Podstawy i Metody Oceny Srodowiska Pracy 2020, nr 2(104), s. 63-77 DOI: 10.5604/01.3001.0014.2334

5-Fluorouracyl - frakcja wdychalna
Metoda oznaczania w powietrzu na stanowiskach pracy'

5-Fluorouracil - inhable fraction
Determination method in workplace air

mgr MARZENA BONCZAROWSKA

https://orcid.org/ 0000-0003-3612-0656

dr StLAWOMIR BRZEZNICKI

https://orcid.org/ 0000-0002-0542-8538

Instytut Medycyny Pracy im. prof. dr. med. Jerzego Nofera
Nofer Institute of Occupational Medicine, £6dZ

Numer CAS 51-21-8

Streszczenie

5-Fluorouracyl (5-FU) w temperaturze pokojowej wystepuje w postaci bialego lub bezwonnego proszku. 5-FU jest
jednym z najcze$ciej stosowanych cytostatykoéw, wykazujacym silne dzialanie w przypadkach nowotworéw uktadu
pokarmowego, a zwlaszcza w przypadku raka jelita grubego. Zawodowe narazenie na 5-FU (przez skore lub droga
inhalacyjng) dotyczy gltéwnie pracownikéw stuzby zdrowia oraz oséb zatrudnionych przy produkgji tego leku. Na-
razenie na 5-FU tymi drogami moze skutkowa¢ uszkodzeniem szpiku kostnego, negatywnym wplywem na uklad
sercowo-naczyniowy oraz w przypadku kontaktu ze skérg podraznieniami skory i reakcjami alergicznymi.

Celem prac badawczych bylo opracowanie i walidacja metody oznaczania stezen 5-fluorouracylu w powietrzu na
stanowiskach pracy w zakresie 1/10 + 2 zaproponowanej wartoéci NDS, zgodnie z wymaganiami normy europejskiej
PN-EN 482.

Do badan wykorzystano zestaw do wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja spektrofotometryczng. Roz-
dzialéw chromatograficznych dokonywano przy uzyciu kolumny analitycznej XTerra C-18 o wymiarach 150 x 2,1 mm,
o uziarnieniu 3,5 pm, ktéra wymywano mieszaning acetonitrylu i wody z dodatkiem kwasu mréwkowego.

Metoda polega na zatrzymaniu obecnego w powietrzu fluorouracylu na filtrze z widkna szklanego, ekstrakgji filtra
za pomocg mieszaniny acetonitryl: woda z dodatkiem 0,1-procentowego kwasu mréwkowego i chromatograficznej
analizie otrzymanego roztworu. Zaproponowany sposob ekstrakcji 5-FU z filtréw umozliwia wysoki odzysk anali-
tu. Srednia (dla trzech stezen) warto$é wspotczynnika odzysku wynosi 0,93. Zaleznos¢ wskazan detektora UV-VIS
w funkgji stezen 5-FU ma charakter liniowy (r = 0,999) w zakresie stezen 0,052 + 2,6 pug/ml. Obliczone granice wy-
krywalnosci i oznaczania ilosciowego wynosza odpowiednio 0,007 i 0,022 pg/ml.

! Publikacja opracowana na podstawie wynikéw uzyskanych w ramach IV etapu programu wieloletniego: ,,Poprawa bezpieczenstwa
i warunkéw pracy’, finansowanego w latach 2017-2019 w zakresie stuzb panstwowych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego/
Narodowe Centrum Badan i Rozwoju.

Koordynator programu: Centralny Instytut Ochrony Pracy — Panistwowy Instytut Badawczy.
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Zastosowanie w oznaczeniach detektora UV-VIS oraz kolumny XTerra pozwala na selektywne i specyficzne ozna-
czenie 5-FU w obecno$ci innych lekéw cytostatycznych. Metoda zapewnia mozliwo$¢ oznaczenia 5-FU na poziomie
0,00014 mg/m3, tj. na poziomie 1/25 obowigzujacej wartos$ci NDS. Opisana w zalaczniku w formie przepisu anali-
tycznego metoda spelnia wymagania normy PN-EN 482 stawiane procedurom oznaczania czynnikéw chemicznych.
Zakres tematyczny artykutu obejmuje zagadnienia zdrowia oraz bezpieczenstwa i higieny $rodowiska pracy bedace
przedmiotem badan z zakresu nauk o zdrowiu oraz inzynierii srodowiska.

Stowa kluczowe: fluorouracyl, cytostatyki, metoda analityczna, chromatografia cieczowa, powietrze na stanowi-
skach pracy, nauki o zdrowiu, inzynieria srodowiska.

Abstract

5-Fluorouracil (5-FU) at room temperature is a fine white crystalline odorless powder. 5-FU is one of the most widely
used cytotoxic drug and has a strong antitumor activity in gastrointestinal tract cancer, especially of colorectal cancer.
Occupational exposure to 5-fluorouracile (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 5-FU can cause suppression
of bone marrow function, cardiotoxicity and in the case of skin contact, skin irritation or allergic skin reactions. The
aim of this study was to develop and validate a sensitive method for determining the concentration of 5-fluorouracil
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 spectrophotometric detection (HPLC-UV-VIS).
All chromatographic analysis were performed with XTerra C-18 150 x 2.1 mm x 3.5 mm analytical column, which
was eluted with mixture of acetonitrile and water with 0.1% of formic acid. This method is based on the collection
of 5-FU on glass fiber filter, extraction with mixture of acetonitrile:water with addition of formic acid (0.1%), and
chromatographic determination of resulted solution with HPLC-UV-VIS. The average recovery factor of 5-FU from
filters was 0.93. The method is linear (r = 0.999) within the investigated working range of 0.052-2,6 pg/ml. The
calculated limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) were 0.007 and 0.022 ug/ml, respectively. The
analytical method described in this paper, thanks to the UV-VIS detection technique and Xterra analytical column,
makes it possible to selectively determine 5-FU in workplace air in the presence of other compounds at concentrations
from 0.00014 mg/m? (1/25 MAC value). The method is precise, accurate and it meets the criteria for procedures for
measuring chemical agents listed in standard EN 482. This method can be used for assessing occupational exposure
to 5-FU and associated risk to workers health. The developed method of determining 5-FU has been recorded as an
analytical procedure (see appendix). This article discussess the problems of occupational safety and health, which
are covered by health sciences and environmental engineering.

