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Streszczenie

Chlorowodorek doksorubicyny (DOX) w temperaturze pokojowej jest krystalicznym ciatem stalym o czerwonym zabar-
wieniu. Zwigzek stosuje sie jako cytostatyk w leczeniu réznych postaci raka (rak jajnika, rak ptuca, rak piersi, rak zotadka).
Jest takze stosowany jako cytostatyk w praktyce weterynaryjnej. Doksorubicyna podejrzewana jest o dzialanie rakotworcze
dla ludzi i negatywny wplyw na rozrodczo$¢. DOX moze dziata¢ réwniez kardiotoksycznie oraz hamujaco na czynnos¢
szpiku kostnego. Celem pracy bylo przygotowanie odpowiednio czulej i selektywnej metody oznaczania chlorowodorku
doksorubicyny w powietrzu na stanowiskach pracy, ktora umozliwi pomiar stezenia tego zwiazku, a nastepnie pozwoli na
dokonanie oceny narazenia zawodowego. Metoda polega na zatrzymaniu chlorowodorku doksorubicyny na filtrze z wiok-
na szklanego, ekstrakgji filtra mieszaning acetonitryl: woda z dodatkiem (0,1%) kwasu mréwkowego i chromatograficznej
analizie otrzymanego roztworu technikg LC-MS/MS lub LC-FLD. Zaproponowany sposéb ekstrakeji DOX z filtréw umoz-
liwia wysoki odzysk analitu. Srednia (dla trzech stezen) warto$¢ wydajnosci ekstrakeji wynosi 105,5%. Zalezno$¢ wskazan
spektrometru mas lub detektora fluorescencyjnego w funkgji stezen DOX ma charakter liniowy (odpowiednio r = 0,9994
ir=0,9993) w zakresie stezen 0,0108 + 0,216 pg/ml. Metoda charakteryzuje si¢ dobra precyzja i dokladnoscia, spetnia
wymagania normy PN-EN 482:2021-08 dla procedur dotyczacych oznaczania czynnikéw chemicznych. Opracowana me-
toda oznaczania chlorowodorku doksorubicyny w powietrzu na stanowiskach pracy zostala zapisana w postaci procedury

! Opracowano i wydano na podstawie wynikow VI etapu programu wieloletniego pn. ,,Rzadowy Program Poprawy Bezpieczenstwa i Warunkow
Pracy’, finansowanego w zakresie badan naukowych i prac rozwojowych ze srodkéw Narodowego Centrum Badan i Rozwoju. Projekt nr IIL.PN.05
pt. ,Opracowanie metod oznaczania 12 szkodliwych substancji chemicznych w powietrzu na stanowiskach pracy do oceny narazenia zawodowego”
Koordynator programu: Centralny Instytut Ochrony Pracy — Panstwowy Instytut Badawczy.

135




Marzena Bonczarowska, Wioletta Mysur, Stawomir Brzeznicki

analitycznej, ktorg zamieszczono w zalaczniku. Zakres tematyczny artykulu obejmuje zagadnienia zdrowia oraz bezpie-
czenstwa i higieny srodowiska pracy bedace przedmiotem badan z zakresu nauk o zdrowiu oraz inzynierii srodowiska.

Stowa kluczowe: chlorowodorek doksorubicyny, czynnik rakotworczy, metoda analityczna, metoda chromatografii cieczo-
wej, spektrometria mas, detekcja fluorescencyjna.

Abstract

Doxorubicin hydrochloride (DOX) in room temperature is a red crystalline solid. It is used as an antineoplastic drug in
therapy of certain types of cancer (ovarian cancer, lung cancer, breast cancer, gastrointestinal cancer). It is also used as
cytostatic in veterinary practice. Doxorubicin is suspected to be carcinogenic to humans and have negative impact for
reproduction. DOX can also cause bone marrow suppression and act as a cardiotoxic agent. The aim of the study was to
prepare a suitably sensitive and selective method for the determination of doxorubicin in air at workplaces, which will
enable the measurement of concentrations of this compound and then allow occupational exposure to be assessed. This
method is based on the collection of DOX on glass fiber filter, extraction with mixture of acetonitrile: water with addition
of formic acid (0.1%), and chromatographic determination of resulted solution with LC-MS/MS or LC-FLD technique.
The average extraction efficiency of DOX from filters amounted to 105.5%. Method is linear (r=0.9994 or 0.9993) within
the investigated working range from 0.0108 pg/ml to 0.216 pg/ml for LC-MS/MS and LC-FLD technique respectively.
The method has good precision and accuracy and meets the requirements of EN 482:2021-08 for procedures for the
determination of chemical agents. The developed method for the determination of doxorubicin hydrochloride in air at
workplaces was written in the form of an analytical procedure, which is included in Appendix. The thematic scope of the
article includes the issues of health and safety and hygiene of the working environment being the subject of research in
health sciences and environmental engineering.

Keywords: doxorubicin hydrochloride, carcinogen, analytical method, liquid chromatography method, mass spectrometry,
fluorescence detection.
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WPROWADZENIE wymiotami, zapaleniem jamy ustnej oraz utratg
wloséw. Chlorowodorek doksorubicyny podobnie
jak doksorubicyna moze réwniez dziala¢ draznia-
co na blony sluzowe oczu i powodowaé podraz-
nienie, Izawienie oraz zaczerwienienie spojowek.

Dlugotrwale narazenie na pyt doksorubicyny lub

Charakterystyka substancji

Doksorubicyna oraz chlorowodorek doksorubi-
cyny (DOX) w temperaturze pokojowej wystepuja

w postaci pozbawionego zapachu czerwonego
proszku. Chlorowodorek doksorubicyny bardzo
tatwo rozpuszcza si¢ w wodzie i w wodnych roz-
tworach alkoholi, natomiast nie rozpuszcza si¢
w rozpuszczalnikach organicznych. Chlorowodo-
rek doksorubicyny jest w Polsce gtéwnym skladni-
kiem do przygotowywania preparatéw leczniczych
zawierajacych  doksorubicyne  (Kupczewska-
-Dobecka 2020). DOX jest stosowany jako cytosta-
tyk w leczeniu ostrych bialaczek, chloniaka, raka
sutka, raka ptuca, raka pecherza moczowego, raka
jajnika, tarczycy i kory nadnerczy oraz szpiczaka
mnogiego, ziarnicy zloéliwej i migsakow. Stosuje
sie go takze jako cytostatyk w praktyce weteryna-
ryjnej. Szkodliwe dziatanie doksorubicyny mani-
festuje sie uczuciem dyskomfortu, nudnosciami,
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jej chlorowodorku moze by¢ przyczyng zaburzen
funkcji ptuc oraz zmian alergicznych na skdrze.
Substancje te sg podejrzewane réwniez o dzialanie
kardiotoksyczne i dzialanie hamujace czynnos¢
szpiku kostnego, a takze dzialanie mutagenne
i genotoksyczne. Eksperci IARC zaliczyli dokso-
rubicyne do grupy 2A, tj. do grupy zwigzkéw
o prawdopodobnym dziataniu rakotworczym dla
ludzi (IARC 1987). Doksorubicyna i jej chlorowo-
dorek sa rowniez uwazane za substancje dziatajace
szkodliwie na rozrodczos¢ i wykazujace dziala-
nie embriotoksyczne (Kupczewska-Dobecka 2020;
PubChem 2023).

