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Streszczenie

N-Hydroksymocznik (HM) w temperaturze pokojowej wystepuje w postaci biatych krysztatkéw pozbawionych zapachu.
Zwiazek ten jest stosowany jako cytostatyk w leczeniu przewleklej biataczki szpikowej, anemii sierpowatej, nadptytkowosci
samoistnej, a takze czerwienicy prawdziwej. Bywa takze stosowany jako cytostatyk w praktyce weterynaryjnej. Szkodliwe
dzialanie N-hydroksymocznika moze polega¢ na hamowaniu czynnoéci szpiku kostnego oraz na szkodliwym dzialaniu na
rozrodczos$¢. Zwiazek ten podejrzewany jest rOwniez o dzialanie mutagenne i genotoksyczne. Celem pracy bylo przygo-
towanie odpowiednio czulej i selektywnej metody oznaczania N-hydroksymocznika w powietrzu na stanowiskach pracy,
ktéra umozliwi pomiar stezenia tego zwigzku, a nastepnie pozwoli na dokonanie oceny narazenia zawodowego. Metoda po-
lega na zatrzymaniu N-hydroksymocznika na filtrze z wtokna szklanego, ekstrakgji filtra za pomocg mieszaniny acetonitryl:
woda z dodatkiem (0,1%) kwasu mréwkowego i chromatograficznej analizie otrzymanego roztworu technika chromatogra-
fii cieczowej sprzezonej z tandemowym spektrometrem mas lub po przeksztalceniu w pochodng technika chromatografii
cieczowej z detekcja fluorescencyjng. Zaproponowany sposob ekstrakeji N-hydroksymocznika z filtréw umozliwia duzy
odzysk analitu. Srednia (dla trzech stezen) warto$¢ wydajnosci ekstrakcji wynosi 92,6%. Zaleznoé¢ wskazan spektrometru
mas lub detektora fluorescencyjnego w funkcji stezert N-hydroksymocznika ma charakter liniowy (odpowiednio r = 0,9991
ir=0,9990) w zakresie stezen 0,36 + 7,2 pg/ml. Metoda charakteryzuje si¢ dobra precyzja i dokladnoscia, spelnia wyma-
gania normy PN-EN 482:2021-08 dla procedur dotyczacych oznaczania czynnikéw chemicznych. Opracowana metoda
oznaczania N-hydroksymocznika w powietrzu na stanowiskach pracy zostala zapisana w postaci procedury analitycznej,

! Opracowano i wydano na podstawie wynikéw VI etapu programu wieloletniego ,,Poprawa bezpieczenstwa i warunkéw pracy’, finansowanego
w zakresie badan naukowych i prac rozwojowych ze srodkéw Narodowego Centrum Badan i Rozwoju. Projekt Nr ITL.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.
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ktéra zamieszczono w zalgczniku. Zakres tematyczny artykulu obejmuje zagadnienia zdrowia oraz bezpieczenstwa i higieny
$rodowiska pracy bedace przedmiotem badan z zakresu nauk o zdrowiu oraz inzynierii srodowiska.

Stowa kluczowe: N-hydroksymocznik, metoda analityczna, powietrze na stanowiskach pracy, metoda chromatografii
cieczowej, nauka o zdrowiu, inzynieria $rodowiska.

Abstract

Hydroxyurea (HM) in room temperature is a white crystalline solid. It is used as an antineoplastic drug in the therapy of chronic
myelogenous leukemia, sickle cell anemia, and idiopathic thrombocytopenia. It is also used as cytostatic in veterinary practice.
HM can cause bone marrow suppression and have negative impact on reproduction. It is also suspected to have mutagenic
and genotoxic properties. The aim of the study was to prepare a suitably sensitive and selective method for the determination
of hydroxyurea 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 HM on glass fiber filter, extraction with a mixture
ofacetonitrile: water with addition of formic acid (0.1%), and chromatographic determination of the resulting solution by means
ofliquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry or fluorescence detection. The average extraction efficiency
of HM from filters amounted to 105.5%. The method is linear (r= 0.9991 or 0.9990) within the investigated working range from
0.36 pg/ml to 7.2 pg/ml for LC-MS/MS and LC-FLD techniques 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 the 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: hydroxyurea, analytical method, air at workplaces, liquid chromatography method, health sciences,
environmental engineering.
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WPROWADZENIE

Charakterystyka substancji

N-Hydroksymocznik (HM) w temperaturze poko-
jowej wystepuje w postaci bialych krysztatkéw bez
zapachu. N-Hydroksymocznik bardzo tatwo roz-
puszcza si¢ w wodzie i goragcych alkoholach, nato-
miast bardzo stabo w etanolu i benzenie. Zwigzek
ten jest stosowany jako cytostatyk w leczeniu prze-
wlektlej biataczki szpikowej oraz anemii sierpowa-
tej i czerwienicy prawdziwej. Bywa stosowany jako
cytostatyk w weterynarii w leczeniu nowotworéow
u zwierzat. Zawodowe narazenie na ten zwigzek
moze mie¢ miejsce podczas czynnos$ci zwigzanych z
jego produkgjg i stosowaniem w lecznictwie. Szko-
dliwe dziatanie N-hydroksymocznika moze polega¢
na hamowaniu czynnosci szpiku kostnego oraz na
szkodliwym dziataniu na uklad pokarmowy (np.
wymioty, biegunki, brak taknienia) lub na dziataniu
drazniagcym na blony sluzowe oczu i skére. W do-
stepnym pismiennictwie znaleziono réwniez dane
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na temat negatywnego wptywu zwigzku na rozrod-
czo$¢. N-Hydroksymocznik jest podejrzewany tak-
ze o dzialanie teratogenne i embriotoksyczne oraz
o wladciwosci mutagenne i genotoksycznos¢
(Dobecka 2017; PubChem 2024).

W Unii Europejskiej N-hydroksymocznik nie
ma zharmonizowanej klasyfikacji i oznakowania
(Rozporzadzenie... 2008). Wigkszo$¢ producentow
N-hydroksymocznika sklasyfikowala ten zwigzek
pod katem jego dzialania mutagennego (Muta. 1B)
oraz dzialania na rozrodczos¢ (Repr. 2). Substancji
tej przypisano nastepujace zwroty okreslajace ro-
dzaj zagrozenia:

- H340: Moze powodowa¢ wady genetyczne

- H361: Podejrzewa sie, ze dziata szkodliwie na

plodnos¢ lub dziecko w onie matki (ECHA
2023).

Zgodnie z rozporzadzeniem Ministra Rodziny,
Pracy i Polityki Spolecznej z dnia 9 stycznia 2020 r.,
zmieniajgcym rozporzadzenie w sprawie najwyz-
szych dopuszczalnych stezen i natezen czynnikow
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szkodliwych dla zdrowia w $rodowisku pracyz dnia
12 czerwca 2018 r. (DzU 2020, poz. 61) wartos¢
najwyzszego dopuszczalnego stezenia (NDS) dla
N-hydroksymocznika (frakcja wdychalna) wynosi
0,01 mg/m’.

Opracowana w 2010 r. metoda oznaczania N-hy-
droksymocznika w srodowisku pracy zakladata wy-
korzystanie do tego celu wysokosprawnej chroma-
tografii cieczowej z detekcja spektrofotometryczng
(Szewczyniska i in. 2010), obejmujac zakres ozna-
czania w granicach 0,001 + 0,080 mg/m’. Opisana
metoda nie uwzglednia jednoczes$nie koniecznosci
wyodrebniania frakcji wdychalnej powietrza deter-
minujacej sposéb pobierania probek do badan.

Celem prac badawczych bylo opracowanie
odpowiednio czulej i selektywnej metody oznacza-
nia N-hydroksymocznika w powietrzu na stano-
wiskach pracy, umozliwiajgcej pomiary jego ste-
zenia zgodnie z wymaganiami normy PN-EN 482,
z uwzglednieniem konieczno$ci wyodrebniania
frakcji wdychalnej powietrza wymaganej rozporza-
dzeniem (Rozporzadzenie... 2020).

Opracowang metode oznaczania N-hydroksy-
mocznika przedstawiono w zalaczniku w formie
procedury analitycznej.

