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Streszczenie

Docetaksel (DCT) to cytostatyk pochodzenia roslin-
nego z grupy taksoidow — inhibitorow mitozy. Doce-
taksel jest cytostatykiem stosowanym w leczeniu
raka: piersi, ptuc, gruczotu krokowego, ptaskona-
btonkowego glowy i szyi oraz gruczolaka zotadka.
Ze wzgledu na zagrozenia dla zdrowia docetaksel
zostat zaklasyfikowany jako substancja mutagenna
kategorii zagrozenia 2., dziatajgca szkodliwie na roz-
rodczos¢ kategorii zagrozenia 1.B oraz wysoce
fatwopalna ciecz.

W artykule przedstawiono metod¢ oznaczania docetak-
selu w powietrzu na stanowiskach pracy z zastosowa-

niem wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC) z detektorem diodowym (DAD). Metoda po-
lega na: wyodregbnieniu frakcji wdychalnej aerozolu
docetakselu z powietrza na filtrze z widkna szklanego,
wymyciu analitu wodg destylowang oraz analizie chro-
matograficznej otrzymanego roztworu. Oznaczenia
prowadzono w uktadzie faz odwrdéconych — faza ru-
choma: acetonitryl: roztwor octanu amonu (o pH = 4,5)
z zastosowaniem kolumny analitycznej C18 wypetnio-
nej modyfikowanym Zelem krzemionkowym.

Na podstawie wynikow przeprowadzonych badan
ustalono zakres pomiarowy metody 0,6 + 10,0 pg/m?

! Publikacja opracowana na podstawie wynikow uzyskanych w ramach III etapu programu wieloletniego ,Poprawa
bezpieczenstwa i warunkéw pracy”, dofinansowanego w latach 2014-2016 w zakresie stuzb panstwowych przez Ministerstwo
Rodziny, Pracy i Polityki Spotecznej (numer zadania badawczego 3.Z.17.).

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

145



Matgorzata Szewczynska, Matgorzata Posniak

dla probki powietrza o objetosci 960 1. Granica wykry-
walnosci (LOD) tej metody wynosi 0,0065 pg/ml,
a granica oznaczalno$ci (LOQ) — 0,0195 pg/ml.

Opracowang metode oznaczania docetakselu w powie-
trzu na stanowiskach pracy zapisano w postaci proce-
dury analitycznej, ktorag zamieszczono w zataczniku.

Summary

Docetaxel (DCT) is a plant derived cytotoxic from
taxane family — mitosis inhibitors. It is used in the
treatment of breast, lung and prostate cancer, squamous
cell carcinoma of the head and neck, and gastric
adenoma. Docetaxel is a highly flammable liquid and
health-threatening substance classified as mutagenicity
category 2 and reproductive toxicity category 1B.

This paper presents a method for measuring docetaxel
in the workplace air with HPLC with diode array
detector (DAD). The method is based on the adsorption

of inhalable fraction of docetaxel aerosol on glass fiber
filter, desorption with water and chromatographic
analysis. The analysis was performed in reverse phase
on Cis column and mobile phase — acetonitrile:
ammonium acetate solution (45: 55). The measurement
range was 0.6 — 10 ug/m? for 480-L air sample. The
limit of detection (LOD) was 0.0065 pg/ml and the
limit of quantification (LOQ) was 0.0195 pg/ml.

The developed method of docetaxel determination has
been recorded as an analytical procedure (see appendix).

WPROWADZENIE

Docetaksel (DCT) to cytostatyk pochodzenia roslin-
nego z grupy taksoidéw — inhibitorow mitozy.
Wspolng cecha tej grupy lekow jest dziatanie hamu-
jace proces prawidtowego podziatu komorkowego.
Sa to leki powodujace stabilizacje wrzeciona mito-
tycznego i zahamowanie podziatu lub destabilizacje
oraz zniszczenie struktur umozliwiajacych podziat
(Walusiak-Skorupa 1 in. 2009). Na podstawie wyni-
kéw badan ankietowych przeprowadzonych w od-
dziatach onkologicznych i aptekach krajowych szpi-
tali wykazano, ze 14% respondentéw ma kontakt
z docetakselem podczas pracy (Krzeminska S. 1 in.

Tabela 1.

2016). Ze wzgledu na zagrozenia dla zdrowia doce-
taksel zostat zaklasyfikowany jako substancja muta-
genna kategorii zagrozenia 2., dziatajaca szkodliwe
na rozrodczo$¢ kategorii zagrozenia 1.B oraz wy-
soce tatwopalna ciecz.

Cytostatyk ten jest stosowany w leczeniu raka:
piersi, ptuc, gruczolu krokowego, ptaskonabtonko-
wego glowy i szyi oraz gruczolaka zotadka.

Podstawowe wlasciwosci fizykochemiczne, tok-
syczne oraz farmakologiczne docetakselu przedsta-
wiono w tabeli 1.