Keywords: fluorouracil, cytostatics, analytical method, liquid chromatography, workplace air, health sciences,
environmental engineering.

WPROWADZENIE

5-Fluorouracyl (5-FU) w temperaturze pokojowej
wystepuje w postaci bialego, bezwonnego proszku.
Jest substancja dos¢ trudno rozpuszczalng w wo-
dzie (12,5 g/l w temp. 20 °C). Lepiej rozpuszcza
siec w metanolu (18 g/l) oraz mieszaninach wody
i metanolu. 5-FU dobrze rozpuszcza si¢ w wodnych
roztworach zasad (50 g/l w 1 N NH,OH), a jego
rozpuszczalno$¢ zwigksza sie wraz ze wzrostem pH
roztworu. Jest zwigzkiem praktycznie nierozpusz-
czalnym w takich rozpuszczalnikach organicznych
jak chloroform, benzen i eter.

5-FU jest otrzymywany w wyniku reakeji fluoru
z uracylem (1H-pirymidyno-2,4-dion). Zwigzek
ten nalezy do grupy tzw. antymetabolitow i jest wy-
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korzystywany jako lek w terapii przeciwnowotwo-
rowej w przypadku raka jelita, pecherza, prostaty,
jajnikow, szyjki macicy, przelyku oraz watroby
i skory (rak podstawnokomorkowy). Szkodliwe
dziatanie 5-FU polega na uszkadzaniu szpiku kost-
nego i wywolywaniu dolegliwosci ukladu pokar-
mowego (nudno$ci, wymioty, krwotoki, biegunka),
sercowo-naczyniowego i nerwowego. Stosowanie
5-FU w formie kreméw powodowato réwniez wy-
stapienie zmian na skorze (zaczerwienienie, po-
draznienie, swedzenie, wysypka). Zawodowe na-
razenie na 5-FU moze skutkowaé uszkodzeniem
szpiku kostnego, negatywnym wplywem na uklad
sercowo-naczyniowy oraz podraznieniami skory
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i blon $luzowych oczu i gornych drog oddecho-
wych (HSDB 2007; Kupczewska-Dobecka 2019).
5-FU zostal zaliczony przez International Agency
for Research on Cancer (IARC) do grupy 3., to jest
do grupy zwigzkow nie klasyfikowanych jako czyn-
niki rakotworcze dla ludzi (IARC 1987).

W warunkach ekspozycji zawodowej 5-FU moze
dostawac¢ sie do organizmu osob narazonych gtow-
nie drogg inhalacyjng oraz przez skoére (Fransman
i in. 2007; Sessink i in. 1994). Zawodowe naraze-
nie na ten zwigzek dotyczy przede wszystkim pra-
cownikow stuzby zdrowia (farmaceuci, pielegniar-
ki, lekarze, salowe), oséb $wiadczacych ustugi dla
stuzby zdrowia, np. pracownikéw pralni badz firm
przetwarzajacych odpady, jak réwniez pracowni-
kéw produkeyjnych zakladéw farmaceutycznych.
5-FU jest jednym z lekéw najczesciej stosowanych
w terapii przeciwnowotworowej i z tego wzgledu
liczba 0séb potencjalnie narazonych na ten zwigzek
w Polsce moze siega¢ kilku tysiecy. 5-Fluorouracyl
nie jest klasyfikowany urzegdowo w Unii Europej-

Tabela 1.

skiej i nie ma klasyfikacji zharmonizowanej (Roz-
porzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE)
nr 1272/2008 z dnia 16 grudnia 2008 r. w sprawie
klasyfikacji, oznakowania i pakowania substancji
i mieszanin, zmieniajacego i uchylajacego dyrekty-
wy 67/648/EWG i 1999/45/WE oraz zmieniajacego
rozporzadzenie WE nr 1907/2006 ze zm. rozporzg-
dzeniem Komisji (WE) nr 790/2009).

W tabeli 1. przedstawiono klasyfikacje pro-
ducentéw leku zamieszczong w zgloszeniu reje-
stracyjnym do Europejskiej Agencji Chemikaliow
(ECHA 2017).

Zgodnie z rozporzadzeniem Ministra Rodziny,
Pracy i Polityki Spotecznej z dnia 9 stycznia 2020
r. zmieniajacym rozporzadzenie w sprawie naj-
wyzszych dopuszczalnych stezen i natezen czyn-
nikéw szkodliwych dla zdrowia w $rodowisku
pracy (DzU 2020, poz. 61) warto$¢ NDS dla 5-FU
wynosi 0,0035 g/m°.

Klasyfikacja i oznakowanie 5-fluorouracylu (5-FU) w zgtoszeniu rejestracyjnym do ECHA

Klasyfikacja zagrozenia i kody kategorii

Kody zwrotéw wskazujacych rodzaj zagrozenia

Dziatanie draznigce na skore (kat. 2)

Acute Tox. 3 . . L
Toksycznosé ostra (Kat. 3) H 301 - dziafa toksycznie po potknieciu
AcuteTox. 4 . . . ,
Toksycznosé ostra (kat. 4) H312 — dziata szkodliwie w kontakcie ze skéra
Skin Irrit. 2

H315 - dziata draznigco na skore

Eye Irrit. 2
Dziatanie draznigce na oczy (kat. 2)

H319 — dziata draznigco na oczy

STOT 3 SE
Dziatanie toksyczne na narzady docelowe, narazenie jednorazowe
(kat. 3)