Zaréwno doksorubicyna, jaki jej chlorowodorek
nie zostaly zaklasyfikowane urzedowo w Unii Eu-
ropejskie zgodnie z rozporzadzeniem Parlamentu
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Europejskiego i Rady (WE) nr 1272/2008 z dnia
16 grudnia 2008 r. w sprawie klasyfikacji, ozna-
kowania i pakowania substancji mieszanin, zmie-
niajacego i uchylajacego dyrektywy 67/648/EWG
i 1999/45/WE oraz zmieniajacego rozporzadzenie
WE nr 1907/2006. Wiekszos¢ producentéw chlo-
rowodorku doksorubicyny klasyfikuje te substan-
cje pod katem dzialania rakotworczego (Carc. 1B)
i ostrego dzialania toksycznego (Acute Tox. 4);
z przypisanymi zwrotami ,,H350: Moze powodo-
wac raka” i ,,H302: Dziala szkodliwie po potknie-
ciu” (ECHA 2023).

Zgodnie z rozporzadzeniem Ministra Rodziny,
Pracy i Polityki Spolecznej z dnia 19 lutego 2021 r.
zmieniajagcym rozporzadzenie w sprawie najwyz-
szych dopuszczalnych stezen i natezen czynni-
kow szkodliwych dla zdrowia w $rodowisku pracy
z dnia 12 czerwca 2018 r. wartos¢ NDS dla dokso-
rubicyny lub chlorowodorku doksorubicyny (frak-
cja wdychalna) wynosi 0,0003 mg/m’ (DzU 2021,
poz. 325).

Zatozenia opracowanej metody

Opracowana w 2018 r. metoda oznaczania DOX
w $rodowisku pracy zakladala wykorzystanie do
tego celu wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej z detekcja spektrofotometryczng (Szewczy#-
ska, Posniak 2018) i obejmowala zakres oznaczania
w granicach 1/5 + 3,3 wartos$ci NDS (0,00006 +
0,001 mg/m®), co nie spelnia obecnie wymagan
normy PN-EN-482, zgodnie z ktérg metoda ana-
lityczna musi umozliwia¢ oznaczanie badanego
zwiazku w granicach 1/10 + 2 wartosci NDS. Ce-
lem pracy bylo opracowanie odpowiednio czulej
i selektywnej metody oznaczania DOX w powietrzu
na stanowiskach pracy, umozliwiajacej pomiar ste-
zenia tego zwiazku zgodnie z wymaganiami normy
PN-EN 482.

Wtasnosci  fizykochemiczne  chlorowodor-
ku doksorubicyny wskazuja, ze zwigzek ten moze
wystepowa¢ w $rodowisku pracy w postaci pylu
lub aerozolu. Z tego wzgledu do pobierania pro-
bek powietrza mozna zastosowac filtry z wtokna
szklanego umieszczone w glowicach do wyod-
rebniania frakeji wdychalnej pytu badz aerozolu.
Do oznaczania doksorubicyny lub jej chlorowodor-
ku stosuje si¢ gléwnie metody chromatograficzne
z réznymi systemami detekcji, takimi jak: spek-
trofotometria (LC-UV-VIS), (Bartzatt, Weidner
2012; Dharmalingam i in. 2014; Sanogo i in. 2021;
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Szewczyniska, Posniak2018),fluorescencja(LC-FLD),
(Daeihameda i in. 2014; Lucas i in. 2016; Mahnik
i in. 2006; Pieri i in. 2010; Shah i in. 2018), spek-
trometria mas (LC-MS/MS), (Cotteret i in. 2022;
Dal Bello i in. 2016; Ma i in. 2015; Lema-Atdn i in.
2022; Portilha-Cunha i in. 2021; Roussin i in. 2021;
Villa i in. 2020; Wang i in. 2016). Znacznie rzadziej
w oznaczeniach DOX stosowane s3 metody spek-
trofotometryczne (UV-VIS), (Bartzatt, Weidner
2012) lub micelarna chromatografia elektrokine-
tyczna (Nogueira-Librelotto i in. 2019).

Wigkszo§¢ prac dotyczy oznaczania DOX
w probkach materiatu biologicznego lub w prepa-
ratach farmaceutycznych. W przypadku oznaczen
doksorubicyny (oraz innych cytostatykéw) w po-
wietrzu zastosowanie znalazly filtry z nitrocelu-
lozy (Jung i in. 2023; Solafs i in. 2013) lub czesciej
z wldkna szklanego (Bonczarowska iin. 2018; Szew-
czyniska iin. 2010; Szewczyriska, Posniak 2018; Turci
i in. 2000). Z tego wzgledu zdecydowano o wyko-
rzystaniu do pobierania probek powietrza filtréw
z widkna szklanego. Do oznaczen ilosciowych wy-
brano technike chromatografii cieczowej sprzezo-
nej z tandemowa spektrometrig mas (LC-MS/MS)
wykorzystywana w oznaczeniach innych lekow z tej
grupy, jak réwniez metode¢ wysokosprawnej chro-
matografii cieczowej z detekcja fluorescencyjng
(HPLC-FLD) ze wzgledu na deklarowang wysoka
czuloé¢ oznaczen DOX w probkach materiatu bio-
logicznego (Daeihameda i in. 2014; Lucas i in. 2016;
Shah iin. 2018).

WYNIKI BADAN | ICH OMOWIENIE

Przy opracowaniu metody oznaczania chlorowo-
dorku doksorubicyny w powietrzu na stanowiskach
pracy przyjeto nastepujace zalozenia:
— pobieranie jednej probki na zmiane robocza
- objetos¢ pobranego powietrza nie mniejsza
niz 7201
- zakres pomiarowy 0,0108 + 0,216 pg/ml, co
dla préobki powietrza 720 1 odpowiada zakre-
sowi 0,00003 + 0,0006 mg/m>.

Aparatura
Do badan stosowano nastepujacg aparature: aspi-
ratory indywidualne GilAir 3, umozliwiajace

pobieranie prébek powietrza w strefie oddycha-
nia pracownika ze stalym strumieniem objetosci
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120 I/h (Sensidyne, USA), prébniki do poboru
frakcji wdychalnej typu IOM (Zefon, USA), chro-
matograf cieczowy Waters Acquity I Class Plus
wyposazony w: binarny system pomp wysokocis-
nieniowych, dozownik automatyczny, termostat,
komputer z oprogramowaniem MassLynx oraz ko-
lumne analityczng Waters ACQUITY UPLC HSS
T3 100 mm X 2,1 mm wypetniong ztozem typu C18
o $rednicy ziaren 1,8 um, sprzezony z tandemowym
spektrometrem mas Waters Xevo TQ-XS (Waters,
USA), chromatograf cieczowy Waters Acquity Arc
wyposazony w: poczworny system pomp wysoko-
ci$nieniowych, dozownik automatyczny (autosam-
pler), termostat, detektor fluorescencyjny Waters
2475, komputer z oprogramowaniem Empower 3
oraz kolumne analityczng Waters XTerra 150 mm X
x 2,1 mm wypelniong ztozem typu C18 o $redni-
cy ziaren 5 pm (Waters, USA), mieszadlo mecha-
niczne (Uniwersalne Mieszadlo Hematoligiczne
WIGO, Polska), wage analityczng (Sartorius Re-
search, USA).

Materiaty

Badania wykonano z zastosowaniem: naczynek
szklanych o pojemnosci 2 ml i 4 ml, kolb miaro-
wych o pojemnosci 1 ml, 2 ml, 5 ml i 1000 ml, pi-
pet automatycznych nastawnych o pojemnosci:
0,01 +0,1 ml, 0,1 + 1 mli0,5+ 5ml, filtréw z PTFE
o $rednicy 13 mm i §rednicy poréw 0,45 um (LLG),
filtréw z widkna szklanego o $rednicy 25 mm
i wielkosci poréw 1,6 um (Whatman GF/A).