Podstawowe wlasciwosci docetakselu (DCT), (Indeks... 2005)

Docetaksel

Wz6r strukturalny

Nazewnictwo

Nomenklatura systematyczna (IUPAC);

ester (2aR,4S5,4aS,6R,95,115,128,12aR,12bS)-12b-(acetyloksy)-12-(benzoiloksy)-2a,3,4,4a,5,6,9,10,11,12,12a,12b-dode-
kahydro-4,6,11-trihydroksy-4a,8,13,13-tetrametylo-5-okso-7,11-metano-1H-cyklodeka[3,4]benz[ 1,2-b]okset-9-ylowy
kwasu B-(((1,1-dimetyloetoksy)karbonylo)amino)-a-hydroksy-benzenopropionowego

Informacje ogdlne

C43Hs3NO114
807,88 g/mol

Wzbr sumaryczny
Masa molowa
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cd. tab. 1.
Docetaksel
Wyglad biaty proszek
Identyfikacja
Numer CAS 114977-28-5
PubChem 148124
DrugBank DB01248

Wiaséciwosci fizykochemiczne

Rozpuszczalnos¢ w wodzie 60 mg/1

Temperatura topnienia 232°C

logP 2,4
Niebezpieczenstwo

MSDS (Safety... 2016)

H225 — wysoce tatwopalna ciecz i pary

H319 — dziata draznigco na oczy

H341 — podejrzewa sig, ze powoduje wady genetyczne
H360D — moze dziata¢ szkodliwie na dziecko w tonie matki
H362 — moze dziata¢ szkodliwie na dzieci karmione piersig

Globalnie Zharmonizowany System
Klasyfikacji i Oznakowania Chemikaliow

Substancja nie jest klasyfikowana jako niebezpieczna wedtug kryteriow systemu GHS

Europejska klasyfikacja substancji

Numer RTECS
Dawka $miertelna

Substancja nie jest klasyfikowana jako niebezpieczna wedtug europejskich kryteriow
DA4172750
LDso 2,5 mg/kg (pies, dozylnie)

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

Stosowanie w cigzy | kategoria D
Farmakokinetyka

Dziatanie przeciwnowotworowe, przeciwzimnicze

Okres péttrwania 11,1h

Wiazanie z biatkami ok. 94%

osocza i tkanek

Metabolizm watrobowy

Wydalanie z moczem i kalem
Uwagi terapeutyczne

Droga podawania dozylnie

Objetos¢ dystrybucji 1131

Docetaksel to lek przeciwnowotworowy stoso-
wany w chemioterapii nowotworow. Zwiazek jest
otrzymywany z igiet cisu pospolitego (ang. taxus bac-
cata). Dziala przeciwnowotworowo przez laczenie
bialka tubuliny w trwate mikrotubule oraz hamowanie
ich rozpadu, a takze zatrzymywanie komorki na gra-
nicy meta- i anafazy, co prowadzi do $mierci komorki.
Do najczgstszych dziatan niepozadanych zaliczamy:
zahamowanie czynnos$ci szpiku kostnego, zmiany
w obrazie krwi, zaburzenia rytmu serca, skorne reak-
cje alergiczne, zaburzenia czynnos$ci watroby oraz
drog zotciowych (Farmakologia... 2005).

Zawodowymi grupami narazonymi na dzialanie
tego leku sg przede wszystkim: pielggniarki, lekarze,
farmaceuci zatrudnieni na oddziatach onkologicznych

oraz weterynarze. RoOwniez pracownicy laboratoriow
medycznych, technicy medyczni, a takze cztlonkowie
ekip sprzatajacych oraz pracownicy kuchni i pralni
przyszpitalnych moga mie¢ kontakt z tymi substan-
cjami chemicznymi stwarzajacymi zagrozenie.
Podobnie jak w przypadku innych cytostatykow
metody oznaczania docetakselu dotycza przede
wszystkim materialu biologicznego i bazuja na wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej. Stosujac
kolumne¢ Lichrocat (Brigagdo da Silva 2016), faze
ruchomg 20 mmol/L diwodorofosforanu potasu
i acetonitrylu (55: 45 V/V) o przeptywie 1 ml/ml
i detektor UV, dlugos¢ fali analitycznej 230 nm
oznaczano docetakselem na poziomie 20 ng/ml.
Zastosowanie metody chromatografii cieczowej
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z tandemowym spektrometrem mas (LC/MS/MS)
umozliwia selektywne oznaczanie cytostatykow
z grupy taksoidow na malych poziomach stezen —
0,1 ng/ml (Jones 2004). Docetaksel oznaczano
w statych nanoczastkach lipidéw, wykorzystujac
réwniez technik¢ wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z detekcja  spektrofotometryczng
HPLC/UV (Venishetty 2011) oraz kolumng C18.
Jako faz¢ ruchomg stosowano acetonitryl z dodat-
kiem 0,2% trietyloaminy. Docetaksel po ekstrakc;ji
eterem dietylowym oznaczano w plazmie, stosujac:
kolumne Nucleosil 5, faze ruchomg — acetonitryl:
bufor octanowy: tetrahydrofuran (45: 50: 5 v/v) oraz
detektor UV przy dtugoséci fali analitycznej 227 nm.
Oznaczalno$¢ metody wynosita 25 ng/ml (Ciccolini
iin. 2001).