H335 — moze powodowac¢ podraznienie drég oddechowych

Muta. 1B
Dziatanie mutagenne na komérki rozrodcze po podaniu droga
dozotadkowa (kat. 1B)

H 340 — moze powodowa¢ wady genetyczne po podaniu
droga dozotadkowa

Repr. 1B
Dziatanie szkodliwe na rozrodczos¢ (kat. 1B)

H 360 — moze dziata¢ szkodliwie na ptodnos¢ lub na dziecko
w fonie matki po podaniu droga dozotagdkowa

Cel pracy

Celem prac badawczych bylo przedstawienie od-
powiednio czulej i selektywnej metody oznaczania
5-FU w powietrzu na stanowiskach pracy, umozli-
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wiajacej pomiary jego stezen, a nastepnie dokona-
nie oceny narazenia zawodowego.
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CZESC DOSWIADCZALNA

Aparatura, materiaty i odczynniki

Wszystkie badania wykonano z zastosowaniem
materialéw i odczynnikéw wymienionych ponizej.

Materiaty i odczynniki

W badaniach zastosowano:

- filtry z widkna szklanego GF/A 25 mm
(Whatman),

- filtry strzykawkowe z membrang z PTFE
(Supelco),

- kolby miarowe 2 i 10 ml,

- naczynka (wialki) szklane o pojemnosci
214 ml ze szkla oranzowego,

- pipety automatyczne nastawne o pojemno-
$¢i 0,010+~ 0,1 mliO0,1 + 1 ml,

- 5-fluorouracyl (Sigma-Aldrich),

- kwas mréwkowy (POCH),

WYNIKI

Warunki oznaczania chromatograficznego

Z danych literaturowych wynika, ze do oznacza-
nia 5-fluorouracylu (5-FU) w powietrzu stosowa-
ne sg techniki chromatograficzne takie jak wyso-
kosprawna chromatografia cieczowa z detekcja
spektrofotometryczng (HPLC-UV), (Castiglia i in.
2008; Larson i in. 2003; Ahmad i in. 2011), wyso-
kosprawna chromatografia cieczowa sprzezona
z tandemowym spektrometrem mas (HPLC/MS/MS),
(Colombo i in. 2017; da Silva i in. 2016; Koller
i in. 2018) oraz chromatografia gazowa z detekcja
mas (GC/MS), (Kosjek i in. 2013; Tauxe-Wuersch
i in. 2006). Zastosowanie GC/MS wymaga przed
analiza instrumentalng poddania 5-FU reakcji
sililacji z N-tert-butylodimetylosililo-N-metylo-
trifluoroacetamidem (MTBSTFA) celem uzyska-
nia stabilnej termicznie i zapewniajacej uzyskanie
intensywnych sygnaléw pochodnej (Kosjek i in.
2013). Obie metody oparte na technice wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej umozliwiajg
oznaczenie stezen 5-FU w wymaganym zakresie
1/10 + 2 warto$ci proponowanego NDS bez ko-

66

- acetonitryl do HPLC (JT Baker),
- woda do HPLC (Hydrolab R-10).

Do badan wykorzystano chromatograf cie-
czowy firmy Waters model ,Alliance 2695 LC
System” wyposazony w poczwdrny system pomp
wysokoci$nieniowych, automatyczny dozownik
probek, termostat kolumny analitycznej i komputer
z programem sterowania i akwizycji danych (Em-
power). Analizy chromatograficzne wykonywano
z zastosowaniem kolumny analitycznej XTer-
ra C-18 150 x 2,1 mm, 3,5 pm, wypelnionej faza
oktadecylowa (C-18). Do detekeji wykorzystano
detektor UV-VIS Waters 2996. Do pobierania proé-
bek powietrza stosowano aspiratory indywidualne
GilAir 3. Substancje wzorcowe odwazano waga
analityczng Sartorius Research, a do ekstrakcji pro-
bek stosowano wytrzasarke mechaniczna.

BADAN

nieczno$ci stosowania dodatkowych etapow przy-
gotowania probki przed koncowsg analiza instru-
mentalng. Z uwagi na wigksza dostepnos¢ techniki
HPLC-UV-VIS i wcze$niejsze doswiadczenia au-
torow w tym zakresie (dane niepublikowane) zde-
cydowano o wykorzystaniu tej metody do opra-
cowania procedury analitycznej oznaczania 5-FU
w powietrzu na stanowiskach pracy. Zgodnie z wy-
maganiami normy PN-EN 482 metoda analityczna
stosowana do oznaczania stezen danego zwigzku
w powietrzu na stanowiskach pracy powinna by¢
zwalidowana dla zakresu 1/10 + 2 wartoéci obo-
wigzujacego najwyzszego dopuszczalnego stezenia
(NDS).

Optymalne warunki pracy zestawu LC-UV-VIS
stosowanego podczas opracowywania metody po-
dano w tabeli 2. Optymalng dtugos¢ fali analitycznej
dla oznaczen 5-FU dobrano na podstawie analizy
widma UV tego zwigzku w zakresie 200 + 400 nm
(rys. 1.). Zastosowanie w analizach kolumny XTer-
ra 150 x 2,1 mm wypelnionej zlozem typu C-18
o $rednicy ziaren 3,5 um i parametréw pracy zestawu
chromatograficznego podanych w tabeli 2. pozwala
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na selektywne oznaczenie 5-FU w obecno$ci innych
cytostatykow. Na rysunku 2. przedstawiono chro-
matogramy pieciu zwigzkow (metotreksat, 5-fluoro-
uracyl, etopozyd, cyklofosfamid, ifosfamid) zare-
jestrowane przy dlugosci fali 267 nm na detektorze
UV-VIS z zastosowaniem kolumny XTerra i poda-
nych w tabeli 2. warunkéw rozdzielenia chromato-
graficznego.