Dobér techniki analitycznej

Do oznaczania N-hydroksymocznika stosowana
jest technika spektrofotometrii w swietle widzial-
nym (EI-Samman 2018; Sivakumar i in. 2013), flu-
orescencji (El-Kosasy 2003) lub metoda chromato-
grafii cieczowej z takimi systemami detekeji, jak:
spektrofotometria (Dias-Elias i in. 2014; Gordon
i in. 2015; Legrand i in. 2017; Osytek i in. 2008;
Smart i in. 2023; Szewczyriska i in. 2010), spektro-
metria mas (Krdmer 2021; Marahatta, Ware 2017),
chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometrig
mas (Garg iin. 2015; Kettani i in. 2009).

Wiekszos¢ prac dotyczy oznaczania N-hydrok-
symocznika w probkach materialu biologicznego
lub w preparatach farmaceutycznych. W dostepne;j
literaturze znaleziono dwie prace dotyczace ozna-
czania N-hydroksymocznika w powietrzu na sta-
nowiskach pracy (Osytek i in. 2008; Szewczyriska
i in. 2010). W obu pracach do pobierania prébek
powietrza wykorzystano filtry z wtdkna szklane-
go, ktére byly réwniez wykorzystywane w ozna-
czeniach stezen innych cytostatykéw w powietrzu
(Bonczarowska i in. 2018; Bonczarowska, Brzeznicki
2020; Micoli i in. 2001; Sottani i in. 2000; Turci i in.
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2000). Z tego wzgledu zdecydowano o wykorzysta-
niu tego typu filtréw do opracowania metody ozna-
czania stezen N-hydroksymocznika w powietrzu
srodowiska pracy z uwzglednieniem koniecznosci
wyodrebnienia frakcji wdychalnej.

Z uwagi na wczesniejsze doswiadczenia zgro-
madzone w trakcie opracowywania metod dla in-
nych cytostatykdw (Bonczarowska i in. 2018; Bon-
czarowska, Brzeznicki 2020; Brzeznicki i in. 2016)
zdecydowano o wykorzystaniu techniki chroma-
tografii cieczowej sprzezonej z tandemowym spek-
trometrem mas (LC-MS/MS) przy opracowywaniu
metody oznaczania N-hydroksymocznika. Jedno-
cze$nie, opierajac si¢ na danych literaturowych, po-
stanowiono sprawdzi¢ mozliwo$¢ zastosowania do
tego celu innych systeméw detekcji takich, jak np.
fluorescencja (FLD) lub spektrofotometria (UV-
-VIS). Mozliwo$¢ zastosowania innej niz LC-MS/
MS techniki oznaczania stezen N-hydroksymocz-
nika zostala opisana w pracy Legranda i in. (2017).
Opisana w cytowanej pracy metodyka zakladala
przeksztalcenie obecnego w osoczu N-hydrok-
symocznika do ksantyloamidu na drodze reakcji
z ksanthydrolem. Powstata pochodna byta oznacza-
na za pomoca chromatografii cieczowej z detekcja
spektrofotometryczng (LC-UV-VIS). Ksanthydrol
(jako czynnik derywatyzujacy) byl réwniez wyko-
rzystywany w oznaczeniach mocznika (aminowego
analogu N-hydroksymocznika) zaréwno w wo-
dzie (Zhou i in. 2023), jak i w karmie dla zwierzat
(Krdmer i in. 2021). W obu przypadkach do ozna-
czania stezen powstalej pochodnej stosowano tech-
nike wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j
z detekcja fluorescencyjng (LC-FLD).

Z uwagi na wyzsza w stosunku do metody spek-
trofotometrycznej czulo$¢ oznaczen osigganych
technikg LC-FLD zdecydowano o wykorzystaniu
tej techniki przy opracowaniu alternatywnej meto-
dy oznaczania N-hydroksymocznika w powietrzu.

WYNIKI BADAN | ICH OMOWIENIE

Aparatura i materiaty

W badaniach zastosowano aspiratory indywidu-
alne GilAir 3 umozliwiajace pobieranie probek
powietrza w strefie oddychania pracownika ze
stalym strumieniem objetosci 120 1/h (Sensidy-
ne, USA) i prébniki do poboru frakcji wdychalnej
typu IOM (Zefon, USA). Do wykonania ozna-
czen stosowano chromatograf cieczowy Waters
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Acquity I Class Plus wyposazony w: binarny system
pomp wysokoci$nieniowych, dozownik automa-
tyczny, termostat oraz komputerowa stacje akwi-
zycji i obrobki danych, kolumne analityczng Wa-
ters ACQUITY UPLC HSS T3 100 mm x 2,1 mm
wypelniong ztozem typu C18 o $rednicy ziaren
1,8, um sprzezony z tandemowym spektrome-
trem mas Waters Xevo TQ-XS (Waters, USA),
oraz chromatograf cieczowy Waters Acquity Arc
wyposazony w: poczworny system pomp wyso-
kocisnieniowych, dozownik automatyczny (au-
tosampler), termostat, detektor fluorescencyjny
Waters 2475, komputerowa stacje akwizycji
i obrobki danych oraz kolumne¢ analityczng
Waters XTerra 150 mm x 2,1 mm wypelniong
zlozem typu C18 o $rednicy ziaren 5 pum (Waters,
USA), a takze mieszadlo mechaniczne (uniwer-
salne mieszadlo hematoligiczne WIGO, Polska).
Do odwazania wzorcéw wykorzystano wage anali-
tyczna (Sartorius Research, USA).

Ponadto stosowano: naczynka szklane o pojemno-
$ci 2 ml i 4 ml, kolby pomiarowe o pojemnosci: 1 ml,
2 ml, 5 ml i 1000 ml, pipety automatyczne nastawne
o pojemnosci 0,01 + 0,1 ml; 0,1 + 1 mli 0,5+ 5 ml,
filtry z PTFE o $rednicy 13 mm i $rednicy poréw
0,45 um (LLG), a takze filtry z widkna szklanego (np.
Whatman GF/A) o $rednicy 25 mm i wielko$ci poréw

1,6 pum.
Odczynniki i wzorce

Podczas badan stosowano nastepujace odczynniki
o stopniu czystosci przynajmniej cz.d.a: acetonitryl
o czystosci do LC-MS (]J.T. Baker), N-hydroksymocz-
nik (CRM Supelco), metotreksat (CRM Supelco),
cyklofosfamid (CRM Supelco), etopozyd (Merck),
5-fluorouracyl (CRM Supelco), chlorowodorek
doksorubicyny (CRM Supelco), ifosfamid (CRM
Supelco), paklitaksel (Supelco), docetaksel (Supelco),
kwas mréwkowy (Alchem), kwas solny (Alchem),
propan-1-ol (Waters), ksanthydrol (Merck), wode
o czystosci do LC-MS (Hydrolab Polska).

Ponadto stosowano roztwoér do ekstrakeji (mie-
szanina acetonitrylu i wody w stosunku 1: 1 z dodat-
kiem kwasu mréwkowego stanowigcym 0,1% mie-
szaniny) oraz roztwor do derywatyzacji 0,02 mol/l
(0,4 g ksanthydrolu w 100 ml izopropanolu).

Zatozenia opracowywanej metody

Przy opracowaniu metody oznaczania N-hydrok-
symocznika w powietrzu na stanowiskach pracy
przyjeto nastepujace zalozenia:
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- pobieranie jednej probki na zmiang
roboczg

- objetos¢ pobranego powietrza nie mniej niz
7201

- zakres pomiarowy 0,36 + 7,2 pug/ml, co dla
probki powietrza 720 1 odpowiada zakresowi
0,001 + 0,02 mg/m’.

Dobér optymalnych warunkéw analizy
chromatograficznej i parametrow pracy
spektrometru mas (LC-MS/MS)

Badania dotyczace uzyskania optymalnych wa-
runkéw analizy N-hydroksymocznika technika
LC-MS/MS wykonywano z uzyciem chromato-
grafu cieczowego (Watres Acquity I Class Plus)
sprzezonego z tandemowym spektrometrem mas
(Waters Xevo TQ-XS) oraz kolumny analitycznej
Waters ACQUITY UPLC HSS T3 100 mm x 2,1 mm
wypelnionej zlozem typu C18 o $rednicy ziaren
1,8 um. Jako faz¢ ruchoma (elucja gradientowa)
zastosowano mieszaning acetonitrylu i wody z do-
datkiem 0,1-procentowego kwasu mréwkowego.
Optymalizacji poddano nastepujace parametry
pracy detektora mas:

- napiecia: kapilary, sondy ESI, Zrédla jonow,

ekstraktora i soczewek

- temperatura desolwatacji i zrédta jonow

- przeplywy gazéw

- parametry pracy komory kolizyjnej.