Odczynniki i roztwory

Stosowano nastepujace odczynniki i roztwory: ace-
tonitryl o czystosci do LC-MS (]J.T. Baker, USA),
chlorowodorek doksorubicyny (CRM Supelco),
acetonitryl o czystosci do LC-MS (].T. Baker), N-hy-
droksymocznik (CRM Supelco), metotreksat (CRM
Supelco), cyklofostamid (CRM Supelco), etopozyd
(Merck), 5-fluorouracyl (CRM Supelco), ifosfamid
(CRM Supelco), paklitaksel (Supelco), docetak-
sel (Supelco), kwas mrowkowy (Alchem), woda
o czystosci do LC-MS (Hydrolab, Polska), roztwor
do ekstrakcji - mieszanina acetonitrylu i wody
w stosunku objetosciowym 1: 1 z dodatkiem kwasu
mrowkowego stanowigcym 0,1% mieszaniny.
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Dobér optymalnych warunkéw analizy
chromatograficznej i parametrow pracy
spektrometru mas (LC-MS/MS)

Badania dotyczace uzyskania optymalnych warunkow
analizy doksorubicyny technika LC-MS/MS wykony-
wano z uzyciem ultrasprawnego chromatografu cie-
czowego sprzezonego z tandemowym spektrometrem
mas oraz kolumny analitycznej Waters ACQUITY
UPLC HSS T3 100 mm x 2,1 mm. Jako faze ruchoma
(elucja gradientowa) zastosowano acetonitryl z dodat-
kiem kwasu mréwkowego stanowiacym 0,1% miesza-
niny i wode réwniez z dodatkiem kwasu mréwkowego
stanowigcym 0,1% mieszaniny. Optymalizacji podda-
no takie parametry pracy detektora mas, jak: napie-
cie kapilary sondy ESI, napiecie zZrédta jonow, napie-
cie ekstraktora i soczewek; temperature desolwatacji
i zrédla jonow; przeplywy gazéw oraz parametry
pracy komory kolizyjnej. Charakterystyczng dla do-
ksorubicyny fragmentacje w komorze kolizyjnej jonu
molekularnego (M+H"), (m/z 544,2) do jonu potom-
nego (m/z 397,0) dobrano na podstawie danych litera-
turowych (Villa iin. 2020; Wang i in. 2016).

W celu dobrania optymalnych parametréw roz-
dzielania chromatograficznego mieszaniny cytosta-
tykow oraz parametréw pracy spektrometru mas
przygotowano mieszanine ztozong z o$miu zwigz-
kéw z grupy cytostatykéw (metotreksat, cyklofos-
famid, 5-fluorouracyl, etopozyd, doksorubicyna,
ifosfamid, docetaksel i paklitaksel), ktorg analizo-
wano w warunkach charakterystycznych dla ozna-
czen DOX.

Zastosowanie w analizie chromatograficznej ko-
lumny analitycznej Waters ACQUITY UPLC HSS
T3 wymywanej mieszaning acetonitrylu i wody
z dodatkiem kwasu mréwkowego (elucja gra-
dientowa) umozliwia rozdzielenie analizowanych
zwiazkéw. Optymalne warunki analizy DOX tech-
nikg LC-MS/MS przedstawiono w tabeli 11 2.

Zastosowanie w analizie tandemowego spek-
trometru mas zapewnia w danych warunkach ana-
litycznych selektywno$¢ oznaczen danego zwigz-
ku w przypadku obecnosci innych cytostatykow.
W  przypadku DOX jon pseudomolekularny
(M+H") m/z 544,2 ulega fragmentacji w komorze
kolizyjnej, w wyniku czego powstaja: jon potomny
m/z 397,0 (jon kwantyfikujacy) oraz jon m/z 361,0
potwierdzajacy poprawna identyfikacje badanego
zwiazku (jon potwierdzajacy), (ryc. 1).

Podstawy i Metody Oceny Srodowiska Pracy 2024, nr 4(122)




Oznaczanie chlorowodorku doksorubicyny w powietrzu na stanowiskach pracy

Tabela 1. Warunki pracy chromatografu cieczowego sprzezonego z tandemowym spektrometrem mas
Table 1. Working conditions of a liquid chromatograph coupled with a tandem mass spectrometer

Kolumna analityczna Waters ACQUITY UPLC HSS T3 100 mm x 2,1 mm
roztwor kwasu mréwkowego w wodzie roztwor kwasu mréwkowego w acetonitrylu
Faza ruchoma
(%) A (%) 8
0 min 85 15
0,2 min 85 15
. ) 4 min 0 100
Program — gradient (v: v) 45 min 0 100
5 min 85 15
8 min 85 15
Natezenie przeptywu strumienia fazy ruchomej 0,5 ml/min
Temperatura kolumny /prébki 40°C/5°C
Objetos¢ probki 0,5l

Tabela 2. Warunki pracy tandemowego spektrometru mas podczas analiz doksorubicyny
Table 2. Working conditions of tandem mass spectrometer during doxorubicin analysis

Analiza MS/MS Parametr Wartos¢
Zrédto jondw
Tryb MRM jonizacja ES+
(Multiple Reaction Monitoring) napiecie kapilary 1,5kV
napiecie zrodta jonow 40V
temperatura Zrodta jonéw 150°C
DOX: temperatura desolwatadji 600°C
jon macierzysty 544,2m/z przeptyw azotu w Zrodle jondw 1501/h
waninpt(;/;irtz]j;i:y 397.0m/2 przeptyw gazu desolwatacyjnego (azot) 1100 1/h
potwierdzajacy 361,0m/z ci$nienie gazu nebulizacyjnego 7 bar
Komora kolizyjna
przeptyw gazu kolizyjnego (argon) 0,15 ml/min
energia kolizji (tryb MS/MS) 20eV
Analizator
rozdzielczos¢ niskich mas 1 (LMR-1) 2,82
rozdzielczos¢ wysokich mas 1 (HMR-1) 14,55
energia jonéw 1- 0,4 -0,4
rozdzielczos¢ niskich mas 2 (LMR-2) 2,83
rozdzielczos¢ wysokich mas 2 (HMR-2) 14,87
energia jonow 2 04
wzmocnienie 1
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Rycina 1. Chromatogram mieszaniny omiu cytostatykdw (metotreksat, cyklofosfamid, 5-fluorouracyl, etopozyd, doksorubicyna
(RT1,73 min), ifosfamid, docetaksel i paklitaksel) zarejestrowany w warunkach charakterystycznych dla oznaczef doksorubicyny. LC-MS/MS
Figure 1. Chromatogram of mixture of eight cytostatics (methotrexate, cyklophosphamide, 5-fluorouracyl, etoposide, doxorubicin
(RT1.73 min), iphosphamide, docetaxel i paklitaxel) recordet in chromatographic conditions characteristic for DOX determination. LC-MS/MS

Dobdr optymalnych warunkéw analizy
chromatograficznej i parametrow
pracy spektrometru mas (LC-FLD)

Badania dotyczace mozliwodci zastosowania tech-
niki LC-FLD do oznaczania stezen DOX na sta-
nowiskach pracy wykonano przy zastosowaniu
chromatografu cieczowego Waters Acquity Arc
z detektorem fluorescencyjnym Waters 2475. Moz-
liwo$¢ rozdzielenia wieloskladnikowej mieszani-
ny cytostatykéw testowano przy uzyciu kolumny
analitycznej Waters XTerra 150 mm X 2,1 mm
wypelnionej zlozem typu C18 o srednicy ziaren
5 pum. Jako faze ruchomg stosowano, podobnie jak
w przypadku oznaczen DOX technikg LC-MS/MS,
acetonitryl i wode¢ z dodatkiem kwasu mréwko-
wego stanowigcego 0,1% mieszaniny. Diugos¢ fali
wzbudzenia i emisji do oznaczen DOX metoda
LC-FLD dobrano na podstawie danych literaturo-
wych (Lucas iin. 2016).