W dostgpnym pi$miennictwie nie znaleziono
informacji dotyczacych warto$ci najwyzszego do-
puszczalnego stezenia (NDS) w powietrzu na stano-
wiskach pracy. Jeden z producentéw docetakselu
proponuje zakres warto$ci narazenia zawodowego
(OEL) w zakresie od 1 + < 10 pg/m’.

Celem badan byto opracowanie metody umozli-
wiajacej oznaczanie frakcji wdychalnej aerozolu
docetakselu w powietrzu srodowiska pracy na pozio-
mie okoto 0,5 ug/m>, tj. okoto 1/10 wartosci $rodko-
wej proponowanego zakresu dopuszczalnego stgze-
nia dla tego cytostatyku.

Metoda badan

Do oznaczania docetakselu w powietrzu na stanowi-
skach pracy zastosowano wysokosprawng chromato-
grafie cieczowg z detekcjg spektrofotometryczng
(DAD), podczas badan nad: ustaleniem parametrow

wyodrebniania substancji z powietrza, przygotowa-
niem pobranej probki powietrza do analizy i iloScio-
wym oznaczaniu badanej substancji.

Aparatura

W badaniach zastosowano: chromatograf cieczowy
firmy Elite LaChrom Merck — Hitachi, detektor DAD
L-2450 z automatycznym podajnikiem probek L.2200
oraz kolumne analityczng C18 wypemiong zelem
krzemionkowym modyfikowanym (ang. endcapend
phurosphere star RP-18) o wymiarach 250 x 4,6 mm
i uziarnieniu 5 um z przedkolumng (firmy Merck,
Niemcy). Do pobierania i przygotowania probek po-
wietrza do badan stosowano: aspirator Gilian 3500
(SKC Inc., USA), probnik do wyodrgbniania czastek
aerozolu zgodnie z wymaganiami dla frakcji wdy-
chalnej, typ I.O.M. (firmy Anglia), wytrzasarke me-
chaniczng WL-2000 (JWElectronic, Polska), wage
analityczng Sartorius TE214S (Sartorius Corporation,
USA).

Odczynniki i materialy

W badaniach wykorzystano: docetaxel 100 mg —
European Pharmacopea Referency Standard (firmy
Teva Pharmaceutical Polska), octan amonu, wodoro-
fosforan disodu, kwas fosforowy cz.d.a. (firmy
POCH S.A., Polska), acetonitryl o czystosci do
HPLC (firmy Merck, Niemcy), wode wysokiej czy-
stoéci uzyskang z aparatu Milli-Q (Millipore, USA),
filtry z witdkna szklanego o $rednicy 25 mm (firmy
SKC, USA) oraz szkto laboratoryjne: kolby pomia-
rowe, kolby stozkowe 25 ml, pipety, strzykawki do
cieczy i inne.

WYNIKI BADAN I ICH OMOWIENIE

Ustalenie warunkow
oznaczania chromatograficznego

Do oznaczania docetakselu zastosowano wysoko-
sprawng chromatografi¢ cieczowg z detekcjg dio-
dowa i kolumne analityczng C18 wypelniong mody-
fikowanym zelem krzemionkowym (ang. endcapend
phurosphere star RP-18).
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Do elucji zastosowano mieszaning acetonitryl:
0,01M fosforan amonu (45: 55 v/v) o pH = 6,2 z do-
datkiem kwasu fosforowego (Mistran i in. 2010).
Stosujac przepltyw 1,5 ml/min i prowadzac pomiar
przy dtugos$ci fali detektora A = 230 nm otrzymano
pik w czasie retencji 24,2 min (rys. 1.).
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Zastepujac fosforan amonu (w fazie pierwszej)
octanem amonu i zmniejszajac pH fazy do 4,5 przy
tej samej predkosci przeptywu i detekcji, uzyskano  przedstawione w tabeli 2.
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Minutes

0,4 ng/ml, objetosé nastrzyku 20 pl

pik w czasie retencji — 13,7 min (Naresh i in. 2010).
Ze wzgledu na krotszy czas analizy, do chroma-
tograficznego rozdzialu zastosowano eluent bedacy

Tabela 2.

Warunki oznaczania chromatograficznego docetakselu (DCT)

24 26 28

Rys. 1. Chromatogram roztworu wzorcowego docetakselu (DCT) o stezeniu

mieszaning acetonitrylu — octanu amonu. Warunki
oznaczania chromatograficznego zwigzku zostaty

Parametry badane

Ustalone warunki

Kolumna
Temperatura kolumny

Faza ruchoma

Przeptyw objetosci
Detektor
Dlugosc¢ fali

Objetosc petli

250 x 4,6 mm, Spm

25°C

acetonitryl: roztwor 0,02(mol)/L octan amonu z dodatkiem kwasu

ortofosforowego, pH = 4,5 (45: 55)

1,5 ml/min
UV-VIS
230 nm

20 pl

149



Matgorzata Szewczynska, Matgorzata Posniak

Najmniejsza ilo$¢ docetakselu oznaczana w wy-
zej wymienionych warunkach wynosita 0,2 pg/ml.