Charakterystyczna dla N-hydroksymocznika
fragmentacja w komorze kolizyjnej jonu mole-
kularnego tego zwigzku (M+H'), (m/z 76,6) do
jonu potomnego (m/z 44,03) zostala dobrana na
podstawie danych literaturowych (Marahatta,
Ware 2017).

W celu dobrania optymalnych parametréw
rozdzielania chromatograficznego mieszaniny cy-
tostatykow oraz parametréw pracy spektrometru
mas przygotowano mieszanine ztozong z dziewie-
ciu zwigzkéw z tej grupy: hydroksymocznika, me-
totreksatu, cyklofosfamidu, 5-fluorouracylu, eto-
pozydu, doksorubicyny, ifosfamidu, docetakselu
i paklitakselu, ktorg analizowano w warunkach
charakterystycznych dla oznaczen N-hydroksy-
mocznika.

Zastosowanie w analizie chromatograficznej ko-
lumny analitycznej Waters ACQUITY UPLC HSS
T3 100 mm x 2,1 mm wypelnionej ztozem typu C18
o $rednicy ziaren 1,8 pm, wymywanej mieszaning
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acetonitrylu i wody z dodatkiem kwasu mréwko-
wego (elucja gradientowa) umozliwia rozdzielenie

analizowanych zwiazkow.
Optymalne warunki

analizy N-hydroksy-

w tabelach 1 i 2. Chromatogram mieszaniny
cytostatykow zarejestrowany w warunkach cha-

rakterystycznych dla N-hydroksymocznika przed-

mocznika technika LC-MS/MS przedstawiono

stawiono na rycinie 1.

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

roztwor kwasu mréwkowego w wodzie roztwor kwasu mréwkowego w acetonitrylu
Faza ruchoma 9 9
A % B, %
0 min 85 15
0,2min 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 ruchome; 0,5 ml/min
Temperatura kolumny /prébki 40°C/5°C
Objetos¢ probki 0,5l
Tabela 2. Warunki pracy tandemowego spektrometru mas podczas analiz N-hydroksymocznika (HM)
Table 2. Working conditions of the tandem mass spectrometer during N-hydroxyurea (HM) analyzes
Analiza MS/MS Parametr HM
Zrédto jondw
jonizacja ES+

Tryb MRM — -

(Multiple Reaction Monitoring) napiecie kapilary 15kv
napiecie Zrédta jondw 40V
temperatura Zrédta jonéw 150°C
temperatura desolwatacji 600°C
przeptyw azotu w Zrodle jondw 1501/h
przeptyw gazu desolwatacjnego (azot) 11001/h
ci$nienie gazu nebulizacyjnego 7 bar

Komora kolizyjna

HM: przeptyw gazu kolizyjnego (argon) 0,15 ml/min

jon macierzysty 76,61m/z energia kolizji (tryb MS/MS) 20eV

jony potomne: :

- kwantyfikujgcy 44,03 m/z Analizator

- potwierdzajacy 31,12 m/z rozdzielczos¢ niskich mas 1 (LMR-1) 2,82
rozdzielczos¢ wysokich mas 1 (HMR-1) 14,55
energia jonow 1 -0,4
rozdzielczo$¢ 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 (hydroksymocznik (RT 0,49), metotreksat, cyklofosfamid, 5-fluorouracyl, etopozyd, doksorubicyna,

ifosfamid, docetaksel i paklitaksel)

Figure 1. Chromatogram of mixture (hydroxyurea (RT 0.49), methotrexate, cyklophosphamide, 5-fluorouracyl, etoposide, doxorubicin,

iphosphamide, docetaxel and paklitaxel)

Dobér optymalnych warunkéw analizy
chromatograficznej i parametrow pracy
chromatografu cieczowego

z detektorem fluorescencyjnym (LC-FLD)

W badaniach wykorzystano zestaw zlozony z chro-
matografu cieczcowego Waters Acquity Arc wypo-
sazonego w detektor fluorescencyjny Waters 2475.
Mozliwos¢ rozdzielenia wieloskladnikowej miesza-
niny cytostatykéw testowano przy uzyciu kolumny
analitycznej Waters XTerra 150 mm x 2,1 mm wy-
petnionej ztozem typu C18 o $rednicy ziaren 5 pm.
Jako faze ruchomg stosowano mieszanine acetoni-
trylu i wody z dodatkiem 0,1-procentowego kwasu
mréwkowego (mieszaniny o zmiennym w czasie
skladzie procentowym). Dlugos¢ fali wzbudzenia
i emisji ustalono eksperymentalnie, wykorzystujac
mozliwosci stosowanego detektora fluorescencyj-
nego do réwnoczesnej rejestracji sygnaléw przy
réznych diugosciach fal wzbudzenia i emisji.
Przeksztalcenie obecnego w probce N-hydrok-
symocznika w pochodna (reakcja z ksanthydro-
lem) umozliwia oznaczenie tego zwigzku przy
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uzyciu detektora fluorescencyjnego. Zastosowanie
w oznaczeniach kolumny analitycznej Waters XTerra
oraz wlasciwy (z uwagi na silnie polarny charakter
N-hydroksymocznika) dobor sktadu fazy ruchomej
zapewnia mozliwos¢ selektywnego oznaczenia tego
zwiazku w przypadku obecnosci innych cytostaty-
kéw, mocznika oraz nadmiaru uzytego do przepro-
wadzenia reakcji ksanthydrolu (ryc. 2). Wiasciwy
dobor dlugosci fali wzbudzenia i emisji zapewnia
w danych warunkach analitycznych odpowiednia
czuto$¢ oznaczen N-hydroksymocznika. Optymalne
warunki pracy chromatografu podano w tabeli 3.

Badanie zakresu stosowania
i liniowosci metody analitycznej

Technika LC-MS/MS

W badaniach jako wzorzec N-hydroksymocznika
zastosowano certyfikowany material odniesienia
(CRM).

W celu zbadania zakresu roboczego metody ozna-
czania N-hydroksymocznika (1/10 + 2 NDS) przygo-
towano trzy serie po sze$¢ filtréw z widkna szklanego,
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Rycina 2. Chromatogram wzorca N-hydroksymocznika (HM), (RT - 4,823), mocznika (RT - 5,744) i ksanthydrolu (RT - 9,720). Detektor

FLD A, - 240 nm, A, — 308 nm

Figure 2. Chromatogram of N-hydroxyurea (HM) standard (RT - 4.823), urea (rt - 5.744) and xanthydrol (RT - 9.720). Detector FLD A,, -

240 nm, A,,,—308 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

F roztwor kwasu mréwkowego w wodzie roztwor kwasu mréwkowego w acetonitrylu
aza ruchoma
A % B, %
0 min 70 30
5min 70 30
. ) 6 min 20 80

Program — gradient (v: v) 10 min 20 s
10,5 min 70 30
20 min 70 30

Natezenie przeptywu strumienia fazy ruchomej 0,3 ml/min

Temperatura kolumny 40°C

Objetos¢ probki 5,0 ul

Dtugos¢ fali wzbudzenia/emisji 240 nm/308 nm

na ktére naniesiono po 10 pl roztworéw wzorcowych
zwigzku o stezeniach: 72 pug/ml; 144 ug/ml; 288 ug/ml;
720 pg/ml; 1080 pg/ml i 1440 pg/ml. Na siodmy
filtr jako $lepa probke naniesiono 10 pl roztworu do
ekstrakcji bedacego mieszaning acetonitrylu i wody
w stosunku 1: 1 z dodatkiem kwasu mréwkowego
wilosci stanowigcej 0,1% mieszaniny. Po doktadnym
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odparowaniu rozpuszczalnika filtry przeniesiono do
naczynek o pojemnosci 4 ml, dodano 2 ml roztworu
do ekstrakeji i poddano 30-minutowemu wymywa-
niu za pomocg mieszadla mechanicznego. Stezenia
N-hydroksymocznika w tak przygotowanych roz-
tworach wynosily: 0 ug/ml; 0,36 pg/ml; 0,72 ug/ml;
1,44 pg/ml; 3,6 ug/ml; 54 pg/ml i 7,2 ug/ml
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Uzyskane ekstrakty przepuszczano przez filtry strzy-
kawkowe z membrang z PTFE o $rednicy porow
0,45 um i poddano analizie chromatograficzne;.