W przypadku techniki LC-FLD selektyw-
nos$¢ oznaczen DOX zapewnia w gtéwnej mierze
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zastosowanie detektora fluorescencyjnego (FLD)
i wlasciwy dobor dlugosci fal wzbudzenia i emi-
sji charakterystycznych dla oznaczanego zwiagzku.
W danych warunkach pracy detektora FLD inne
cytostatyki nie wykazuja zjawiska fluorescencji przy
tak dobranych dlugosciach fali wzbudzenia i emisji
i nie przeszkadzaja w oznaczeniach DOX (ryc. 2).
Optymalne warunki pracy zestawu LC-FLD przed-
stawiono w tabeli 3.

Badanie zakresu stosowania
i liniowosci metody analitycznej

W badaniach zastosowano certyfikowany material
odniesienia (CRM) chlorowodorku doksorubicy-
ny. W celu zbadania zakresu roboczego metody
oznaczania DOX (1/10 + 2 NDS) przygotowano
trzy serie po siedem filtrow z widkna szklanego, na
ktére naniesiono po 10 pl roztworéw wzorcowych
chlorowodorku doksorubicyny (przeliczonych na
mase¢ czystego zwigzku) o stezeniach: 2,16 pg/ml,
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Rycina 2. Chromatogram mieszaniny odmiu cytostatykéw (metotreksat, cyklofosfamid, 5-fluorouracyl, etopozyd, doksorubicyna
(RT 9,937 min), ifosfamid, docetaksel i paklitaksel). Detektor FLD A, — 470 nm, A,,, — 590 nm

Figure 2. Chromatogram of mixture of 8 cytostatics (methotrexate, cyklophosphamide, 5-fluorouracyl, etoposide, doxorubicin
(RT 9.937 min), iphosphamide, docetaxel i paklitaxel). Detector FLD A, — 470 nm, A, — 590 nm

Tabela 3. Warunki pracy chromatografu cieczowego z detektorem fluorescencyjnym
Table 3. Working conditions of a liquid chromatograph with fluorimetric detector

Kolumna analityczna Waters XTerra 150 mm x 2,1 mm

Faza ruchoma

roztwor kwasu mréwkowego w wodzie

roztwor kwasu mrowkowego w acetonitrylu

(%) A (%) 8
0min 85 15
0,2 min 85 15
Program - gradient 4 min 40 60
(v:v) 4,5 min 40 60
5 min 85 15
8 min 85 15
Natezenie przeptywu strumienia fazy ruchome; 0,3 ml/min
Temperatura kolumny /prébki 35°C/10°C
Objetos¢ probki 5yl
Dtugos¢ fali wzbudzenia/emisji 470 nm/590 nm

4,32 ug/ml, 8,64 pg/ml, 21,6 pg/ml, 32,4 pg/ml
i 43,2 pg/ml. Na 6smy filtr jako $lepa probke nanie-
siono 10 pl roztworu do ekstrakeji. Po dokladnym
odparowaniu rozpuszczalnika filtry przeniesiono do
4-mililitrowych naczynek, dodano 2 ml roztworu
do ekstrakcji i poddano je 30-minutowemu wymy-
waniu mieszadlem rolkowym. Uzyskane ekstrakty
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przepuszczano przez filtry strzykawkowe z mem-
brang z PTFE i poddano analizie chromatograficz-
nej. Stezenia DOX w 1 ml roztworéw wynosily:
0,0180 pg, 0,0216 pg, 0,0432 pg, 0,108 ug, 0,162 pg
i 0,216 pg oraz 0 pg w $lepej probce. Roztwory do
badan przygotowywano niezaleznie dla obu testowa-
nych systeméw detekcji (MS/MS i FLD).
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LC-MS/MS

Wyniki badania liniowoéci metody LC-MS/MS
w badanym zakresie stezen przedstawiono w ta-
beli 4 i graficznie na rycinie 3. Z przedstawionych
danych wynika, iz zalezno$¢ odpowiedzi spektro-
metru mas od stezenia doksorubicyny ma cha-
rakter liniowy w zakresie 0,0108 + 0,216 pug/ml, co
dla prébki powietrza 720 1 odpowiada zakresowi
0,03 + 0,6 pg/m’. Zalezno$¢ te opisuje réwnanie
y=1826957,9x - 1625,9. Wyrazony w procentach
wspolczynnik zmiennosci (CV) wspélczynnikow
kalibracji obliczonych dla poszczegoélnych stezen
trzech serii kalibracyjnych wynosi 5,5%, a wspol-
czynnik regresji r = 0,9994.

LC-FLD

Wyniki badania liniowos$ci metody w badanym za-
kresie stezen przedstawiono w tabeli 5 i graficznie
na rycinie 4. Przedstawione w tabeli dane wskazuja,
ze zaleznos¢ odpowiedzi detektora FLD od steze-
nia doksorubicyny ma charakter liniowy w zakre-
sie 0,0108 + 0,216 pg/ml, co dla prébki powietrza
720 1 odpowiada zakresowi 0,03 + 0,6 pg/m’. Za-
leznoé¢ te opisuje rownanie y = 8 778 455,19x -
- 14 585,7. Wyrazony w procentach wspotczynnik
zmiennosci (CV) wspdlczynnikéw kalibracji obli-
czonych dla poszczegolnych stezen trzech serii ka-
libracyjnych wynosi 3,5%, a wspolczynnik regresji
r=0,9993.

Tabela 4. Wyniki wzorcowania chlorowodorku doksorubicyny (DOX) na filtrze z widkna szklanego — LC-MS/MS
Table 4. Linearity testing of doxorubicin hydrochloride (DOX) on glass fiber filter - LC-MS/MS method

Stezenie DOX, pg/ml 0,0108 0,0216 0,0432 0,108 0,162 0,216
17688,7 38414, 723203 190 429,6 296 577,3 389098,2
Pole powierzchni piku (PPP) 187978 39475,5 78768,8 190 891,7 302 216,6 394 994,0
17554,7 40 066,3 76 924,5 188722,8 308190, 3857423
Srednia PPP 18013,7 39318,6 76 004,5 190 014,7 302328,0 3899448
Odchylenie
standardowe, 682,3 837,2 33212 1142,4 5807,2 4683,6
SD
Wspbtczynnik
zmiennosci, 3,79 2,13 4,37 0,60 1,92 1,20
CcV, %
450000
y=1826957,9x-1625,9
S 400000 r=0,0994
= 350000 CV=55%
'z
S 300000
2 250000
S 200000
& 150000
100 000
50 000
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Stezenie, ug/ml

Rycina 3. Krzywa wzorcowa chlorowodorku doksorubicyny (DOX) w zakresie 0,0108 + 0,216 ug/ml. LC-MS/MS
Figure 3. Doxorubicin hydrochloride (DOX) calibration curve in the range 0.0108-0.216 ug/ml. LC-MS/MS
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Tabela 5. Wyniki wzorcowania chlorowodorku doksorubicyny (DOX) na filtrze z wtékna szklanego - LC-FLD
Table 5. Linearity testing of doxorubicin hydrochloride (DOX) on glass fiber filter — LC-FLD method

Stezenie DOX, pg/ml 0,0108 0,0216 0,0432 0,108 0,162 0,216
85438 177 364 349 847 874 577 1449 855 1930375
Pole powierzchni piku (PPP) 91148 183377 360 228 894 964 1395 460 1874 364
92028 190 944 376 486 917528 1425665 1857750
Srednia PPP 89538,0 183 895,0 362187,0 895689,7 1423 660,0 1887496,3
Odchylenie
standardowe, 35779 6804,8 134271 214847 272529 38051,8
SD
Wspdtczynnik
zmiennosdi, 4,0 3,7 3,7 24 19 2,0
<V, %
2500000
= r=0,9993
% CV=35%
& 1500000
=
8
2 1000000
&
500 000
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Stezenie, pg/ml

Rycina 4. Krzywa wzorcowa chlorowodorku doksorubicyny (DOX) w zakresie 0,0108 + 0,216 ug/ml. LC-FLD
Figure 4. Doxorubicin hydrochloride (DOX) calibration curve in the range 0.0108-0.216 pg/ml. LC-FLD

Wyznaczanie granic wykrywalnosci
i oznaczalnosci metody

Badanie granicy wykrywalnosci i oznaczalnosci
DOX przeprowadzono zgodnie z wytycznymi za-
wartymi w opracowaniu Dobeckiego (2000).