Z analizy tych danych wynika, Ze obecnos¢
innych cytostatykdw, nawet w wysokich stezeniach
(5 pg/ml), nie przeszkadza w oznaczeniach 5-FU,

gdyz przyjete warunki rozdzielania chromatogra-
ficznego zapewniaja mozliwo$¢ selektywnego ozna-
czenia 5-FU, a ponadto inne zwigzki z tej grupy
lekéw nie wykazuja wysokiej absorbancji przy dlu-
gosci fali 267 nm (MTX, EP) lub tak jak CP i IF nie
wykazuja jej weale. Cyklofosfamid i ifosfamid wyka-
zuja maksimum absorbancji przy dlugosci fali 195
nm (Kossonou i in. 2019), a metotreksat i etopozyd
odpowiednio 302 nm i 285 nm (Ciekot i in. 2012;
Sousa iin. 2013).
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Tabela 2.
Warunki pracy chromatografu cieczowego z detektorem UV-VIS
Kolumna analityczna XTerraTM LC-18- 150 x 2,Tmm x 3,5 pm
Faza ruchoma 0,1-procentowy kwas mréwkowy w ACN: 0,1-procentowy kwas mréwkowy w H,0
(izokratycznie) 6.4
Natezenlg przeptywu strumienia fazy 0,2 ml/min
ruchomej
Temperatura kolumny 40°C
Objetos¢ probki 10 l
Dtugosc fali analitycznej 267 nm

Pobieranie i przygotowanie
probek powietrza do analizy

Zgodnie z wymaganiami normy PN-EN 482 me-
toda analityczna stosowana do oznaczania stezen
danego zwigzku w powietrzu na stanowiskach pra-
cy powinna by¢ zwalidowana dla zakresu 1/10 + 2
warto$ci obowiazujgcego najwyzszego dopuszczal-
nego stezenia (NDS).

Probki powietrza do oznaczania 5-FU zgod-
nie z zasadami podanymi w PN-Z-04008-7:2002/
Az1:2004 nalezy pobiera¢ za pomocy aspiratoréw
indywidualnych, umozliwiajgcych pobieranie po-
wietrza ze strumieniem objetosci 2 I/min i wyposa-
zonych w glowice do pobierania frakcji wdychalne;.

Z uwagi na wlasnosci fizyko-chemiczne 5-FU
moze wystepowaé w powietrzu gtéwnie w posta-
ci krystalicznej badz aerozolu. Z tego wzgledu do
pobierania prébek powietrza do oceny narazenia
zawodowego wykorzystuje sie filtry z wiokna szkla-
nego (Mason i in. 2005; Pretty i in. 2012).

Zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Ro-
dziny, Pracy i Polityki Spotecznej z dnia 9 stycz-
nia 2020 w sprawie najwyzszych dopuszczal-
nych stezen i natezen czynnikéw szkodliwych
dla zdrowia w $rodowisku pracy warto$¢ naj-
wyzszego dopuszczalnego stezenia (NDS) dla
5-fluorouracylu we frakcji wdychalnej pytu lub ae-
rozolu wynosi 0,0035 mg/m°.

Na podstawie wcze$niejszych prac doswiad-
czalnych dotyczacych metod oznaczania innych
cytostatykéw (metotreksat, doksorubicyna, do-
cetaksel, etopzyd), (Bonczarowska i in. 2018;
Brzeznicki 2015; Szewczyfiska 2018a; 2018b) zde-
cydowano o wykorzystaniu do pobierania probek
filtrow z wldkna szklanego o $rednicy 25 mm,
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umieszczonych w gtowicach do pobierania frakeji
wdychalne;j.

Celem zbadania wplywu zalozonych warun-
kow pobierania probek powietrza na retencje
5-FU na filtrach z widkna szklanego przygotowano
3 serie po 6 filtréw, na ktdre naniesiono po 10 pl
roztworéw wzorcowych 5-FU o stezeniach 26; 104
i 520 pg/ml. Po odparowaniu rozpuszczalnika filtry
umieszczono w glowicach do pobierania probek
powietrza. Przez filtry przepuszczono powietrze
ze strumieniem objetosci 2 1/min przez 360 min,
stosujac do tego celu aspiratory indywidualne. Po
tym czasie filtry przenoszono do wial o pojemno-
$ci4 ml, dodawano po 2 ml mieszaniny acetonitryl:
woda (1: 1; v: v) z dodatkiem 0,1-procentowego
kwasu mréowkowego i ekstrahowano przez 30 min
przy uzyciu wytrzasarki mechanicznej. Ekstrakty
przenoszono do wial o pojemnosci 2 ml, przepusz-
czajac je przez filtry strzykawkowe z membrang
PTFE o $rednicy poréw 0,45 um, a nastepnie pod-
dano analizie chromatograficznej. W celu spraw-
dzenia strat analitu podczas pobierania prébek po-
wietrza wielko$ci pol powierzchni pikéw uzyskane
z analiz ekstraktéw poréwnano z wynikami analiz
ekstraktow filtréw, na ktére naniesiono takie same
stezenia 5-FU, ale nie przepuszczano przez nie
powietrza.

Wryniki badan przedstawiono w tabeli 3. Ana-
liza tych danych wskazuje, Ze przyjety sposob po-
bierania probek powietrza nie powoduje istotnych
ilosciowych strat 5-fluorouracylu zatrzymanego
na filtrach z wlékna szklanego. Srednie wartosci
wspotczynnikow odzysku 5-FU z filtréw, przez kto-
re nie przepuszczano powietrza, dla stezen 0,013;
0,52 1 2,6 ug/ml wynosza odpowiednio 0,93 (SD -
0,027); 0,92 (SD - 0,023) 10,94 (SD - 0,042).
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Tabela 3.
Badanie warunkow pobierania probek powietrza do oznaczei 5-fluorouracylu (5-FU)
Pole powierzchni pikow
Medium Zawartos¢ 5-FU Wsp6tczynnik Srednia wartos¢
pochtaniajace na filtrze, g odzysku wspdtczynnika odzysku
roztwor
ekstrakt
kontrolny
5505,63 0,95
5266,34 0,91
5622,56 0,97
575173 5204,26 0,90
0,26 5693,38 5310,75 0,92 0,93
5859,84 5383,22 0,93
SD0,03
cv2)9
19304,89 0,88
20 383,55 0,93
Filtr z widkna 2031,79 0,92
szklanego 21125,40 20755,13 0,94
1,04 23 094,87 20 355,41 0,93 0,92
21710,83 20 600,69 0,94
SDO,2
cVv25
101335,70 0,89
107 814,95 0,95
wasss | lome |0
5,2 111791,98 ! ' 0,94
113 91180 102 971,60 0,91
' 104 849,82 0,93
SD0,04
cv4,5
Sredni wspétczynnik odzysku, Sr, % 0,93
Odchylenie standardowe, ~ SD 0,03
Wspbtczynnik zmiennosci, CV, % 3,5