Wyniki badania liniowosci metody w przyjetym
zakresie stezen przedstawiono w tabeli 4 i graficznie
na rycinie 3. Z przedstawionych danych wynika, ze
zaleznos¢ odpowiedzi spektrometru mas na anali-
zowane stezenia N-hydroksymocznika w badanym
zakresie stezen 0,36 + 7,2 pg/ml ma charakter linio-
wy, co dla probki powietrza o objetosci 720 1 odpo-
wiada zakresowi 0,001 + 0,02 mg/m®. Zaleznos¢ te
opisuje rownanie: y = 19 763x + 1285,2. Wyrazony
w procentach wspoétczynnik zmiennoséci (CV) dla
trzech serii wzorcowych wynosi 5,5%, a wspolczyn-
nik regresji r = 0,9991.

Technika LC-FLD

W celu zbadania zakresu roboczego metody ozna-
czania N-hydroksymocznika (1/10 + 2 NDS)
technikag LC-FLD przygotowano identyczny ze-
staw filtrow, jak w przypadku oznaczen technika
LC-MS/MS. Filtry znaniesionym N-hydroksymocz-
nikiem przeniesiono do naczynek o pojemnosci
4 ml, do ktérych dodano po 2 ml roztworu do eks-
trakeji. Probki poddano 30-minutowemu wymywa-
niu za pomocg mieszadla mechanicznego. Uzyskane
ekstrakty przepuszczano przez filtry strzykawkowe
z membrang z PTFE o $rednicy poréw 0,45 um.
Z oczyszczonych ekstraktow pobrano po 0,95 ml
roztworu, przeniesiono do naczynek o pojemnosci

Tabela 4. Wyniki wzorcowania N-hydroksymocznika (HM) na filtrach z widkna szklanego — LC-MS/MS
Table 4. Linearity testing of N-hydroxyurea (HM) on glass fiber filter — LC-MS/MS method

Stezenie N-hydroksymocznika, pg/ml
Badane parametry
0,36 pg/ml 0,72 ug/ml 1,44 ug/ml 3,6 pg/ml 5,4 pg/ml 7,2 pg/ml

6532,2 14924,2 295575 73960,5 108 638,0 142557,8
Pole powierzchni piku (PPP) 6585,0 15114,9 31663,5 73 655,7 112 061,7 142 466,3

6871,2 15107,3 30896,5 73701,8 110753,4 137907,0
Srednia PPP 6662,8 15048,8 30705,8 737727 110484,4 140977,0
Odchylenie
standardowe, 182,4 108,0 1065,9 164,3 1727,7 2659,1
SD
Wspdtczynnik
zZmiennosdi, 2,7 0,7 3,5 0,2 1,6 1.9
vV, %

160000,00

140000,00
y=19763x+1285,2

r=0,9991
CV=5,5%

120000,00
100000,00
80000,00

60000,00

Pole powierzchni piku

40000,00
20000,00

0,00
0 1 2 3

Stezenie N-hydroksymocznika (HM), pug/ml

4 5 6 7 8

Rycina 3. Krzywa wzorcowa N-hydroksymocznika (HM) w zakresie 0,36 + 7,2 pg/ml - LC-MS/MS
Figure 3. N-Hydroxyurea (HM) calibration curve in the range 0.36-7.2 pg/ml - LC-MS/MS
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2 ml i dodano po 0,05 ml zakwaszonego, izopro-
panolowego roztworu ksanthydrolu o stezeniu
0,02 mol/l. Roztwory pozostawiono bez dostepu
$wiatla na 60 min, a nastgpnie poddano anali-
zie chromatograficznej w ustalonych dla techniki
LC-FLD warunkach. Wyniki badania liniowosci
metody w przyjetym zakresie stezen przedstawio-
no w tabeli 5 i graficznie na rycinie 4. Z zamiesz-
czonych w tabeli danych wynika, Ze zaleznos¢
odpowiedzi detektora FLD od stezenia N-hydroksy-
mocznika ma charakter liniowy w zakresie stezen
0,36 + 7,2 pug/ml. Zaleznos¢ te opisuje réwnanie:

y =2 096 877,8x — 2 412 461. Wyrazony w pro-
centach wspdlczynnik zmiennosci (CV) wspol-
czynnikéw kalibracji obliczonych dla poszczegol-
nych stezen N-hydroksymocznika (dla trzech serii
wzorcowych) wynosi 8,8%, a wspdtczynnik regresji
r=0,9990.

Wyznaczanie granic wykrywalnosci
i oznaczalnosci metody

Wyznaczanie granicy wykrywalnosci i oznaczalno-
$ci N-hydroksymocznika przeprowadzono zgodnie

Tabela 5. Wyniki wzorcowania N-hydroksymocznika (HM) na filtrze z wiékna szklanego — LC-FLD
Table 5. Linearity testing of N-hydroxyurea (HM) on glass fiber filter — LC-FLD method

Stezenie N-hydroksymocznika, pg/ml
Badane parametry
0,36 pg/ml 0,72 pyg/ml 1,44 pg/ml 3,6 pg/ml 5,4 pg/ml 7,2 pg/ml
Pole powierzchni piku 719392 1190393 2817841 7105368 10618 759 14 467 445
(PPP)p P 721381 1199753 2801871 7427577 11184 449 15720 575
693 050 1076 285 265551 7153 870 11063 291 14797 550
Srednia PPP 2743 1155 477,0 2758 407,7 72289383 10 955 499,7 14 995190,0
Odchylenie
standardowe, 15 814,0 68741,8 89 468,2 1737271 297 851,5 649522,8
SD
Wspdtczynnik
zmiennosci, 2.2 5.9 32 24 2,7 43
<V, %
18000000
16000000 y= 2096 877,8X - 241 461,0
r=0,9990 °
S 14000000 V=88%
=
=
-5 12000000
N
K]
g 10000000
K
[e}
S 8000000
6000000
4000000
2000000
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Stezenie N-hydroksymocznika, pg/ml

Rycina 4. Krzywa wzorcowa N-hydroksymocznika (HM) w zakresie 0,36 + 7,2 ug/ml - LC-FLD
Figure 4. N-Hydroxyurea (HM) calibration curve in the range 0.36-7.2 ug/ml - LC-FLD
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z wytycznymi zawartymi w opracowaniu Dobeckie-
£0(2000). W tym celu wzorzec N-hydroksymoczni-
ka o stezeniu 0,36 ug/ml rozcienczono cztery razy.
Przygotowano 20 rozcienczonych roztwordw, ktére
poddano analizie chromatograficznej w ustalonych
wczesniej warunkach okre$lonych dla techniki
LC-MS/MS.

W celu okreslenia granic wykrywalnosci
i oznaczalnosci dla techniki LC-FLD przygotowano
20 roztworéw probek slepych ztozonych z 0,95 ml
roztworu do ekstrakcji (mieszanina acetonitry-
lu i wody z dodatkiem kwasu mréwkowego) oraz
0,05 ml izopropanolowego roztworu ksanthydro-
lu. Roztwory pozostawiono bez dostepu swiatla na
60 min, a nastepnie poddano analizie chromatogra-
ficznej w ustalonych wcze$niej warunkach.

Wyniki analiz dotyczacych wyznaczania gra-
nicy wykrywalnos$ci i oznaczalnosci N-hydroksy-
mocznika z zastosowaniem techniki LC-MS/MS
i LC-FLD przedstawiono w tabeli 6. Obliczono
warto$¢ $rednig oraz odchylenie standardowe poél
powierzchni piku o czasie retencji N-hydroksy-
mocznika. Uwzgledniajgc wspolczynnik nachylenia
krzywej wzorcowej obliczono granice wykrywal-
nosci i oznaczania ilosciowego metody dla stoso-
wanych systeméw detekeji. Wartosci te dla tech-
nik LC-MS/MS i LC-FLD wynoszg odpowiednio:
0,016 pg/ml i 0,053 pg/ml oraz 0,001 ug/ml
10,003 pg/ml.