W tym celu wzorzec DOX o stezeniu
0,0108 pug/ml rozcienczono cztery razy roztworem
stosowanym do ekstrakcji. Przygotowano 20 roz-
cienczonych roztworéw, ktére poddano analizie
chromatograficznej w ustalonych wczesniej wa-
runkach okreslonych dla obu systemdéw detekc;ji.

Wyniki analizy dotyczacej wyznaczania gra-
nic wykrywalnosci i oznaczalnosci DOX z zasto-
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sowaniem technik LC-MS/MS i LC-FLD przedsta-
wiono w tabeli 6. Obliczono $rednig i odchylenie
standardowe z uzyskanych doswiadczalnie warto-
$ci pdl powierzchni pikéw odpowiadajacych cza-
sowi retencji DOX. Uwzgledniajac wspolczynniki
nachylenia krzywych wzorcowych (MS/MS i FLD)
wyznaczono granice wykrywalnosci i oznaczania
ilosciowego metody. Obliczone w taki sposéb war-
tosci granic wykrywalnodci i oznaczalnosci wyno-
sz3 odpowiednio: 0,00026 pg/ml i 0,00086 pg/ml
(LC-MS/MS) oraz 0,00012 ug/ml i 0,00041 pg/ml
(FLD).
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Tabela 6. Wyznaczanie granic wykrywalnosci (GW) i oznaczalnosci (GO)
Table 6. Determination of the detection (LOD) and quantification limit (LOQ)

Technika analityczna
Wyznaczony parametr
LC-MS/MS LC-FLD
3463,8 3263,9 5691 6251
3664,7 3396,8 5964 6193
34243 3526,7 5657 6645
3468,2 3093,7 5692 6561
. . ) . 3652,4 3593,5 5908 6154
Pole powierzchni piku o czasie retencji DOX 34440 3339.9 5978 6543
33821 3333,6 6578 6290
3458,7 3591,3 6248 6311
3744,0 3426,4 6507 6453
3393,4 3686,0 6338 5844
Srednie pole powierzchni, n = 20 34674 6190,3
Odchylenie standardowe, SD 157,2 318,0
Wspbdtczynnik zmiennosci, CV, % 45 51
Granica wykrywalnosci (GW), pg/ml 0,00026 0,00012
Granica oznaczalnosci (GO), pg/ml 0,00086 0,00041

Badanie warunkow pobierania
probek powietrza

W celu zbadania wplywu zalozonych warunkoéow
pobierania probek powietrza na stopien zatrzyma-
nia DOX pobranego na filtr z widkna szklanego
przygotowano trzy serie po szes$¢ filtréw, na ktore
naniesiono po 10 pl roztworéw wzorcowych o ste-
zeniach: 2,16 pg/ml, 8,64 ug/ml i 43,2 pg/ml. Po
odparowaniu rozpuszczalnika filtry umieszczono
w proébnikach umozliwiajacych pobieranie frakeji
wdychalnej. Za pomoca aspiratoréw indywidual-
nych przez filtry przepuszczono 720 1 powietrza
ze stalym strumieniem objetosci 2 1/min. Po tym
czasie filtry przeniesiono do naczynek szklanych
o pojemnosci 4 ml i poddano 30-minutowej eks-
trakcji za pomocg 2 ml roztworu do ekstrakeji
(ACN: H,0 - 0,1-procentowy kwas mréwkowy).
Ekstrakty przesaczono przez filtry strzykawkowe
z PTFE o $rednicy poréow 0,45 um, a nastepnie
poddano analizie chromatograficznej (LC-MS/MS)
w ustalonych wczesniej warunkach. Wartosci pol
powierzchni pikéw badanego zwigzku uzyskane
z analiz ekstraktéw poréwnano z wynikami analiz
ekstraktéw z filtrow, na ktére naniesiono roztwory
wzorcowe DOX o takich samych stezeniach, przez
ktdre nie przepuszczano powietrza.

Wyniki badan dotyczacych warunkéw pobie-
rania probek powietrza przedstawiono w tabeli 7.
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Przyjety sposoéb pobierania probek powietrza nie
powoduje powstawania istotnych strat analitu.
Srednia (dla trzech stezen) warto$¢ wspdlczynnika
wydajnosci ekstrakcji wynosi 105,5% (SD - 4,7).

Badanie precyzji metody

W celu zbadania zgodnosci wynikéw przy wielo-
krotnym powtarzaniu oznaczenia przygotowano
trzy serie po dziesig¢ filtrow, na ktére naniesio-
no po 10 pl roztworéw wzorcowych o stezeniach
odpowiadajacych zakresowi badanej metody
1/10 + 2 warto$ci NDS: 2,16 pg/ml, 8,64 pg/ml
i 43,2 pg/ml. Po 30-minutowej ekstrakcji za po-
mocg 2 ml mieszaniny ekstrakcyjnej i mieszadla
mechanicznego ekstrakty po przesaczeniu podda-
no analizie chromatograficznej z wykorzystaniem
obu sposobow detekgji.

Wyniki badan precyzji oznaczen DOX przed-
stawiono w tabeli 8 i 9. Wskazuja one, ze zalozone
warunki wykonania analizy pozwalaja na precy-
zyjne wykonanie oznaczen stezen DOX w powie-
trzu. Wartosci $rednie oraz wspdtczynniki zmien-
nosci (CV) rozrzutéw uzyskanych wynikow dla
stezen 0,0108 pg/ml, 0,0432 pg/ml i 0,216 pg/ml
wynoszg odpowiednio: 0,0112 (CV = 4,5%), 0,048
(CV=6,5%)10,25(CV =7,5%), (LC-MS/MS) oraz
0,0102 (CV = 4,9%), 0,042 (CV = 1,4%) i 0,217
(CV =2,2%), (LC-FLD). Uzyskane wyniki §wiadcza
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Tabela 7. Badanie warunkéw pobierania probek powietrza do oznaczania chlorowodorku doksorubicyny (DOX)
Table 7. Investigation of air sampling conditions for doxorubicin hydrochloride (DOX) determinations

Pole powierzchni piku A i »
. o Stezenie DOX, Wydajno3¢ ekstrakji, Sre_dn{a wartosc
Medium pochtaniajgce g/l roztwoér roztwor % wydajnosci ekstrakdji,
kontrolny po desorpcji %
14595,3 107,6
14 600,6 107,6
120353 0057 06
0,0108 14036,4 ' ' 110,5
146173 14163,1 104,4
' 15431,0 13,8
SD 5.2
v 4,7%
68 038,9 100,5
68 873,2 1017
647427 (o226 022
Filtr z wtokna szklanego 0,0432 70 263,2 ! ! 102,8
681599 69931,8 103,3
' 69400,5 102,5
SD 2,1
v 2%
365996,3 102,5
369 683,8 103,6
BSOA | o 025
0,216 355413,0 ! ' 103,2
360950 0 371125,2 104,0
' 369987,0 103,6
SD 0,6
4% 0,6%
Sredni wspétczynnik odzysku, Sr, % 105,5
Odchylenie standardowe, SD 47
Wspétczynnik zmiennosci, CV, % 4,2

Tabela 8. Wyniki badania precyzji metody oznaczania chlorowodorku doksorubicyny (DOX) technikg LC-MS/MS

Table 8. The results of the precision study of the doxorubicin hydrochloride (DOX) determination method with LC-MS/MS technique