Chromatogram roztworu wzorcowego przedsta-
wiono na rysunku 2.
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Rys. 2. Chromatogram roztworu wzorcowego docetakselu (DCT) o stgzeniu 0,5ug/ml

Badanie wymywania i zatrzymywania
docetakselu na filtrach

Docetaksel (DCT) jest emitowany do powietrza sta-
nowisk pracy w postaci aerozolu czastek statych
w procesie produkcji leku, natomiast podczas przy-
gotowywania i stosowania roztworOw w chemiote-
rapii — w postaci czgstek aerozolu cieklego. Z tego
wzgledu, do oceny narazenia zawodowego w przy-
padku tej substancji nalezy oznacza¢ jej zawarto$§¢
we frakcji wdychalnej aerozolu, wyodrebnionej
z badanego powietrza na odpowiednio dobranych
filtrach z zastosowaniem probnikéw umozliwiajg-
cych pobranie z powietrza docetakselu zgodnie
z wymaganiami konwencji frakcji wdychalnej
(PN-EN 481: 1998).

Do badan zastosowano filtry z widkna szklanego,
powszechnie stosowane podczas pobierania probek
powietrza zawierajacego aerozole substancji orga-
nicznych oraz wode¢ destylowang do wymywania
substancji z filtrow.

Przeprowadzono badania stopnia odzysku doce-
takselu z filtrow. W pieciu kolbach stozkowych
Erlenmayera umieszczono filtry z wtokna szklanego
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i naniesiono 50 pl roztworu docetakselu o stezeniu
200,0 pg/ml. Filtry pozostawiono do wyschnigcia.
Nastepnie do kolb dodano po 3 ml wody destylowa-
nej 1 wytrzasano przez 30 min, stosujgc wytrzasarke
mechaniczng. Roztwory poroéwnawcze przygoto-
wano w identyczny sposob, ale bez filtrow. Sredni
wspotczynnik odzysku wyniost 0,92.

Badania wyodrebniania docetakselu z powietrza
przeprowadzano w nastepujacy sposob. Dwa filtry
z witokna szklanego umieszczono w oprawce do
probnika I.O.M. Na pierwszy filtr naniesiono 50 pl
roztworu docetakselu w wodzie destylowanej o ste-
zeniu 200,0 pg/ml, a na drugi filtr nie nanoszono ba-
danej substancji i przepuszczano 960 | powietrza ze
strumieniem objetosci 2 1/min. Kolejne zestawy
przygotowano analogicznie i przepuszczono 960 1
powietrza z takim samym strumieniem objgtosci.
Analit wymywano z filtrow 3 ml wody destylowa-
nej. Na podstawie wynikow badan przedstawionych
w tabeli 3. wykazano, ze docetaksel zatrzymuje si¢
na pierwszym filtrze z widkna szklanego. Drugi filtr
nie zawierat badanej substancji w Zadnym z testowa-
nych zestawow.
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Tabela 3.

Przykladowe wyniki pochlaniania i wymywania docetakselu (DCT) z filtréw z wldkna szklanego. Kolumna C18,
faza ruchoma: acetonitryl: 0,02 (mol)/L bufor amonowy (45: 55)

Srednie pole powierzchni pikéw pochodnej DCT
Strumien objetosci Cuas Przyblizone stezenie w roztworach’ 2 wymyciu,
pochlanianego S DCT w powietrzu, wg wskazaf integratora
. . pochtaniania, min 3
powietrza, l/min pg/m
I filtr II filtr
469082 n.w.
473072 n.w
2,0 480 10 460055 n.w.
469200 n.w.
478083 nw.

Objasnienia: n.w. — nie wykryto.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze filtr z wtokna
szklanego zapewnia ilo$ciowe wyodrebnienie doce-
takselu z badanego powietrza przy pobieraniu probki
o objetosci 960 1, a woda destylowana jest odpowied-
nim rozpuszczalnikiem do wymywania tej substancji
z filtréw.

Kalibracja

Zakres pomiarowy metody oznaczania docetakselu
z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z detekcja diodowa zostat ustalony na po-
ziomie 0,2 + 12 pg/ml.

Przygotowano trzy serie roztworéw kalibracyjnych
o stezeniach: 0,2; 0,4; 0,8; 1,6; 3,2; 6,4 1 12,8 pg/ml.