Badanie warunkow pobierania
probek powietrza

W celu zbadania wplywu zalozonych warunkéw
pobierania prébek powietrza na retencje N-hy-
droksymocznika pobranego na filtr z wtékna szkla-
nego, przygotowano trzy serie po sze$¢ filtrow, na
ktdére naniesiono po 10 ul roztworéw wzorcowych
o stezeniach odpowiadajacych zakresowi bada-
nej metody od 1/10 do 2 wartosci NDS: 72 ug/ml;
288 ug/ml i 1440 pug/ml. Po odparowaniu rozpusz-
czalnika, filtry umieszczono w prébnikach umoz-
liwiajacych pobieranie frakcji wdychalnej. Za
pomocg aspiratoréw indywidualnych przez filtry
przepuszczono 720 1 powietrza ze stalym strumie-
niem objetodci 2 1/min. Po tym czasie filtry prze-
niesiono do naczynek szklanych o pojemnosci 4 ml
i poddano 30-minutowej ekstrakcji za pomoca 2 ml
roztworu do ekstrakcji oraz mieszadla mechanicz-
nego. Ekstrakty przesaczono przez filtry strzykaw-
kowe z PTFE o $rednicy poréw 0,45 pm, a nastepnie
poddano analizie chromatograficznej (LC-MS/MS)
w ustalonych wczes$niej warunkach. Wartosci pol
powierzchni pikéw badanego zwigzku (uzyskane
z tak przeprowadzonych analiz) poréwnano z wy-
nikami analiz ekstraktéw z filtréw, na ktére nanie-
siono roztwory wzorcowe N-hydroksymocznika
o takich samych stezeniach, przez ktére nie prze-
puszczano powietrza (roztwory kontrolne).

Tabela 6. Wyznaczanie granic wykrywalnosci (GW) i oznaczalnosci (GO) N-hydroksymocznika
Table 6. Determination of the detection (LOD) and quantification limit (LOQ) N-hydroxyurea

Technika analityczna
Badane parametry
LC-MS/MS LC-FLD
724,8 473,3 1896 2726
590,6 446,9 3805 3684
7227 4395 2900 2882
573,5 578,3 3940 2227
Pole powierzchni piku o czasie retencji HM 6554 2167 2835 2475
535,9 598,2 2982 2653
535,1 535,5 2631 2908
543,4 797,1 4196 2689
527,3 762,4 2736 2313
628,9 718,8 3409 3375
Srednie pole powierzchni, n= 20 595,2 2963,1
Odchylenie standardowe, S 104,6 599,7
Wspétczynnik zmiennosci, CV, % 17,6 20,2
Granica wykrywalnosci (GW), ug/ml 0,016 0,001
Granica oznaczalnosci (GO), pg/ml 0,053 0,003
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Wyniki badan dotyczacych warunkéw pobie-
rania probek powietrza przedstawiono w tabeli 7
(oznaczenia technika LC-MS/MS). Przyjety spo-
s6b pobierania prébek powietrza nie powoduje
powstawania istotnych strat analizowanego zwigz-
ku. Srednie wartosci wspdlczynnika odzysku
N-hydroksymocznika z filtréw z widkna szkla-
nego, przez ktory przepuszczono 720 | powietrza,
dla trzech analizowanych stezen: 0,72 ug; 2,88 ug
i 14,4 pg na filtrze wynosza odpowiednio: 88%
(8D - 4,4); 96,1% (SD - 4,4) i 93,7% (SD - 1,3).
Srednia dla trzech stezert warto$é odzysku wynosi
92,6% (SD - 4,9).

Badanie precyzji metody z wykorzystaniem
technik LC-MS/MS i LC-FLD

W celu zbadania zgodnosci wynikéw przy wielo-
krotnym powtarzaniu oznaczenia przygotowano
trzy serie po dziesig¢ filtrow, na ktdre naniesiono

po 10 ul roztworéw wzorcowych N-hydroksy-
mocznika o stezeniach odpowiadajacych zakresowi
badanej metody od 1/10 do 2 wartoéci NDS, tj.:
72 pg/ml; 288 pg/ml i 1440 ug/ml.

Filtry poddano 30-minutowej ekstrakcji za po-
mocg 2 ml mieszaniny ekstrakcyjnej i mieszadla
mechanicznego, ekstrakty bezposrednio po przesa-
czeniu poddano analizie chromatograficznej tech-
nikg LC-MS/MS.

W przypadku techniki LC-FLD filtry do ozna-
czen przygotowano identycznie jak w przypadku
oznaczen technikg LC-MS/MS. Po przeprowadze-
niu ekstrakeji za pomoca 2 ml mieszaniny ekstrak-
cyjnej 0,95 ml ekstraktéw kazdego z badanych roz-
tworéw przeniesiono do naczynek o pojemnosci
2 ml, dodano 0,05 ml izopropanolowego roztworu
ksanthydrolu i pozostawiono bez dostepu $wiatta
na 60 min. Po tym czasie roztwory poddano ana-
lizie chromatograficznej w ustalonych dla techniki
LC-FLD warunkach.

Tabela 7. Badanie warunkdw pobierania probek powietrza do oznaczania N-hydroksymocznika (HM)
Table 7. Investigation of air sampling conditions for N-hydroxyurea (HM) determinations

. Pole powierzchni piku , . L Srednia wartos¢
; Stezenie Wspdtczynnik wydajnosci . ; e
Medium N-hvdroksvmocznika ) ) ekstrakdi wspdtczynnika wydajnosci
pochtaniajace yaroxsy | ' roztwor el % " ekstrakd,
Hg/m kontrolny po desorpcji ? %
47661 84,6
49173 873
5118,7 90,9
5296,6 4876,6 86,6
0,36 5513,5 4692,0 83,3 88
6081,2 53713 95,4
SD 4.4
v 5%
29139,7 991
28435,0 96,7
29933,0 101,7
, ) 28300,4 27576,8 93,7
Fitr 2 witkna 1,44 202749 261754 89,0 %1
szklanego Y '
306811 284254 96,6
SD 4.4
cv 4,6%
134 069,48 92,0
136 120,47 93,4
139630,53 95,8
146 354,8 137 087,52 94,1
7.2 1476491 135 456,09 93,0 937
143103,0 136 652,38 93,8
SD 13
cv 1,4%
Sredni wspétczynnik odzysku, Sr, % 92,6
Odchylenie standardowe, SD 4.9
Wspétczynnik zmiennosci, CV, % 53
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Wyniki badan precyzji oznaczen N-hydroksy-
mocznika obiema technikami analitycznymi przed-
stawiono w tabelach 8 i 9. Wskazuja one na to, iz
zalozone warunki wykonania analizy pozwalajg na
precyzyjne wykonanie oznaczen stezen N-hydrok-
symocznika. Wspolczynniki zmiennosci (CV) roz-
rzutéow uzyskanych wynikéow w stosunku do war-
tosci $rednich dla stezen: 0,36 pg/ml; 1,44 ug/ml
i 7,2 pug/ml w przypadku techniki LC-MS/MS
wynoszg odpowiednio: 0,35 (9,45); 1,58 (9,67) 17,67
(6,43), natomiast w przypadku techniki LC-FLD
wynoszg odpowiednio: 0,39 (6,17); 1,31 (5,52)
16,98 (2,8).

Badanie trwatosci probek

W celu zbadania trwalosci pobranych na filtry
probek powietrza zawierajacego N-hydroksy-
mocznik przygotowano trzy serie po dwadziescia
cztery filtry szklane, na ktére naniesiono po 10 ul
roztworéw wzorcowych o stezeniach: 72 pg/ml;
288 ug/ml i 1440 pg/ml. Po odparowaniu roz-
puszczalnika filtry umieszczono w naczynkach
szklanych o pojemnosci 4 ml, szczelnie zamknieto
i umieszczono w chlodziarce (w temperaturze 4°C).
Po 4, 8, 12 i 18 dniach przechowywania przeprowa-
dzono analize szesciu filtrow z kazdego stezenia.