Stezenie DOX,
. pg/ml
Numer analizy
zakfadane oznaczone zaktadane oznaczone zaktadane oznaczone
1 0,01 0,042 0,248
2 0,0m 0,043 0,247
3 0,012 0,049 0,307
4 0,01 0,049 0,245
4 0,0m 0,050 0,249
6 0,0108 0,012 0,0432 0,051 0,216 0.244
7 0,012 0,048 0,246
8 0,012 0,050 0,255
9 0,012 0,050 0,244
10 0,012 0,050 0,249
Srednia 0,012 0,048 0,253
SD 0,001 0,003 0,019
Vv, % 45 6,5 75
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Tabela 9. Wyniki badania precyzji metody oznaczania chlorowodorku doksorubicyny (DOX) technika LC-FLD
Table 9. The results of the precision study of the doxorubicin hydrochloride (DOX) determination method with LC-FLD technique

Stezenie DOX,
Numer analizy ug/ml
zaktadane oznaczone zaktadane oznaczone zaktadane oznaczone
1 0,0088 0,042 0,225
2 0,0104 0,042 0,213
3 0,0103 0,042 0,219
4 0,0106 0,042 0,221
4 0,0103 0,042 0,218
6 0,0108 0,0103 0,0432 0,042 0,216 0,219
7 0,0105 0,042 0,216
8 0,0105 0,042 0,216
9 0,0103 0,041 0,208
10 0,0102 0,041 0,212
Srednia 0,010 0,042 0,217
SD 0,001 0,001 0,005
<V, % 4,9 1.4 2,2

o wysokiej, w zalozonym zakresie pomiarowym,
precyzji oznaczen DOX osigganej przy zastosowa-
niu obu technik detekcji.

Badanie trwatosci probek DOX pobranych
na filtry z wtékna szklanego

W celu zbadania trwalo$ci pobranych na filtry pro-
bek powietrza zawierajacego DOX przygotowano
trzy serie po 24 filtry szklane, na ktére naniesio-
no po 10 pl roztworéw wzorcowych o stezeniach:
2,16 pg/ml, 8,64 ug/ml i 43,2 pg/ml. Po odparo-
waniu rozpuszczalnika filtry przeniesiono do na-
czynek szklanych o pojemnosci 4 ml, szczelnie za-
mknieto i przechowywano w chlodziarce. Po 4, 8,
12 i 18 dniach przechowywania przeprowadzono
analize szesciu filtréw z kazdego stezenia. Do filtréw
dodano 2 ml roztworu mieszaniny do ekstrakcji,
a nastepnie poddano je 30-minutowemu wymywa-
niu mieszadtem mechanicznym. Ekstrakty przesa-
czono przez filtry strzykawkowe z PTFE o $rednicy
poréw 0,45 pm, a nastepnie poddano analizie chro-
matograficznej (LC-MS/MS) w ustalonych wcze-
$niej warunkach. Wartoséci pol powierzchni pikéw
badanego zwiazku z uzyskanych ekstraktéw porow-
nano z wynikami analiz ekstraktéw wzorcow DOX
o takich samych st¢zeniach przygotowanych w dniu
analizy.

Wyniki badan warunkéw przechowywania
pobranych préobek DOX przedstawiono na ryci-
nie 5. Wyniki wykonanych badan wskazujg, ze
probki DOX pobrane na filtry z widkna szklanego
i przechowywane w chlodziarce sg trwate przez co
najmniej 18 dni. Wyrazone w procentach $rednie
wartos$ci wspdltczynnika wydajnosci ekstrakeji dla
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poszczegdlnych stezen DOX na filtrze (0,0216 pg/
filtr, 0,0864 pg/filtr, 0,432 pg/filtr) wynosza od-
powiednio: 103,9% (SD - 1,8), 100,2% (SD - 2,1)
199,0% (SD - 1,3). Srednia (dla trzech stezer) war-
to$¢ wspodtczynnika wydajnosci ekstrakeji DOX po
18 dniach przechowywania prébek wynosi 102,3%
(SD - 2,6).

Walidacja metody

Walidacje metody przeprowadzono zgodnie z wy-
maganiami zawartymi w Normie Europejskiej PN-
-EN 482:2021-08. Wyznaczone parametry walida-
cyjne przedstawiono w tabeli 10.

PODSUMOWANIE

Na podstawie przeprowadzonych badan opracowa-
no metode oznaczania chlorowodorku doksorubi-
cyny (DOX) w powietrzu na stanowiskach pracy
z zastosowaniem chromatografii cieczowej sprzezo-
nej ze spektrometrig mas lub detekcja fluorescencyj-
ng. Wskazania tandemowego spektrometru mas oraz
detektora fluorescencyjnego w funkcji stezenia DOX
w badanym zakresie stezen (0,0108 + 0,216 pg/ml)
maja charakter liniowy. Obie alternatywne meto-
dy detekcji zapewniaja mozliwo$¢ precyzyjnego
oznaczenia DOX w wymaganym zakresie stezen
(1/10 = 2 NDS). Probki powietrza do oznaczen DOX
mozna pobiera¢ stosujac filtry z wiékna szklanego.
Zatrzymany na filtrze zwigzek nalezy ekstrahowa¢
mieszaning acetonitrylu i wody w stosunku 1: 1
z dodatkiem kwasu mréwkowego (0,1%). Probki
pobrane na filtry przechowywane w chlodziarce
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Rycina 5. Badanie trwatosci probek chlorowodorku doksorubicyny (DOX) przechowywanych w chtodziarce
Figure 5. Stability testing of doxorubicin hydrochloride (DOX) samples stored in a refrigerator

Tabela 10. Parametry walidacyjne metody oznaczania chlorowodorku doksorubicyny (DOX)
Table 10. Validation parameters of a method for determining doxorubicin hydrochloride (DOX)

Technika analityczna

Wyznaczony parametr

LC-MS/MS |

LC-FLD

Zakres pomiarowy, pg/ml

(0,00003 + 0,0006 mg/m? dla prébki powietrza 720 1)

0,0108 + 0,216

Granica wykrywalnosci, pg/ml 0,00041 0,00012
Granica oznaczalnosci, pg/ml 0,00086 0,00026
Wspétczynnik korelagji r=0,9994 r=0,9993
Niepewnos¢ rozszerzona metody 25,5% 24.2%

zachowuja trwalo$¢ co najmniej 18 dni. Metoda,
w wersji przedstawionej w zalgczniku, umozliwia
oznaczanie DOX w powietrzu na stanowiskach
pracy w stezeniach od 0,00003 mg/m’, czyli 0,1
obowigzujacej wartosci NDS.
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ZAtACZNIK

PROCEDURA ANALITYCZNA OZNACZANIA FRAKCJI WDYCHALNEJ
CHLOROWODORKU DOKSORUBICYNY NA STANOWISKACH PRACY
METODA WYSOKOSPRAWNEJ CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ SPRZEZONE]
ZTANDEMOWYM SPEKTROMETREM MAS LUB Z DETEKCJA FLUORESCENCYJNA

1. Zakres procedury

W niniejszej procedurze podano metode¢ ozna-
czania chlorowodorku doksorubicyny (numer
CAS: 25316-40-9) w powietrzu na stanowiskach
pracy z zastosowaniem wysokosprawnej chro-
matografii cieczowej sprzezonej z tandemowym
spektrometrem mas lub detekcja fluorescencyjna.
Metode stosuje si¢ podczas kontroli warunkéw
sanitarnohigienicznych.

Najmniejsze stezenie chlorowodorku dokso-
rubicyny, jakie mozna oznaczy¢ w warunkach po-
bierania prébek powietrza i wykonania oznaczania
opisanych w normie, wynosi 0,00003 mg/m°.