Do chromatografu wprowadzano za pomoca petli
dozowniczej po 20 pl roztworéw wzorcowych robo-
czych. Z kazdego roztworu wzorcowego wykonywano
dwukrotny pomiar, odczytywano powierzchnie pikow
1 obliczano $rednig arytmetyczng. Rdznica miedzy wy-
nikami nie powinna by¢ wigksza niz £5% tej wartosci.
Nastepnie wykreslano krzywa wzorcowa, odktadajac
na osi odcigtych zawarto$¢ docetakselu w 1 ml roztwo-
réw wzorcowych w mikrogramach, a na osi rzgdnych
— odpowiadajgce im $rednie powierzchnie pikow.
Wyniki kalibracji przedstawiono w tabeli 4., a wykres
krzywej kalibracji na rysunku 3.

Tabela 4.
Wyniki kalibracji docetakselu (DCT)
Srednia powierzchnia pikow, ys- , i
il stacji komputerowej pow1e{zchn1a e, zmiennosci, kahbricp, B
z serii [-11T S V, % fle)=ylx
I seria II seria 11T seria
12,5 1785682 1768923 1789202 1781269 10 835,84 0,61 142501,52
6,25 844990 837654 835113 839252 5128,82 0,61 134280,37
3,13 469082 467498 462794 466458 3 270,46 0,7 149028,12
1,56 250311 236845 251872 246343 8262,17 3,35 157911,97
0,78 141326 142953 145006 143095 1 844,10 1,29 183455,13
0,39 73756 77953 77642 76450 2338,54 3,06 196026,49
0,2 60031 60612 60612 60418 335,44 0,56 302091,65
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cd. tab. 4.
Srednia powierzchnia pikow, ys- . Odchylenie . : . :
Stezenie, x, wg wskazan analitycznej S'redma . standar- Wspp iczyymk Wsp.oiczypmk
ug/ml stacji komputerowej pOWIey.ZChnla dowe zmiennoscl, kalibracji, B
z serii [-111 S ’ V, % fle)=ylx
I seria II seria IIT seria
Krzywa y= y= y= y=
kalibracji 139218,46x | 137871,06x | 139051,81x | 138713,78x
Y=Bx+4 +24452,57 | +24551 | +24623,64 | +24542,4
Wspblezynnik | 9993 0,9993 0,999 0,9992
korelacji, R
Srednia warto$é wspotezynnika kalibracji 210 882,54
Odchylenie standardowe wspotczynnika kalibracji, Sp 57 900,36
Wspdtczynnik zmienno$ci wspotczynnika kalibracji, nkal, % 27,46
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Rys. 3. Wykres krzywej kalibracji docetakselu (DCT)

W badanym zakresie stezen uzyskano liniowy
przebieg krzywej wzorcowej ze wspotczynnikiem
korelacji 0,9993.

Badanie precyzji

W celu wyznaczenia precyzji etapu analitycznego,
z niezaleznych roztworéw podstawowych przygoto-
wano trzy serie pomiarowe o st¢zeniach odpowied-
nio: 0,2, 1,6 1 12,5 pg/ml, po cztery roztwory wzor-
cowe kazda. Nastepnie kazdy z roztworow poddano
analizie chromatograficzne;j.
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Na podstawie odczytanych powierzchni pikow
obliczono odchylenie standardowe (S) i wspotczyn-
nik zmiennosci dla danego poziomu stgzen (V).
Nastepnie wyznaczono $rednig precyzje wyrazong
jako $redni wspotczynnik zmienno$ci dla zakresu
stezen.

Srednia precyzja oznaczania wyniosta 5,00. Wy-
niki badania precyzji oznaczania docetakselu zesta-
wiono w tabeli 5.
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Tabela 5.

Wyniki badania precyzji oznaczania docetakselu (DCT)

Powierzchnia pikow
wg wskazan analitycznej stacji
komputerowej

Srednia z powierzchni

Powierzchnia pikow
wg wskazan analitycznej stacji
komputerowej

Srednia z powierzchni

Powierzchnia pikow
wg wskazan analitycznej stacji
komputerowej

Srednia z powierzchni

I seria — roztwor o stezeniu 0,2 pg/ml

11 seria — roztwor o stezeniu 1,6 pg/ml

11T seria — roztwor o stgz

eniu 12,5 pg/ml

68327 64 469,50 250311 250 695 1785682 1787 410,00
60612 251079 1789138

60735 60 796,50 250311 250 695 1792594 1792 822,00
60858 251079 1793050

61081 61 142,50 251247 251 586 1798506 1796 778,00
61204 251925 1795050

61627 61 688,50 252293 252 677 1796506 1794 778,00
61750 253061 1793050

Srednia powierzchnia piku 62 024,25 $rednia powierzchnia piku 251413 $rednia powierzchnia piku 1792 947,00
Odchylenie standardowe, S 2 578,40 odchylenie standardowe, S 958,56 odchylenie standardowe, S 4 060,72
Wspotczynnik zmiennosci, n;, % 4,16 wspotczynnik zmiennosci, n, % 0,38 wspotczynnik zmiennosci, n, % 0,23

