw azotu desolwacji 600 I/h
rozdzielczo$¢ LM/HM 1 13/12
energia jonow 1 1,0
komora kolizyjna:
— energia wejs$cia 1
— energia kolizji 22
— energia wyjscia 1
rozktad LM/HM 2 13/12
energia jonow 2 1,0
ci$nienie gazu kolizyjnego 3,5 - 10 mbar
Strumien objetosci 0,3 ml/min
Temperatura kolumny 40°C
Objetosé probki 10 pl
12. Obliczanie wyniku oznaczania w ktorym:
C - zawarto$¢ etopozydu odczytana z krzywej
Stezenie etopozydu (X) w badanym powietrzu obli- wzorcowej, w mg,
czy¢ w mg/m? na podstawie wzoru: V - objetos¢ przepuszczonego powietrzu,
w m?,
c
X =—,
14
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