2. Powotania normatywne

Do stosowania niniejszego dokumentu sg niezbed-
ne podane nizej dokumenty, ktére w calosci lub
w czedci zostaly w nim normatywnie powolane.
W przypadku powotan datowanych ma zastosowa-
nie wylacznie wydanie cytowane. W przypadku po-
wolan niedatowanych stosuje sie ostatnie wydanie
dokumentu powotanego (lacznie ze zmianami).

PN-Z-04008-7 Ochrona czysto$ci powietrza — Po-
bieranie probek - Zasady pobierania probek powie-
trza w srodowisku pracy i interpretacji wynikow.

PN-EN 481 Atmosfera miejsca pracy — Okreslenie
sktadu ziarnowego dla pomiaru czastek zawieszo-
nych w powietrzu.

3. Zasada metody

Metody polega na zatrzymaniu obecnego w ba-
danym powietrzu chlorowodorku doksorubicyny
na filtrze z wldkna szklanego, ekstrakeji zatrzy-
manego zwigzku roztworem kwasu mréowkowego
w mieszaninie acetonitrylu i wody, a nast¢pnie
przeprowadzeniu  analizy = chromatograficznej
otrzymanego roztworu z zastosowaniem wyso-
kosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej
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z tandemowym spektrometrem mas lub z detekcja
fluorescencyjna.

4. Postanowienia og6lne

4.1. Dokladnos¢ wazenia
Substancje stosowane w analizie wazy¢ z doktadno-
$cig do 0,0002 g, o ile nie zaznaczono inaczej.

4.2. Postepowanie z substancjami

niebezpiecznymi
Czynnosci, podczas ktdrych uzywa si¢ rozpuszczal-
nikow organicznych, nalezy wykonywac z uzyciem
srodkéw ochrony indywidualnej, pod sprawnie
dziatajacym wyciagiem laboratoryjnym.

Pozostale po analizie odczynniki nalezy gro-
madzi¢ w przeznaczonych do tego celu pojemni-
kach i przekazywa¢ do utylizacji uprawnionym
instytucjom.

5. Odczynniki i materiaty

Do analizy nalezy stosowa¢ substancje o stopniu
czystodci co najmniej cz.d.a., o ile nie zaznaczono
inaczej, oraz wode do wykonywania analiz i badan
przy uzyciu chromatografii cieczowej w potaczeniu
ze spektrometrig mas (LC-MS).

5.1. Kwas mréwkowy
Kwas mréwkowy, stezony o ufamku masowym 98 +
100% i gestosci 1,22 g/ml.

5.2. Acetonitryl
Acetonitryl o czystosci do LC-MS.

5.3. Chlorowodorek doksorubicyny,

certyfikowany wzorzec odniesienia
5.4. Roztwdr kwasu mréwkowego
w acetonitrylu

Do kolby pomiarowej o pojemnosci 1000 ml od-
mierzy¢ 950 ml acetonitrylu wg punktu 5.2, doda¢
1 ml kwasu mréwkowego wg punktu 5.1 i uzupet-
ni¢ kolbe do kreski acetonitrylem wg punktu 5.2.
Zawarto$¢ kolby wymieszac.

5.5. Roztwdr kwasu mrowkowego
Do kolby pomiarowej o pojemnosci 1000 ml odmie-
rzy¢ 950 ml wody, doda¢ 1 ml kwasu mréwkowego
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wg punktu 5.1 i uzupelni¢ kolbe do kreski woda.
Zawartos¢ kolby wymieszac.

5.6. Roztwor do ekstrakeji
Sporzadzi¢ mieszaning ekstrakcyjna przez zmiesza-
nie acetonitrylu i wody w stosunku 1: 11 dodac taka
ilos¢ kwasu mrowkowego, aby jego stezenie w mie-
szaninie wynosito 0,1%.

5.7. Roztwdr wzorcowy podstawowy

chlorowodorku doksorubicyny

Do kolby pomiarowej o pojemnosci 1 ml odwazy¢
okoto 10 mg chlorowodorku doksorubicyny wg
punktu 5.3. Substancje rozpusci¢ w roztworze do
ekstrakcji wg punktu 5.6, kolbe uzupelni¢ do kreski
roztworem do ekstrakcji wg punktu 5.6 i obliczy¢
zawarto$¢ zwigzku w 1 ml roztworu.

Roztwoér przechowywany w chlodziarce zacho-
wuje trwalo$¢ przez co najmniej 60 dni.

5.8. Roztwdr wzorcowy posredni

chlorowodorku doksorubicyny

Do kolby pomiarowej o pojemnosci 5 ml odmierzy¢
pipeta wg punktu 6.7 taka ilo$¢ roztworu wzorco-
wego podstawowego chlorowodorku doksorubicy-
ny wg punktu 5.7, aby koncowe stezenie czystej do-
ksorubicyny wynosito 1440 ug/ml. Kolbe uzupelnic¢
do kreski roztworem do ekstrakeji wg punktu 5.6.

Roztwoér nalezy przygotowaé bezposrednio
przed wykonaniem oznaczen.

5.9. Roztwory wzorcowe robocze
Do o$miu kolb pomiarowych o pojemnosci 1 ml pi-
petami wg punktu 6.7 odmierzy¢ nastepujace obje-
to$ci roztworu wzorcowego posredniego chlorowo-
dorku doksorubicyny wg punktu 5.8 w mililitrach:
0; 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 0,75 i 1. Kolby uzupetnic¢
do kresek roztworem do ekstrakeji wg punktu 5.6.
Stezenia chlorowodorku doksorubicyny (w przeli-
czeniu na czysty zwigzek) w tak przygotowanych
roztworach wynosza, w mikrogramach na mililitr,
odpowiednio: 0; 2,16; 4,32; 8,64; 21,6; 32,4 i 43,2.

Roztwér nalezy przygotowa¢ bezposrednio
przed wykonaniem oznaczen.

6. Przyrzady pomiarowe
i sprzet pomocniczy

Stosowacé  typowy
nastepujacy:
6.1. Chromatograf cieczowy

Stosowa¢ chromatograf cieczowy sprz¢zony z tan-
demowym spektrometrem mas lub chromatograf
cieczowy wyposazony w detektor fluorescencyjny
umozliwiajacy wykonanie analizy przy dlugosci fali
wzbudzenia A, 470 nm i fali emisji A, 590 nm.

sprzet laboratoryjny oraz
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6.2. Filtry
Stosowa¢ filtry z wldkna szklanego o $rednicy
25 mm i §rednicy poréw 1,6 pm.

6.3. Kolumna chromatograficzna
Kolumna chromatograficzna umozliwiajaca ozna-
czanie doksorubicyny w obecnosci innych substan-
cji wystepujacych jednocze$nie w badanym powie-
trzu, np.:

A) kolumna analityczna wypelniona zelem krze-
mionkowym modyfikowanym grupa oktadecylowa
o $rednicy ziaren 1,8 um, dtugosci 100 mm i $rednicy
wewnetrznej 2,1 mm;

B) kolumna wypelniona Zelem krzemionkowym
modyfikowanym grupa oktadecylows, o uziarnie-
niu 5 um, dlugosci 150 mm i $rednicy wewnetrznej
2,1 mm.

6.4. Probniki
Stosowac¢ zgodnie z instrukcjg producenta dostep-
ne w handlu prébniki, dla ktérych producent za-
deklarowal zgodnos¢ z PN-EN 481, umozliwiajace
wyodrebnienie z powietrza frakcji wdychalne;j.