Tabela 8. Wyniki badania precyzji metody oznaczania N-hydroksymocznika (HM) technika LC-MS/MS
Table 8. The results of the precision study of the N-hydroxyurea(HM) determination method with LC-MS/MS

Stezenie N-hydroksymocznika, pg/ml
Numer analizy
zaktadane oznaczone zaktadane oznaczone zaktadane oznaczone
1 0,29 1,35 7,48
2 0,33 1,40 7.47
3 0,34 1,43 8,98
4 0,33 1,55 7,28
4 036 176 7,34
6 0.36 0,35 144 1,76 7.2 7,74
7 0,36 1,54 7,60
8 0,36 1,66 7,36
9 0,40 1,64 7.7
10 0,39 173 7,57
Srednia 0,35 1,58 7,67
Odchylenie 0,03 0,15 0,45
standardowe, SD
Wspétczynnik 9,4 9,7 6,4
zmiennosci, CV, %
Tabela 9. Wyniki badania precyzji metody oznaczania N-hydroksymocznika HM) technikg LC-FLD
Table 9. The results of the precision study of the N-hydroxyurea (HM) determination method with LC-FLD technique
Stezenie N-hydroksymocznika, pg/ml
Numer analizy
zaktadane oznaczone zaktadane oznaczone zaktadane oznaczone
1 0,40 1,36 6,62
2 0,33 1,37 6,91
3 0,38 1,36 6,89
4 0,39 1,34 6,93
4 0,37 1,39 6,99
6 0.36 0,40 144 1,34 7.2 6,92
7 0,39 1,24 7,06
8 0,41 1,19 7,39
9 0,40 1,23 6,94
10 0,41 1,24 713
Srednia 0,39 1,31 6,98
Odchylenie 0,02 0,07 0,20
stndardowe, SD
Wspétczynnik 6,17 5,52 2,80
zmiennosci, CV, %
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Do filtréw dodano 2 ml roztworu mieszaniny do
ekstrakeji i poddawano 30-minutowemu wymywa-
niu za pomocg mieszadta mechanicznego. Ekstrak-
ty przesaczono przez filtry strzykawkowe z PTFE
o $rednicy porow 0,45 pm, a nastepnie poddawano
analizie chromatograficznej w ustalonych wczes$niej
warunkach (technika LC-MS/MS). Wartosci pdl
powierzchni pikéw badanego zwigzku uzyskane
z analiz ekstraktow poréwnano z wynikami analiz
ekstraktow wzorcow N-hydroksymocznika o takich
samych stezeniach przygotowanych w dniu analizy.
Wyniki badan warunkéw przechowywania po-
branych prébek N-hydroksymocznika przedstawiono
na rycinie 5. Wyniki wykonanych badan wskazuja,
ze probki N-hydroksymocznika pobrane na filtry
z widkna szklanego i przechowywane w chlodziarce
zachowujg trwalo$¢ przez co najmniej 18 dni. Wyra-
zone w procentach $rednie wartosci wspdtczynnika
odzysku dla poszczegdlnych stezenn N-hydroksymocz-
nika na filtrze (0,72 pg/filtr; 2,88 pg/filtr; 14,4 pg/filtr)
wynosza odpowiednio: 104,7%; (SD - 5,9); 100,7%
(SD - 5,8) i 95,8% (SD - 2,5). Srednia trwalo$¢ prze-
chowywania prébek z pobranym na filtr N-hydroksy-
mocznikiem wynosi 100,43% (SD - 6,0).

Walidacja metody

Walidacj¢ metody przeprowadzono zgodnie
z wymaganiami zawartymi w normie europejskiej

PN-EN 482:2021-08. Wyznaczono nastepujace pa-
rametry walidacyjne:
- zakres pomiarowy 0,36 + 7,2 pug/ml
(0,001+ 0,02 mg/m’

dla probki
powietrza 720 1)
- granice
wykrywalnosci: 0,016 pug/ml (LC-MS/MS),
0,001 pg/ml (LC-FLD)
- granice
oznaczalnosci: 0,053 pg/ml (LC-MS/MS),
0,003 pg/ml (LC-FLD)
- wspolczynniki
korelaciji: r=0,9991 (LC-MS/MS),
r=0,9990 (LC-FLD)
- niepewnos¢
rozszerzona
metody: 28,4% (LC-MS/MS),

29,0% (LC-FLD).

PODSUMOWANIE

Na podstawie wynikéw przeprowadzonych badan
opracowano metode oznaczania N-hydroksymocz-
nika (HM) w powietrzu na stanowiskach pracy
z zastosowaniem chromatografii cieczowej sprzezo-
nej ze spektrometriag mas lub detekcja fluorescen-
cyjna. Wskazania tandemowego spektrometru mas
oraz detektora fluorescencyjnego w funkgji stezenia

120,0 -

m 0,36 ug/ml

100,0 -

80,0 -

60,0

40,0 -

Procentowa zawartos¢ HM na filtrze

20,0

4 8

m 1,44 ug/ml

Czas przechowywania, dni

m7,2ug/ml

12 18

Rycina 5. Badanie trwatosci probek N-hydroksymocznika (HM) przechowywanych w chtodziarce
Figure 5. Stability testing of N-hydroxyurea (HM) samples stored in a refrigerator
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N-hydroksymocznika w badanym zakresie stezen
(0,36 + 7,2 pg/ml) majg charakter liniowy. Prob-
ki powietrza do oznaczen N-hydroksymocznika
mozna pobieraé, stosujac filtry z widkna szklane-
go. Zatrzymany na filtrze zwigzek nalezy ekstra-
howa¢ mieszaning acetonitrylu i wody w stosunku
1: 1 z dodatkiem kwasu mréwkowego (0,1%). Prob-
ki pobrane na filtry (przechowywane w chlodziarce)
zachowujg trwalo$¢ co najmniej 18 dni. Obie, alter-
natywne metody oznaczania N-hydroksymocznika
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ZAtACZNIK

PROCEDURA ANALITYCZNA OZNACZANIA FRAKCII WDYCHALNEJ
N-HYDROKSYMOCZNIKA NA STANOWISKACH PRACY Z ZASTOSOWANIEM
WYSOKOSPRAWNEJ CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ SPRZEZONE!
ZTANDEMOWYM SPEKTROMETREM MAS LUB Z DETEKCJA FLUORESCENCYJNA

1. Zakres procedury

W niniejszej procedurze analitycznej podano me-
tode oznaczania N-hydroksymocznika (numer
CAS: 127-07-1) w powietrzu na stanowiskach pra-
cy z zastosowaniem wysokosprawnej chromatogra-
fii cieczowej sprzezonej z tandemowym spektro-
metrem mas. Metode stosuje si¢ podczas kontroli
warunkow sanitarnohigienicznych.

Najmniejsze stezenie N-hydroksymocznika, ja-
kie mozna oznaczy¢ w warunkach pobierania pro-
bek powietrza i wykonania oznaczania opisanych
w procedurze, wynosi 0,001 mg/m°.

2. Powotania normatywne

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

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

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

3. Zasada metody

Metoda polega na zatrzymaniu obecnego w ba-
danym powietrzu N-hydroksymocznika na fil-
trze z wiokna szklanego, ekstrakcji zatrzymanego
zwigzku za pomocg roztworu kwasu mréwkowego
i acetonitrylu, a nastepnie przeprowadzeniu analizy
chromatograficznej otrzymanego roztworu z zasto-
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sowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej sprzezonej z tandemowym spektrometrem mas
lub wysokosprawnej chromatografii cieczowej z de-
tekcja fluorescencyjna.

4. Postanowienia ogodlne

4.1. Dokladnos¢ wazenia
O ile nie zaznaczono inaczej, substancje stosowane
w analizie wazy¢ z dokladnoscia do 0,0002 g.

4.2. Postgpowanie z substancjami

niebezpiecznymi

Czynnosci, podczas ktorych uzywa si¢ rozpusz-
czalnikéw  organicznych, nalezy wykonywac
z uzyciem $rodkéow ochrony indywidualnej pod
sprawnie dzialajagcym wyciagiem laboratoryjnym.

Pozostale po analizie odczynniki nalezy groma-
dzi¢ w przeznaczonych do tego celu pojemnikach
i przekazywac¢ do utylizacji w uprawnionych insty-
tucjach.