Badanie zakresu stosowania
i precyzji metody analitycznej

Celem okreslenia zakresu roboczego metody
przygotowano 3 serie po 8 filtréw z wldkna szkla-
nego, na ktére naniesiono po 10 pl roztworéw
wzorcowych o stezeniach 0; 10,4; 26; 52; 104;
260; 390 i 520 pg/ml, co odpowiada zawartosci
0; 0,104; 0,26; 0,52; 1,04; 2,6; 3,9 i 5,2 ug 5-FU
na filtrze. Po odparowaniu rozpuszczalnika fil-
try umieszczono w wialach o pojemnosci 4 ml,
zalano 2 ml mieszaniny acetonitryl: woda (1: 1;
v: v) z dodatkiem 0,1-procentowego kwasu mrow-
kowego, a nastepnie poddano ekstrakcji przy
uzyciu wytrzasarki mechanicznej przez 30 min.
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Ekstrakty przenoszono do wial o pojemnosci
2 ml, przepuszczajac je przez filtry strzykawko-
we z membrang PTFE o $rednicy poréw 0,45 pm,
a nastepnie poddano analizie chromatograficz-
nej. Wyniki badania liniowosci metody przedsta-
wiono graficznie na rysunku 3. Zalezno$¢ odpo-
wiedzi detektora UV-VIS od stezenia 5-FU ma
charakter liniowy w zakresie 0,052 + 2,6 ug/ml
(0,00014 + 0,0072 mg/m’ dla probki powie-
trza 720 1). Zalezno$¢ te opisuje rownanie
y =51129x - 353,8. Wyrazony w procentach blad
wzgledny CV wynosi 5,4%, a wspotczynnik kore-
lacji ,r” = 0,9994.

69




Marzena Bonczarowska, Stawomir BrzeZnicki

160 000
140 000
120 000
100 000
80000
60000
40000

Pole powierzchni piku

20000

0
0 0,5 1

y =51129x - 353,77
Rz =0,9989
CV=54%

1,5 2 25 3

Stezenie, pg/ml

Rys. 3. Krzywa wzorcowa 5-fluorouracylu (5-FU) na filtrach z widkna szklanego

Celem zbadania zgodnosci wynikow przy wie-
lokrotnym powtarzaniu oznaczenia przygotowano
3 serie po 10 filtréw z wtdkna szklanego, na ktoére
naniesiono po 10 ul roztworéw wzorcowych 5-FU
o stezeniach 26; 104 i 520 ug/ml. Po odparowaniu
rozpuszczalnika filtry przenoszono do naczynek
o pojemnosci 4 ml, dodawano po 2 ml mieszaniny
acetonitryl: woda (1: 1; v: v) z dodatkiem 0,1-pro-
centowego kwasu mréwkowego i ekstrahowano
przez 30 min z uzyciem wytrzasarki mechanicz-

Tabela 4.

nej. Ekstrakty przenoszono do wial o pojemnosci
2 ml, przepuszczajac je przez filtry strzykawkowe
z membrang PTFE o §rednicy poréw 0,45 pm, a na-
stepnie poddano analizie chromatograficznej.

Wryniki badania precyzji metody przedstawio-
no w tabeli 4. Wspotczynniki zmiennosci (CV)
rozrzutéw uzyskanych wynikéw w stosunku do
wartosci $rednich dla stezen 0,13; 0,52 1 2,6 ug/ml
wynosza odpowiednio: 4,7; 3,7 1 1,6%.

Wyniki badania precyzji metody oznaczania 5-fluorouracylu (5-FU)

) Stezenie, ug/ml

Numer analizy

0,13 0,52 2,6
1 7580,5 31670,4 197199,0
2 8397,0 34089,0 195553,5
3 7764,5 35704,0 196 136,0
4 8548,0 34 826,5 198 064,0
5 7721,0 36 070,0 200 265,0
6 8058,0 34 016,5 194 517,5
7 8120,0 354225 198 624,0
8 7689,0 33668,5 188 877,0
9 8659,0 35110,5 197 655,0
10 8170,0 33994,0 193 452,5
Srednia 8 070,70 34 457,19 196 034,35
SD 379,31 1272,94 3217,02
CV, % 4,7 3,7 1,6

Badanie warunkéw przechowywania
pobranych préobek

Do zbadania trwatosci (5-fluorouracylu) 5-FU po-
branego na filtry z wldkna szklanego przygotowano

70

4 serie po 6 filtréw, na ktdre naniesiono po 10 pl roz-
tworéwwzorcowych ostezeniach26;104i520 pg/ml.
Po odparowaniurozpuszczalnika filtry umieszczano
w hermetycznych pojemnikach i przechowywano
w chiodziarce przez okres 5, 10, 151 30 dni. W dniu
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badania filtry ekstrahowano 2 ml mieszaniny ace-
tonitryl: woda (1: 1; v: v) z dodatkiem 0,1-procento-
wego kwasu mréwkowego przez 30 min z uzyciem
wytrzasarki mechanicznej. Ekstrakty przenoszono
do wial o pojemnosci 2 ml, przepuszczajac je przez
filtry strzykawkowe z membrang PTFE o $rednicy
poréw 0,45 um, a nastepnie poddano analizie chro-
matograficznej. Uzyskane wartoséci pol powierzch-
ni pikéw 5-FU pordéwnano z wynikami analiz eks-
traktow filtréw przygotowanych w dniu badania.
Wyniki badan warunkéw przechowywania
probek przedstawiono w tabeli 5. Zebrane dane

wskazujg, iz probki 5-fluorouracylu pobrane na
filtry i umieszczone w hermetycznych pojemni-
kach przechowywanych w chlodziarce s trwale
10 dni. Po tym okresie przechowywania prébek
wyrazone w procentach wspolczynniki odzysku
5-FU z filtréw dla zawartosci 0,26; 1,04 i 5,2 ug/
filtr wynosity odpowiednio 100,1; 95,3 i 100,4%
(8r. 98,4%; SD - 3,1).