Srednia precyzja

$redni wspotczynnik zmiennosci dla zakresu, 74kresus %0

0,2565

Catkowita precyzja badania — §redni wspotczynnik zmiennosci, n., % 5,0066

[omM022210 11fD.4301DU0LYD [PUMD.AASOYOSAN WDTUDMNOSOISDZ Z
Aon.1d yovySIMoUD)s DU NZ4J2INOd M DIUDZODUZO DPOJIJY “[2SYDI2IO(]
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Granicg wykrywalnoéci (LOD) obliczono na
podstawie wartosci odchylenia standardowego
zbioru sygnatow dla Slepej proby (zerowej) i kata na-
chylenia krzywej kalibracji — wspotczynnika kierun-
kowego B. W celu obliczenia odchylenia standardo-
wego, z wynikow uzyskanych dla trzech serii probek
$lepych (zerowych) przeprowadzono dziewig¢¢ nie-
zaleznych pomiar6w powierzchni piku przy
czasie retencji docetakselu (11,5 min) dla probki

Tabela 6.

przygotowanej w identyczny sposob jak probka rze-
czywista, bez analitu. Granica oznaczalno$ci (LOQ)
jest wielokrotnoécig wyznaczonej wartosci granicy
wykrywalno$ci (LOD). Wyniki pomiaréw dla $lepej
proby pozwolity na uzyskanie granicy wykrywalno-
$ci na poziomie 0,0065 pg/ml i granicy oznaczalno-
sci — 0,0195 pg/ml. Wyniki przedstawiono w tabeli
6., a wyniki wyznaczonych warto$ci niepewnosci
w tabeli 7.

Granica oznaczalno$ci i wykrywalno$ci docetakselu (DCT)

Slepe proby

odpowiedz detektora wg wskazan
analitycznej stacji komputerowe;j,
powierzchnia piku chromatograficznego
o czasie retencji — 11,5 min

1 2 3
7492 2554 4170
6 764 2 681 4742
4742 2 681 4742
Wyznaczone parametry 4742 2681 4742
4742 2 681 4742
4742 2 681 4742
4742 2 681 4742
4742 2 681 4742
Odchylenie standardowe dla jedne;j serii probek 514,77 89,80 404,47
Odchylenie standardowe wynikoéw uzyskanych dla serii probek
. 336,35
Slepych, S,
Roéwnanie krzywej kalibracji: y = Bx + 4 y=171768,8 x + 57 672,87
Wspotczynnik kierunkowy krzywej kalibracji, B 171 768,8
Granica wykrywalnos$ci, LOD 0,0065
Granica oznaczalnosci, LOQ 0,0195
Tabela 7.
Niepewnos¢ calkowita i rozszerzona metody oznaczania docetakselu (DCT)
Oznaczany parametr Wartos¢
Srednia wydajnos¢ wspotczynnika desorpcji/odzysku 0,92
Catkowita precyzja badania — $redni wspotczynnik zmiennosci dla zakresu, Ve, % 5,00
Wzgledna niepewno$é catkowita, Ur, % 10,93
Niepewnos¢ rozszerzona, U 21,87
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z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej

PODSUMOWANIE I WNIOSKI

W wyniku przeprowadzonych badan opracowano
selektywng metod¢ oznaczania docetakselu (DCT)
W powietrzu na stanowiskach pracy z zastosowa-
niem wysokosprawnej chromatografii cieczowej
z detekcja spektrofotometryczng (UV).

Do pobierania probek powietrza zastosowano
filtr z wtdkna szklanego umieszczony w probniku
do pobierania frakcji wdychalnej aerozolu, z kto-
rego docetaksel wymywano woda destylowang. Do
oznaczania pochodnej docetakselu zastosowano
kolumne analityczng C18 wypetniong modyfiko-
wanym zelem krzemionkowym, ktora eluowano
mieszaning acetonitrylu i 0,02 (mol)/L octanu amo-

nowego o pH = 4,5 (45: 55), co umozliwia selek-
tywne oznaczanie docetakselu w obecnos$ci innych
substancji wystepujacych w powietrzu na réznych
etapach produkcji 1 stosowania leku.

Opracowana metoda oznaczania st¢zen docetak-
selu moze by¢ wykorzystywana przez laboratoria hi-
gieny pracy do wykonywania pomiaréw stezen tej
substancji w powietrzu na stanowiskach pracy,
w celu oceny narazenia pracownikow i oceny ryzyka
zawodowego stwarzanego przez te substancje.
Wiyniki tej oceny bedg stanowity podstawe do pode;j-
mowania odpowiednich dziatan profilaktycznych.
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ZALACZNIK

PROCEDURA ANALITYCZNA OZNACZANIA DOCETAKSELU
W POWIETRZU NA STANOWISKACH PRACY

1. Zakres procedury

W niniejszej procedurze podano metod¢ oznaczania
zawartosci docetakselu (CAS 114977-28-5) w po-
wietrzu na stanowiskach pracy z zastosowaniem wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej z detekto-
rem diodowym. Metodg stosuje si¢ podczas kontroli
warunkow sanitarnohigienicznych.