5. Odczynniki i materiaty

Do analizy, o ile nie zaznaczono inaczej, nalezy sto-
sowa¢ substancje o stopniu czysto$ci co najmniej
cz.d.a. oraz wode do wykonywania analiz i badan
przy uzyciu chromatografii cieczowej w polaczeniu
ze spektrometrig mas (LC-MS).
5.1. Kwas mréowkowy, stezony o utfamku
masowym od 98% do 100%
i gestosci 1,22 g/ml
5.2. Acetonitryl o czystosci do LC-MS
5.3. N-Hydroksymocznik, certyfikowany
wzorzec odniesienia
5.4. Roztwdr kwasu mrowkowego
w acetonitrylu
Do kolby pomiarowej o pojemnosci 1000 ml od-
mierzy¢ 950 ml acetonitrylu wg punktu 6.2, doda¢
1 ml kwasu mréwkowego wg punktu 6.1, kolbe
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uzupelni¢ do kreski acetonitrylem wg punktu 6.2.
Zawarto$¢ kolby wymieszac.

5.5. Roztwdr kwasu mréwkowego
Do kolby pomiarowej o pojemnosci 1000 ml od-
mierzy¢ 950 ml wody, doda¢ 1 ml kwasu mrow-
kowego wg punktu 6.1, kolbe uzupetni¢ do kreski
wodg. Zawartos$¢ kolby wymieszac.

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

5.7. Roztwdr wzorcowy podstawowy

N-hydroksymocznika
Do kolby pomiarowej o pojemnosci 1 ml wg punk-
tu 6.3 odwazy¢ okofo 10 mg N-hydroksymocznika.
Substancje rozpusci¢ w roztworze do ekstrakcji wg
punktu 6.6, kolbe uzupetni¢ do kreski roztworem
do ekstrakcji wg punktu 6.6. Obliczy¢ zawartos¢
N-hydroksymocznika w 1 ml roztworu.

Roztwor przechowywany w chlodziarce (w szczel-
nie zamknietym naczyniu) zachowuje trwalos¢ przez
60 dni.

5.8. Roztwdr wzorcowy posredni

N-hydroksymocznika

Do kolby pomiarowej o pojemnosci 5 ml wg punk-
tu 7.6 odmierzy¢ za pomoca pipety wg punktu
6.7 taka ilo$¢ roztworu wzorcowego podstawowe-
go N-hydroksymocznika, aby koncowe stezenie
N-hydroksymocznika wynosito 1440 ug/ml. Kolbe
uzupetni¢ do kreski roztworem do ekstrakcji wg
punktu 6.6.

Roztwor nalezy przygotowaé bezposrednio
przed wykonaniem oznaczen.

5.9. Roztwory wzorcowe robocze

N-hydroksymocznika

Do o$miu kolb pomiarowych o pojemnosci 1 ml wg
punktu 7.6 odmierzy¢ za pomoca pipety wg punku
6.8 odpowiednio, w mililitrach: 0; 0,02; 0,05; 0,1;
0,2; 0,5; 0,75 i 1 wzorca posredniego N-hydroksy-
mocznika. Kolby uzupelni¢ do kreski roztworem
do ekstrakeji wg punktu 6.6. Stezenia N-hydroksy-
mocznika w tak przygotowanych roztworach wy-
nosza odpowiednio, w mikrogramach na mililitr: 0;
28,8; 72; 144; 288; 720; 1080 1 1440.

Roztwér nalezy przygotowaé bezposrednio
przed wykonaniem oznaczen.

5.10. Propan-1-ol
Stosowac propan-1-ol o czystosci do HPLC.

5.11. Ksanthydrol
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5.12. Roztwor ksanthydrolu w propan-1-olu
Do kolby pomiarowej o pojemnosci 10 ml wg
punktu 5.11 odwazy¢ ok. 40 mg ksanthydrolu,
doda¢ 7 ml propan-1-olu wg punktu 5.10, a nastep-
nie 1 ml wg punktu 5.14 roztworu kwasu solnego.
Kolbe uzupelni¢ do kreski propan-1-olem.

Roztwér nalezy przygotowaé bezposrednio
przed wykonaniem oznaczen.

5.13. Kwas solny (np. 38%, gestos¢ 1,16 g/ml)

5.14. Roztwor kwasu solnego

o stezeniu 1,5 mol/l

Uwzgledniajac gestos¢ i procentowos¢ kwasu sol-
nego, obliczy¢ zawarto$¢ czystego kwasu solnego
w 1 ml Do kolby pomiarowej o pojemnosci 10 ml
doda¢ wode, a nastepnie odmierzy¢ 1,22 ml kwasu
solnego wg punktu 5.13. Kolbe uzupetni¢ do kreski
wodg i wymieszac.

6. Przyrzady pomiarowe
i sprzet pomocniczy

Stosowac typowy sprzet laboratoryjny oraz naste-
pujacy:

6.1. Chromatograf cieczowy

Chromatograf cieczowy sprzezony z tandemowym
spektrometrem mas lub chromatograf cieczowy
wyposazony w detektor fluorescencyjny umozli-
wiajacy wykonanie analizy przy dtugosci fali wzbu-
dzenia i emisji A, =240 nm i A, = 308 nm.

6.2. Filtry

Filtry wykonane z widkna szklanego o $rednicy
25 mm i $rednicy poréw 1,6 pm z oprawkami do
pobierania frakcji wdychalne;.

6.3 Kolumna chromatograficzna

Kolumna chromatograficzna umozliwiajaca ozna-
czanie N-hydroksymocznika w obecnosci innych
substancji wystepujacych jednocze$nie w badanym
powietrzu, np.:

a) kolumna analityczna wypelniona Zelem
krzemionkowym modyfikowanym grupa
oktadecylowa o $rednicy ziaren 1,8 pm,
dlugo$ci 100 mm i $rednicy wewnetrznej
2,1 mm,

b) kolumna wypelniona Zelem krzemionko-
wym modyfikowanym grupg oktadecylowa,
o uziarnieniu 5 um, dtugosci 150 mm i $red-
nicy wewnetrznej 2,1 mm.

6.4. Probniki

Dostepne w handlu prébniki stosowaé zgodnie
z instrukcjg producenta, dla ktérych producent
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zadeklarowal zgodno$¢ z zasadami podanymi
w normie PN-EN 481 (umozliwiajace wyodrebnie-
nie z powietrza frakcji wdychalnej).

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;0,1+1 mli0,5 + 5 ml.

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

6.9. Mieszadlo mechaniczne

6.10. Filtry strzykawkowe
Filtry strzykawkowe z politetrafluoroetylenu (PTFE).

7. Pobieranie probek powietrza

Probki powietrza nalezy pobierac zgodnie z zasada-
mi podanymi w normie PN-Z-04008-7. W miejscu
pobierania probek przez filtr wg punktu 6.2 prze-
pusci¢ do 720 1 badanego powietrza ze stalym stru-
mieniem objetosci zalecanym przez producenta
separatora frakcji (najczesciej 2 1/min) za pomoca
pompy wg punktu 6.8. Pobrane prébki przechowy-
wane w chlodziarce zachowujg trwalo$¢ przez co
najmniej 18 dni.

8. Warunki pracy zestawu
do chromatografii cieczowej

8.1. Warunki pracy chromatografu cieczowego
sprzgzonego z tandemowym
spektrometrem mas

Warunki pracy chromatografu nalezy dobra¢ tak,
aby uzyska¢ rozdzielenie N-hydroksymocznika

Tabela 1. Faza ruchoma o sktadzie programowanym

od innych substancji wystepujacych jednoczesnie
w badanym powietrzu.

W przypadku stosowania kolumny o parame-
trach podanych w punkcie 6.3a, oznaczanie mozna
wykona¢ w nastepujacych warunkach:

- skiad fazy ruchomej (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 skladu fazy ruchomej
zapewniajacych mozliwos¢ oznaczenia N-hydrok-
symocznika.

Tandemowy spektrometr mas:

- zrédlo jonow jonizacja dodatnia

- komora kolizyjna:

- gazkolizyjny  argon
- monitorowane
przejscie reakeji
fragmentacji 76,61 m/z do
44,03 m/z - jon
kwantyfikujacy,
76,61 m/z do
31,12 m/z - jon
potwierdzajacy.