Dluzsze przechowywanie probek 5-FU pobra-
nych na filtr z wlékna szklanego powoduje bli-
sko 10 % straty analitu w probkach o stezeniach
w zakresie %2 + 2 warto$ci NDS.

Tabela 5.
Wptyw czasu przechowywania na trwato$¢ 5-fluorouracylu (5-FU) pobranego na filtr
Czas, Zawartos¢ 5-FU na filtrze
Zcz_ba 0,26 1,04 5.2
ni [% odzysku] [% odzysku] [% odzysku]
97,7 m,2 95,5 96,1 99,0 97,5 89,7 103,6 89,5
m7 102,3 97,0 97,3 95,4 98,3 103,0 106,8 89,4
Sr 102,6% Sr 97,2% Sr 98,5%
> D 7,2 D 13 sD 8.3
v 7.1% v 1,4% cv 8,4%
Sredni wspétczynnik odzysku,  Sr 99,4%
Odchylenie standardowe, SD 6,4
Wsp6tczynnik zmiennosci, cv 6,5%
100,8% 100,5% 102,2% 95,7% 96,4% 92,8% 100,7% 97,3% | 103,8%
97,6% 99,3% 100,6% 97,0% 94,6% 93,9% 97,7% 102,6% | 97,0%
Sr 100,1% Sr 95,3% Sr 100,4%
10 SD 1,7 SD 1,7 SD 2,9
v 1,7% v 1.7% (a7 2,9%
Sredni wspétczynnik odzysku, — Sr 92,2%
Odchylenie standardowe, SD 78
Wspdtczynnik zmiennosci, cv 8,6%
92,5% 93,8% 96,8% 92,3% 87,7% 88,4% 87.1% 88,9% 90,5%
99,6% 97,7% 100,4% 92% 98,2% 90,9% 83,8% 87,2% 90,7%
Sr 96,1% Sr 91,7% Sr 87,5%
15 SD 2,9 SD 4,2 SD 2,5
v 3,0% v 4,6% (a7 2,8%
Sredni wspétczynnik odzysku,  Sr 92,1%
Odchylenie standardowe, SD 4.8
Wsp6tczynnik zmiennosci, cv 52%
103,5% 96,5% 95,9% 86,5% 88,9% 93,2% 92,8% 89,1% 89,1%
99,8% 92,4% 92,1% 93,0% 94,4% 95,8% 91,7% 89,7% 91,1%
Sr 97,6% Sr 91,2% Sr 90,5%
30 SD 4,2 SD 3,3 SD 1,7
[a% 4,3% [a% 3.7% [a% 1,9%
Sredni wspétczynnik odzysku,  Sr 92,8%
Odchylenie standardowe, SD 4,2
WSspdtczynnik zmiennosci, [a% 4,5%
PIMOSP nr 2(104) 7
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WALIDACIA METODY

Walidacje metody przeprowadzono zgodnie
z wymaganiami zawartymi w normie europejskiej
PN-EN 482.

Na podstawie przeprowadzonych badan uzy-
skano nastepujace dane walidacyjne:

- zakres
pomiarowy 0,00014 + 0,0072 mg/m’
(dla probki
powietrza 720 1)
- granica
oznaczalnoéci,
X 0,0022 pg/ml

- granica
wykrywalnodci, X |

- wspdlczynniki korelacji
charakteryzujace
liniowos¢ krzywych
wzorcowych

- niepewno$¢ catkowita
metody

0,0007 pg/ml

r=10,9989

11,8%.

PODSUMOWANIE

Na podstawie przeprowadzonych badan zapro-
ponowano metode oznaczania 5-fluorouracylu
w powietrzu $rodowiska pracy z wykorzystaniem
techniki wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej z detekcja spektrofotometryczng. Zastosowanie
kolumny analitycznej XTerra C-18 o wymiarach
150 x 2,1 mm, 3,5 um, eluowanej mieszaning ace-
tonitrylu i wody z dodatkiem kwasu mréwkowego,

pozwala na oznaczenie tego zwigzku w obecnosci
innych cytostatykow. Opisana metoda umozliwia
oznaczanie stezen 5-fluorouracylu w powietrzu $ro-
dowiska pracy w zakresie 0,00014 + 0,0072 mg/m’,
tj. ~ 1/25 + 2 wartosci NDS. Metoda zostata poddana
walidacji zgodnie z wymaganiami normy PN-EN-
482+A1:2016-01 i opisana w formie procedury
analitycznej zamieszczonej w zalgczniku.
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ZAYACZNIK

PROCEDURA ANALITYCZNA OZNACZANIA 5-FLUOROURACYLU
W POWIETRZU NA STANOWISKACH PRACY

1. Zakres stosowania metody

Metode podang w niniejszej procedurze stosuje
siec w celu oznaczania stezen frakcji wdychalnej
5-fluorouracylu (CAS:51-21-8) w powietrzu na
stanowiskach pracy z zastosowaniem metody wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja
spektrofotometryczng (UV-VIS).