Najmniejsze stezenie docetakselu, jakie mozna
oznaczy¢ w warunkach pobierania probek powietrza
1 wykonania oznaczania opisanych w procedurze, wy-
nosi okoto 0,6 ug/m? przy pobraniu 960 1 powietrza.

2. Powolania normatywne

PN-Z-04008-7 Ochrona czystosci powietrza —
Pobieranie probek — Zasady pobierania probek
powietrza w $rodowisku pracy i interpretacji wyni-
kow.

3. Zasada metody

Metoda polega na: przepuszczeniu badanego powie-
trza przez filtr z wtdkna szklanego, wymyciu osa-
dzonego na filtrze docetakselu wodg destylowang
i analizie chromatograficznej otrzymanego roz-
tworu.

4. Odczynniki, roztwory i materialy

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

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

Wszystkie czynnosci zwigzane z: przygotowy-
waniem roztworéw wzorcowych, wyznaczaniem
wspotczynnika odzysku 1 przygotowywaniem pro-
bek do badan, nalezy wykonywaé w komorze lami-
narnej lub w przypadku jej braku pod sprawnie dzia-
fajacym wyciagiem laboratoryjnym. Pracownik po-
winien by¢ wyposazony w jednorazowe S$rodki

ochrony indywidualnej: 2 pary r¢kawic ochronnych,
odziez ochronng i pétmaske.

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

4.1. Acetonitryl

4.2. Docetaksel

Stosowac¢ wzorzec wg Farmakopei Europejskiej.

4.3. Metanol

4.4. Kwas fosforowy

4.5. Octan amonu
Stosowac roztwor o stezeniu 0,02(mol)/1.

4.6. Roztwor wzorcowy podstawowy docetak-

selu

Odwazy¢ okoto 10 mg docetakselu 1 przeniesé
do kolby pomiarowej o pojemnosci 10 ml, uzupehic
do kreski wodg i zawarto$¢ doktadnie wymieszac.
Zawarto$¢ docetakselu w 1 ml tak przygotowanego
roztworu wynosi okoto 1 mg. Obliczy¢ doktadng
zawarto$¢ docetakselu w 1 ml roztworu. Roztwor na-
lezy przygotowaé bezposrednio przed uzyciem.

4.7. Roztwor roboczy posredni
Do kolby miarowej o objetosci 10 ml odmierzy¢
100 pl roztworu podstawowego docetakselu 1 uzu-
petni¢ do kreski wodg. Stezenie tak przygotowanego
roztworu wynosi 10 ug/ml.

4.8. Roztwory wzorcowe robocze
Do kolb miarowych o objetosci 1 ml odmierzy¢:
0,02; 0,04; 0,08; 0,16; 0,32 i 0,64 ml roztworu po-
$redniego 1 dopetni¢ wodg do kreski. Zawarto$¢ do-
cetakselu w tak przygotowanych wzorcach wynosi
odpowiednio: 0,2; 0,4; 0,8; 1,6; 3,21 6,4 pg.

4.9. Roztwor wzorcowy do wyznaczania

wspotczynnika odzysku
Do kolby miarowej o objetosci 10 ml odmierzy¢
1 ml roztworu podstawowego docetakselu i dopetnié
do kreski woda. Stezenie tak przygotowanego roz-
tworu wynosi 100 pg/ml.

4.10. Filtry
Stosowaé dostgpne w handlu filtry z wldkna
szklanego o $rednicy 25 mm.
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5. Przyrzady pomiarowe
i sprzet pomocniczy

Stosowac typowy sprzet laboratoryjny.

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

5.2. Kolumna chromatograficzna
Stosowa¢ kolumn¢ chromatograficzng umozliwia-
jaca oznaczanie pochodnej docetakselu od innych
substancji wystepujacych jednoczesnie w badanym
powietrzu, np.: kolumng¢ o dlugosci 250 mm 1 $red-
nicy wewnetrznej 4,6 mm, wypetniong faza oktade-
cylowa o uziarnieniu 5 um.

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

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

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

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

5.7. Wytrzasarka mechaniczna
Stosowac wytrzasarke mechaniczng.

6. Pobieranie probek powietrza

Probki powietrza nalezy pobiera¢ zgodnie z wymaga-
niami zawartymi w normie PN-Z-04008-7. W migjscu
pobierania probek przez filtr wg punktu 4.10. umiesz-
czony w probniku wg punktu 5.3., przepusci¢ do
960 1 badanego powietrza ze stalym strumieniem
objetosci 2 1/min lub innym (zgodnie z instrukcja
probnika stosowanego do wyodrgbniania frakcji wdy-
chanej aerozolu).

Pobrane probki, przechowywane w temperaturze
ok. 20 °C, zachowuja trwato$¢ przez 24 godziny.