Pozostale takie parametry pracy spektrome-
tru mas, jak: napiecie kapilary, napiecie zrédta
jonow, temperatura zrodla jonow, temperatura
desolwatacji, przeplyw gazu desolwatacyjnego,
przeptyw gazu kolizyjnego, energia kolizji, nalezy
okresli¢ indywidualnie dla danego typu spektro-
metru mas.

an]?ns' Roztwdr kwasu mréwkowego wg punktu 6.5, % Roztwér kwasu mréwkowego w acetonitrylu wg punktu 6.4, %
0 85 15
0,2 85 15
4 0 100
4,5 0 100
5 85 15
8 85 15
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8.2. Warunki pracy chromatografu
cieczowego z detektorem
fluorescencyjnym
Warunki pracy chromatografu nalezy dobrac tak,
aby uzyska¢ oddzielenie N-hydroksymocznika
od innych substancji wystepujacych jednoczesnie
w badanym powietrzu.
W przypadku stosowania kolumny o parame-
trach podanych w punkcie 6.3b, oznaczanie mozna
wykona¢ w nastepujacych warunkach:

- sklad fazy ruchome;j (tabela 2)
- temperatura kolumny  40°C
- strumien objetosci
fazy ruchomej 0,3 ml/min
- objetos¢ dozowanej
probki 5ul
- dlugos¢ fali
wzbudzenia/emisji 240 nm/308 nm.

Dopuszcza si¢ stosowanie innych kolumn chro-
matograficznych lub innego sktadu fazy ruchome;j
zapewniajacych mozliwos¢ oznaczenia N-hydrok-
symocznika.

9. Sporzadzanie krzywej wzorcowej
do oznaczen technika spektrometrii mas

Na siedem filtréw wg punktu 6.2 nanie$¢ za po-
mocy pipet automatycznych wg punktu 6.6 po
10 ul roztworéw wzorcowych roboczych N-hydrok-
symocznika wg punktu 5.9. Po odparowaniu roz-
puszczalnika filtry przenies¢ do naczynek o pojem-
nosci 4 ml wg punktu 6.5. Do kazdego naczynka
doda¢ po 2 ml roztworu do ekstrakeji wg punktu
5.6 i podda¢ 30-minutowej ekstrakeji za pomoca
mieszadla mechanicznego. Zawartos¢ N-hydroksy-
mocznika w 1 ml tak uzyskanych roztworéw wy-
nosi odpowiednio, w mikrogramach: 0; 0,36; 0,72;

Tabela 2. Faza ruchoma o sktadzie programowanym

1,44; 3,6; 5,4 i 7,2. Uzyskane ekstrakty przesgczy¢
za pomocy filtrow strzykawkowych wg punktu 6.10
do naczynek o pojemnosci 2 ml wg punktu 6.5,
a nastepnie naczynka szczelnie zamkna¢. Wykona¢
analize chromatograficzng w warunkach podanych
w rozdziale 8.

Sporzadzi¢ krzywa wzorcows, odkladajac na
osi odcietych zawartos¢ N-hydroksymocznika
w 1 ml otrzymanych roztworéw, w mikrogramach,
a na osi rzednych - odpowiadajace im $rednie
powierzchnie pikéw. Dopuszcza si¢ automatycz-
ne integrowanie danych i sporzadzanie krzywej
WZOICOWE;j.

10. Sporzadzanie krzywej wzorcowej
do oznaczen technika fluorescencyjna

Na siedem filtréw wg punktu 6.2 nanie$¢ za po-
moca pipet automatycznych wg punktu 6.6 po
10 pl roztworéw wzorcowych roboczych N-hydrok-
symocznika wg punktu 5.9. Po odparowaniu roz-
puszczalnika filtry przenies¢ do naczynek o pojem-
nosci 4 ml wg punktu 6.5. Do kazdego naczynka
doda¢ po 2 ml roztworu do ekstrakcji wg punktu
5.6 i podda¢ 30-minutowej ekstrakeji za pomoca
mieszadla mechanicznego. Zawartos¢ N-hydroksy-
mocznika w 1 ml tak uzyskanych roztworéw wy-
nosi odpowiednio, w mikrogramach: 0; 0,36; 0,72;
1,44; 3,6; 5,4 i 7,2. Uzyskane ekstrakty przesaczy¢
za pomocy filtrow strzykawkowych wg punktu 6.10
do naczynek o pojemnosci 2 ml wg punktu 6.5.
Z kazdego naczynka za pomocg pipety wg punktu
6.7 pobrac po 0,95 ml ekstraktu i przenie$¢ do na-
czynka o pojemnosci 2 ml wg punktu 6.5. Do kaz-
dego naczynka dodac za pomoca pipety wg punktu
6.7 po 0,05 ml roztworu ksanthydrolu wg punktu
5.12. Naczynka szczelnie zamkna¢, wymiesza¢ za-
warto$¢ i zostawi¢ na 60 min bez dostepu $wiatla.

Czas, Roztwdr kwasu mréwkowego Roztwdr kwasu mréowkowego w acetonitrylu
min wg punktu 6.5, % wg punktu 6.4, %

0 70 30

5 70 30

6 20 80

10 20 80
10,5 70 30

20 70 30
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Sporzadzi¢ analiz¢ chromatograficzng w warun-
kach wg rozdzialu 8. Nastepnie wykresli¢ krzywa
wzorcowy, odktadajac na osi odcigtych zawarto$¢
N-hydroksymocznika w 1 ml otrzymanych roztwo-
réw, w mikrogramach, a na osi rzednych - odpo-
wiadajgce im $rednie powierzchnie pikow.

11. Wykonanie oznaczania technika
tandemowej spektrometrii mas

Po pobraniu probki powietrza filtr przenie$¢ do na-
czynek o pojemnosci 4 ml wg punktu 7.5. Nastepnie
doda¢ 2 ml roztworu do ekstrakeji wg punktu 5.6
i poddac 30-minutowej ekstrakcji za pomocg miesza-
dfa mechanicznego. Ekstrakty przesaczy¢ za pomoca
filtrow strzykawkowych wg punktu 6.10 do naczynek
o pojemnosci 2 ml wg punktu 6.5. Naczynka szczel-
nie zamkngé. Wykona¢ analize chromatograficzng
w warunkach wg rozdziatu 8. Zawarto$¢ N-hydrok-
symocznika w badanym roztworze odczytac¢ z krzy-
wej wzorcowej, w mikrogramach.

12. Wykonanie oznaczania
technika fluorescencyjna

Po pobraniu probki powietrza przenies¢ filtry do
naczynek o pojemnosci 4 ml wg punktu 7.5, do-
da¢ 2 ml roztworu do ekstrakcji wg punktu 5.6
i podda¢ 30-minutowej ekstrakeji przy uzyciu mie-
szadla mechanicznego. Ekstrakty przesgczy¢ za

pomocg filtrow strzykawkowych wg punktu 6.10
do naczynek o pojemnosci 2 ml wg punktu 6.5.
Z kazdego naczynka za pomocg pipety wg punktu
6.7 pobrac po 0,95 ml ekstraktu i przenies¢ do na-
czynka o pojemnosci 2 ml wg punktu 6.5. Do kaz-
dego naczynka doda¢ za pomoca pipety wg punktu
6.7 po 0,05 ml roztworu ksanthydrolu wg punktu
5.12. Nastepnie naczynka szczelnie zamknaé, wy-
miesza¢ zawarto$¢ i zostawi¢ na 60 min bez do-
stepu $wiatla. Wykona¢ analize chromatograficzng
w warunkach okreslonych w rozdziale 8. Zawar-
to$¢ N-hydroksymocznika w badanym roztworze
odczyta¢ z wykresu krzywej wzorcowej, w mikro-
gramach.

13. Obliczanie wyniku oznaczania

Stezenie N-hydroksymocznika (X) w badanym po-
wietrzu nalezy obliczy¢ na podstawie wzoru, w mi-
ligramach na metr szescienny:

x=50
V

w ktorym:
C-  zawarto$¢ N-hydroksymocznika w 1 ml
roztworu po ekstrakeji, odczytana z krzywej
wzorcowania, w mikrogramach,

V- objetos¢ powietrza  przepuszczonego
przez filtr, w litrach,
2-  iloé¢ roztworu uzyta do ekstrakeji.

Wydawca,/Publisher: Centralny Instytut Ochrony Pracy - Paristwowy Instytut Badawczy 173