Najmniejsze stezenie 5-FU, jakie mozna ozna-
czy¢ w warunkach pobierania probek powietrza
i wykonania oznaczania opisanych w metodzie,
wynosi 0,00014 mg/m”.

2. Powotanie normatywne

P-Z-04008-7:2002 (wraz z poOZniejsza zmiang
PN-Z-04008-7:2002/Az1:2004) Ochrona czystosci
powietrza — Pobieranie probek — Zasady pobiera-
nia probek powietrza w srodowisku pracy i inter-
pretacji wynikow.

3. Zasada metody

Zasada metody polega na zatrzymaniu obecne-
go w powietrzu 5-fluorouracylu na filtrze z wiok-
na szklanego, wymyciu zatrzymanego zwigzku
mieszaning acetonitryl: woda z dodatkiem kwasu
mréwkowego przy uzyciu wytrzasarki mechanicz-
nej, a nastepnie poddaniu ilo§ciowemu oznaczeniu
przy zastosowaniu wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z detektorem spektrofotometrycznym
(UV-VIS).

4. Wytyczne ogblne

4.1. Czysto$¢ odczynnikow
Do wykonania analizy, o ile nie zaznaczono inaczej,
nalezy stosowa¢ odczynniki i substancje wzorcowe
o stopniu czystosci co najmniej cz.d.a.

4.2. Dokladnos¢ wazenia
Substancje stosowane w analizie nalezy wazy¢ z do-
kfadnoscig do 0,0002 g.
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4.3. Postepowanie z substancjami toksycznymi
Wszystkie czynno$ci, podczas ktorych uzywa sie
substancji chemicznych, nalezy wykonywa¢ pod
sprawnie dzialajacym wyciagiem laboratoryjnym.
Uzyte roztwory i odczynniki nalezy gromadzi¢
w przeznaczonych do tego celu pojemnikach
i przekazywa¢ do zakladéw zajmujacych sie ich
utylizacja.

5. Odczynniki i roztwory

5.1. 5-Fluorouracyl
Stosowac¢ 5-fluorouracyl wg punktu 4.1.

5.2. Acetonitryl
Stosowac acetonitryl o czystosci do HPLC.

5.3. Kwas mréwkowy
Stosowa¢ kwas mrowkowy wg punktu 4.1.

5.4. Woda
Stosowaé wode o czystosci do HPLC.

5.5. Roztwor do ekstrakcji
Sporzadzi¢ mieszanine ekstrakcyjna przez zmiesza-
nie acetonitrylu wg punktu 5.3. i wody wg punktu
5.4. wstosunku 1: 1 i doda¢ takg ilo§¢ kwasu mrow-
kowego wg punktu 5.3., aby jego stezenie w miesza-
ninie wynosito 0,1%.

5.6. Roztwor kwasu mréwkowego w acetonitrylu
Do kolby miarowej wg punktu 6.4. o pojemnosci
1000 ml odmierzy¢ 950 ml acetonitrylu wg punktu
5.2. i doda¢ 1 ml kwasu mréwkowego wg punktu
5.3., kolbe uzupelni¢ do kreski acetonitrylem. Za-
wartos$¢ kolby wymiesza¢ i odgazowaé za pomoca
ultradzwiekdow.

5.7. Roztwor kwasu mréwkowego w wodzie
Do kolby miarowej wg punktu 6.4. o pojemnosci
1000 ml odmierzy¢ 950 ml wody wg punktu 5.4.
i doda¢ 1 ml kwasu mréwkowego wg punktu 5.3.,
kolbe uzupelni¢ wodg do kreski. Zawarto$¢ kolby
wymiesza¢ i odgazowaé za pomocg ultradzwiekdw.

5.8. Roztwdr wzorcowy podstawowy

5-fluorouracylu
Do kolby miarowej wg punktu 6.4. o pojemnosci
5 ml odwazy¢ na wadze analitycznej wg punktu
6.10. ok. 5 mg wzorca 5-fluorouracylu wg punktu
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5.1. Wzorzec rozpusci¢ w roztworze do ekstrak-
cji wg punktu 5.5. po rozpuszczeniu wzorca kolbe
uzupelni¢ do kreski. Obliczy¢ zawartos¢ 5-fluoro-
uracylu w 1 ml roztworu.

5.9. Roztwdr wzorcowy posredni

5-fluorouracylu

Do kolby miarowej wg puntu 6.4. o pojemnosci
5 ml odmierzy¢ za pomocg pipety wg punktu 6.7.
taka ilo$¢ wzorca podstawowego wg punktu 5.8.,
aby otrzymac stezenie 520 pg/ml.

5.10. Roztwory wzorcowe robocze

5-fluorouracylu

Do 7 kolb miarowych wg puntu 6.4. o pojemno-
$ci 1 ml odmierzy¢ za pomocg pipety wg punktu
6.7. odpowiednio 0; 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 0,75
i 1 ml roztworu posredniego wg punktu 5.9., kol-
by uzupetni¢ do kreski roztworem do ekstrakcji wg
punktu 6.1. Stezenia 5-fluorouracylu w tak przygo-
towanych roztworach wynosza: 0; 10,4; 26; 52; 104;
260; 390 1 520 ug/ml.

6. Przyrzady pomiarowe
i sprzet pomocniczy

6.1. Chromatograf cieczowy
Stosowac chromatograf cieczowy z detektorem spek-
trofotometrycznym umozliwiajgcym  wykonanie
analizy przy dlugosci fali analitycznej A = 267 nm.
6.2. Filtry z wtdkna szklanego
Stosowa¢ filtry z wldkna szklanego o $rednicy
25 mm i $rednicy poréw 1,6 pm.
6.3. Filtry strzykawkowe
Stosowac filtry strzykawkowe o $rednicy 13 mm
z membrang z PTFE o $rednicy poréw 0,45 um.
6.4. Kolby miarowe
Stosowac kolby miarowe o pojemnosci 1; 5 i 1000 ml.
6.5. Kolumna chromatograficzna
Stosowaé chromatograficzng kolumne analityczng
o dlugosci 150 mm i §rednicy wewnetrznej 2,1 mm
wypelniong fazg oktadecylowg o $rednicy ziaren
3,5 um.
6.6. Naczynka szklane (wiale)
Stosowac naczynka szklane o pojemnosci 2 i 4 ml.
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6.7. Pipety do cieczy
Stosowac pipety automatyczne nastawne o pojem-
noéci 0,010 +0,110,1 + 1 ml.