6.5. Kolby pomiarowe
Kolby pomiarowe o pojemnosci 1 ml, 5 ml
i 1000 ml.

6.6. Naczynka
Naczynka szklane, zamykane, o pojemnosci 2 ml
i4ml

6.7. Pipety
Pipety automatyczne nastawne o pojemnosci:
0,010 + 0,1 ml, 0,11 mli0,5+ 5 ml.

6.8. Pompa ssaca
Pompa ssgca umozliwiajaca pobranie probki po-
wietrza ze stalym strumieniem objetosci wg roz-
dziatu 7.

6.9. Mieszadlo mechaniczne

6.10. Filtry strzykawkowe
Filtry strzykawkowe z politetrafluoroetylenu
o $rednicy 25 mm i $rednicy poréw 0,45 pm.

7. Pobieranie probek powietrza

Prébki powietrza nalezy pobiera¢ wg PN-Z-
-04008-7. W miejscu pobierania prébki powietrza
przepusci¢ przez filtr wg punktu 6.2 umieszczony
w probniku wg punktu 6.4. do 720 1 powietrza ze
stalym strumieniem objetosci zalecanym przez
producenta probnika (najczesciej 2 1/min) za po-
moca pompy wg punktu 6.8. Pobrane préobki prze-
chowywane w chlodziarce zachowuja trwalos¢
przez co najmniej 18 dni.
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8. Warunki pracy zestawu
do chromatografii cieczowej

8.1. Warunki pracy chromatografu
cieczowego sprzezonego z tandemowym
spektrometrem mas
Warunki pracy chromatografu nalezy dobrac tak,
aby uzyskac¢ oddzielenie doksorubicyny od innych
substancji wystepujacych w badanym powietrzu.
W przypadku stosowania kolumny o parametrach
podanych w punkcie 6.3 A optymalne warunki wy-
konania oznaczania s3 nastepujace:
- sklad fazy ruchome;j patrz tabela 1

- temperatura kolumny  40°C
- strumien objetosci fazy
ruchomej 0,5 ml/min

- objetos¢ dozowanej probki 0,5 pl.

Dopuszcza si¢ stosowanie innych kolumn chro-
matograficznych lub innego skfadu fazy ruchomej
zapewniajacych mozliwo$¢ oznaczenia chlorowo-

dorku doksorubicyny.
Tandemowy spektrometr mas:
- zrédlojonéw  jonizacja dodatnia.

Komora kolizyjna:

- gaz kolizyjny argon
— monitorowane
przejscie reakeji
fragmentaciji 544,2 m/z do 397,0 m/z

- jon kwantyfikujacy,
544,2 m/z do 361,0 m/z
- jon potwierdzajacy.
Pozostale parametry pracy spektrometru mas,
takie jak napigcie kapilary, napiecie zrédla jonow,
temperatura zrodla jondéw, temperatura desolwa-
tacji, przeplyw gazu desolwatacyjnego, przeplyw
gazu kolizyjnego, energia kolizji itd., nalezy okresli¢
indywidualnie dla danego typu spektrometru mas.
8.2. Warunki pracy chromatografu cieczowego
z detektorem fluorescencyjnym
Warunki pracy chromatografu nalezy dobrac tak,
aby uzyska¢ oddzielenie doksorubicyny od innych
substancji wystepujacych w badanym powietrzu.
W przypadku stosowania kolumny o parametrach
podanych w punkcie 6.3 B optymalne warunki wy-
konania oznaczania sg nastepujace:
- sklad fazy ruchome;j patrz tabela 2
- temperatura kolumny 35°C

Tabela 1. Faza ruchoma o skfadzie programowanym (tandemowy spektrometr mas)

Objetos¢ roztworu kwasu mrowkowego Objetos¢ roztworu kwasu mrowkowego
Czas, .
. wg punktu 5.5, w acetonitrylu wg punktu 5.4,

min o o

% %
0 85 15
0,2 85 15
4 0 100
4,5 0 100
5 85 15
8 85 15

Tabela 2. Faza ruchoma o skfadzie programowanym (detektor fluorescencyjny)

Objetosc roztworu kwasu mréwkowego Objetos¢ roztworu kwasu mréwkowego
Czas, .
. wg punktu 6.5, w acetonitrylu wg punktu 6.4,

min

% %
0 85 15
3 85 15
10 40 60
n 40 60
1,5 85 15
20 85 15
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- strumien objetosci fazy

ruchome;j 0,3 ml/min
- objetos¢ dozowanej
probki 5ul
- dlugos¢ fali wzbudzenia/
emisji 470 nm/590 nm.

Dopuszcza si¢ stosowanie innych kolumn chro-
matograficznych lub innego skladu fazy ruchome;j za-
pewniajacych mozliwos¢ oznaczenia doksorubicyny.

9. Sporzadzanie krzywej wzorcowania

Na osiem filtréw wg punktu 6.2 nanie$¢ pipetami
automatycznymi wg punktu 6.7 po 10 pl roztwordéw
wzorcowych roboczych chlorowodorku doksoru-
bicyny wg punktu 5.9. Po odparowaniu rozpusz-
czalnika filtry przenie$¢ do naczynek o pojemnosci
4 ml wg punktu 6.6. Do kazdego naczynka doda¢
2 ml roztworu do ekstrakeji wg punktu 5.6 i prze-
prowadzi¢ ekstrakcje przez 30 min przy uzyciu
mieszadla mechanicznego. Zawarto$¢ czystej do-
ksorubicyny w 1 ml tak uzyskanych roztworéw
wynosi w mikrogramach: 0,0180; 0,0216; 0,0432;
0,108; 0,162 1 0,216. Ekstrakty przesaczy¢ za pomo-
cg filtrow strzykawkowych wg punktu 6.10 do na-
czynek o pojemnosci 2 ml wg punktu 6.5, naczynka
szczelnie zamkna¢. Wykona¢ analize chromatogra-
ficzng w warunkach wg rozdziatu 8. Z kazdego roz-
tworu wykona¢ dwukrotny pomiar. Odczyta¢ po-
wierzchnie pikéw wg wskazan integratora i obliczy¢
$rednig arytmetyczng. Roznica miedzy wynikami
a wartoscig $rednig nie powinna by¢ wieksza niz 5%
wartosci $redniej. Sporzadzi¢ wykres krzywej wzor-
cowania, odkladajac na osi odcietych zawartos¢
doksorubicyny, w mikrogramach, w 1 ml otrzyma-
nych roztwordw, a na osi rzednych $rednie wartosci
pola powierzchni piku badanego zwigzku.
Dopuszcza si¢ automatyczne integrowanie da-
nych i sporzadzanie wykresu krzywej wzorcowania.

10. Wykonanie oznaczania

Po pobraniu probki powietrza filtry przenies¢
do naczynek o pojemnosci 4 ml wg punktu 6.6,
doda¢ 2 ml roztworu do ekstrakcji wg punktu 5.6
i przeprowadzi¢ ekstrakcje przez 30 min przy uzy-
ciu mieszadla mechanicznego. Ekstrakty przesa-
czy¢ za pomocy filtrow strzykawkowych wg punktu
6.10 do naczynek o pojemnosci 2 ml wg punktu
6.6, naczynka szczelnie zamkna¢. Wykona¢ anali-
ze chromatograficzng w warunkach wg rozdziatu 8.
Z kazdego roztworu wykona¢ dwukrotny pomiar.
Odczyta¢ powierzchnie pikéw wg wskazan integra-
tora i obliczy¢ $rednig arytmetyczng. Rdznica mie-
dzy wynikami a wartoscig $rednig nie powinna by¢
wieksza niz 5% wartosci sredniej. Zawartos¢ dokso-
rubicyny w badanym roztworze, w mikrogramach,
odczytac z krzywej wzorcowe;j.

11. Obliczanie wyniku oznaczania

Stezenie doksorubicyny (X) w badanym powietrzu
obliczy¢ w miligramach na metr sze$cienny wg
wzoru:

x=50
v
w ktorym:
C-  zawarto$¢ doksorubicyny w 1 ml roztworu

po ekstrakcji, odczytana z
wzorcowania, w mikrogramach;
V- objetos¢ powietrza przepuszczonego przez
filtr, w litrach;
2-  ilo$¢ roztworu zuzyta do ekstrakgji.

krzywej
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