7. Warunki pracy chromatografu

Warunki pracy chromatografu nalezy tak dobrac,
aby uzyskac rozdziat docetakselu od innych substan-
cji wystepujacych jednoczesnie w badanym powie-
trzu. W przypadku stosowania kolumny o parame-
trach podanych w punkcie 5.2., oznaczanie mozna
wykona¢ w nastgpujacych warunkach:
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— faza ruchoma —
acetonitryl: 0,01 (mol)/L

bufor amonowy o pH=4,5 45:55
— natezenie przeplywu

strumienia fazy ruchome;j 1,5 ml/min
— temperatura kolumny pokojowa
— dlugos¢ fali analitycznej

detektora diodowego 230 nm
— objeto$¢ dozowanej probki 20 pl.

8. Sporzadzanie krzywej wzorcowej

Wprowadzi¢ do chromatografu za pomoca petli
dozowniczej po 20 ul roztworéw wzorcowych robo-
czych wg punktu 4.8. Z kazdego roztworu wzorco-
wego nalezy wykona¢ dwukrotny pomiar. Odczytaé
powierzchnie pikéw wg wskazan integratora i obli-
czy¢ érednig arytmetyczng. Roznica miedzy wyni-
kami nie powinna by¢ wigksza niz £5% tej wartosci.
Nastepnie wykresli¢ krzywa wzorcowa, odktadajac
na osi odcigtych zawarto$¢ docetakselu w roztwo-
rach wzorcowych w mikrogramach, a na osi rzed-
nych — odpowiadajace im S$rednie powierzchnie
pikow.

Dopuszcza si¢ automatyczne integrowanie
danych i sporzadzanie krzywej wzorcowej.

9. Wyznaczanie wspolczynnika odzysku

W pigciu kolbach wg punktu 5.5. umiesci¢ filtry
z wtokna szklanego i nastepnie doda¢ po 50 pl roz-
tworu do wyznaczania wspotczynnika odzysku
wg punktu 4.9. mikrostrzykawka o pojemnosci 50 pl
wg punktu 5.4. W szostej kolbie przygotowac probke
kontrolng zawierajaca czysty filtr. Kolby szczelnie
zamknac¢ 1 pozostawi¢ do nastgpnego dnia. Oznacza-
nie badanej substancji wykona¢ wg punktu 10. Jed-
nocze$nie wykonaé oznaczanie badanej substancji,
co najmniej w trzech roztworach porownawczych,
przygotowanych przez dodanie do 3 ml wody po
50 ul roztworu do wyznaczania wspolczynnika
odzysku wg punktu 4.9.

Wspotczynnik odzysku docetakselu (d) obliczy¢
na podstawie wzoru:

w ktérym:
P;— $rednia powierzchnia piku pochodnej doce-
takselu na chromatogramach roztworéw po
desorpcji,
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P, — érednia powierzchnia piku o czasie retencji
pochodnej docetakselu na chromatogra-
mach roztworu kontrolnego,

P, — $rednia powierzchnia piku pochodnej doce-
takselu na chromatogramach roztworéw po-
rownawczych.

Nastepnie obliczy¢ srednig warto§¢ wspotczynni-
kow odzysku docetakselu (d ) jako $rednig arytme-
tyczng otrzymanych wartosci (d ).

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

10. Wykonanie oznaczania

Po pobraniu probki powietrza filtr przenie$¢ do
kolby wg punktu 5.5. Nastepnie doda¢ 3 ml wody,
kolb¢ zamkna¢ 1 wstrzasa¢ zawartoscig kolb przez
30 min, stosujgc wytrzgsarke wg punktu 5.7. Nastep-
nie pobraé¢ 20 pl roztworu znad filtra i bada¢ chro-
matograficznie w warunkach okreslonych w punkcie
7. Wykonaé dwukrotny pomiar. Odczytaé z uzyska-
nych chromatograméw powierzchnie pikéw doce-

takselu wedhug wskazan integratora i obliczy¢ sred-
nig arytmetyczng. Rdznica miedzy wynikami a war-
to$cig $rednig nie powinna by¢ wigksza niz 5% war-
tosci $redniej. Zawarto$¢ docetakselu w 1,0 ml bada-
nego roztworu znad filtra odczyta¢ z wykresu krzy-
wej wzorcowej, w mikrogramach.

11. Obliczanie wyniku oznaczania

Stezenie docetakselu (X) w badanym powietrzu ob-
liczy¢ na podstawie wzoru, w miligramach na metr
sze$cienny:

3-m

x=2
;

B

w ktérym:

m — zawarto$¢ docetakselu w 1,0 ml roztworu
uzyskanego po wymyciu filtra, odczytana
z krzywej wzorcowej, w mikrogramach,

V' — objetos¢ powietrza przepuszczonego przez
filtr, w metrach szesciennych,

3 — wspotczynnik przeliczeniowy wynikajacy
Z objetosci roztworu uzytego do wymywa-
nia z filtra i uzytego do analizy.
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