6.8. Pompa ss3ca
Stosowaé pompe ssacg umozliwiajacg pobranie
probki powietrza ze stalym strumieniem objetosci
2 |/min.

6.9. Glowice do pobierania probek powietrza
Stosowa¢ glowice do pobierania probek powietrza
frakcji wdychalne;j.

6.10 Waga analityczna
Stosowaé wage analityczna umozliwiajacg wazenie
z doktadnoscig do 0,0002 g.

6.11. Wytrzasarka mechaniczna.

Stosowa¢ wytrzasarke mechaniczna.

7. Pobieranie probek powietrza

Podczas pobierania probek powietrza nalezy sto-
sowac zasady zawarte w normie PNZ04008-7:2002
(wraz z pdzniejszg zmiang PN-Z-04008-7:2002/
Az1:2004).

Za pomocg pompy wg punktu 6.8. przepu-
$ci¢ przez filtr z widkna szklanego wg punktu 6.2.
umieszczonego w glowicy do pobierania frakcji
wdychalnej wg punktu 6.9. okoto 720 I powietrza
ze stalym strumieniem objetosci. Pobrane probki
powietrza zabezpieczy¢ i do czasu analizy przecho-
wywa¢é w chlodziarce.

8.  Warunki pracy chromatografu

Nalezy tak dobra¢ sktad fazy ruchomej, aby za-
pewni¢ selektywne oznaczanie 5-fluorouracylu od
substancji wspolwystepujacych. W przypadku sto-
sowania kolumny chromatograficznej wg punktu
6.5. oznaczanie mozna wykonac przy zastosowaniu
warunkow podanych w tabeli 1. Podane warunki
nalezy traktowac jako warunki przykladowe.
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Tabela 1.
Warunki pracy chromatografu cieczowego z detektorem UV-VIS
Kolumna analityczna XTerra™ LC-18-150 x 2,1mm x 3,5 ym
Faza ruchoma 0,1-procentowy kwas mréwkowy w ACN: 0,1-procentowy kwas mréwkowy w H,0
(izokratycznie) 6.4
Natezenie przeptywu strumienia fazy ruchomej 0,2 ml/min
Temperatura kolumny 40°C
Objetos¢ probki 10 pl
Dtugosc fali analitycznej 267 nm

9. Sporzadzanie krzywej wzorcowej

Na 8 filtréw wg punktu 6.2. nanies¢ za pomocg pi-
pety automatycznej wg punktu 6.7. po 10 pl roztwo-
réw wzorcowych roboczych wg punktu 5.10. Masy
wzorca 5-fluorouracylu na filtrach wynosza odpo-
wiednio: 0; 0,104; 0,26; 0,52; 1,04; 2,6; 3,91 5,2 pg.
Po odparowaniu rozpuszczalnika filtry przenies¢
do naczynek o pojemnoséci 4 ml wg punktu 6.6.
Do kazdego naczynka doda¢ po 2 ml roztworu do
ekstrakeji wg punktu 5.5. i podda¢ 30-minutowej
ekstrakcji przy uzyciu wytrzasarki mechanicznej
wg punktu 6.11. Ekstrakty przenies¢ do naczynek
o pojemnosci 2 ml wg punktu 6.6., przepuszczajac
je przez filtry strzykawkowe wg punktu 6.3., i pod-
da¢ analizie chromatograficznej. Sporzadzi¢ krzy-
wa wzorcowy, odktadajac na osi odcietych ilos¢
wzorca naniesionego na filtr, a na osi rzednych
warto$¢ pola powierzchni (wysokosci) piku dane-
go zwiazku. Dopuszcza si¢ automatyczne integro-
wanie danych i sporzadzanie krzywej wzorcowe;.

10. Wykonanie oznaczenia

Po pobraniu prébek powietrza filtry przenies¢ do
naczynek o pojemnosci 4 ml wg punktu 6.6., zala¢
2 ml roztworu do ekstrakeji wg punktu 5.5. i pod-
da¢ 30-minutowej ekstrakcji przy uzyciu wytrzasar-
ki mechanicznej wg punktu 6.11. Ekstrakty prze-
nie$¢ do naczynek o pojemnosci 2 ml wg punktu
6.6., przepuszczajac je przez filtry strzykawkowe
wg punktu 6.3., i podda¢ analizie chromatogra-
ficznej. W przypadku prébek, ktérych wartoéci pol
powierzchni analizowanych pikéow przekraczaja
zakres roboczy metody, nalezy wykona¢ powtérne
oznaczenie, rozcienczajac dodatkowo probke. Do-
datkowe rozcieniczenie uwzgledni¢ w obliczeniach.
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1. Obliczanie wyniku oznaczenia

Stezenia 5-fluorouracylu (X) w badanym powie-
trzu obliczy¢ w miligramach na metr sze$cienny na
podstawie wzoru:
xX==,
w ktérym: \%4
c- zawarto$¢ 5-fluorouracylu odczytana
z krzywej wzorcowej, w miligramach,
V- objetos¢ przepuszczonego powietrza,
w metrach szesciennych.

12. Protokot z badan

W protokole z badan nalezy poda¢ nastepujace
informacje:
- powolanie na niniejszg norme,
- wszystkie dane konieczne do petnej iden-
tyfikacji probki,
- wyniki wyrazone w sposob podany w punk-
cie 11,,
- wszystkie szczegdly niepodane w niniejszej
procedurze lub pozostawione do wyboru,
a takze wszelkie czynniki, ktére mogly
wplyna¢ na wyniki.
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