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Metode stosuje sie do oznaczania stezefi N-hydroksymocznika w powietrzu na stanowiskach pra-
cy podczas przeprowadzania kontroli warunkéw sanitarnohigienicznych.

Metoda polega na zatrzymaniu N-hydroksymocznika na filtrze z widkna szklanego, wymywaniu
analitu woda destylowang oraz analizie chromatograficznej otrzymanego roztworu.

Oznaczalno$¢ metody wynosi 0,001 mg/m3.

UWAGI WSTEPNE

N-Hydroksymocznik nalezy do grupy cytostatykow (tab. 1.) o dziataniu antymitotycznym polega-
jacym na hamowaniu syntezy DNA przez zmniejszenie aktywnosci reduktazy rybonukleinowej.
N-Hydroksymocznik powoduje zatrzymanie wzrostu komorek w interfazie G1-S, co jest istotne
dla prowadzonej jednoczesnie radioterapii, ze wzgledu na wrazliwo$¢ komorek na promieniowanie
w fazie G1. Lek dziata glownie na szpik, hamujac w pierwszym rzedzie granulopoeze, nastgpnie
trombopoeze, a na koncu erytropoeze. Wykazuje rowniez dziatanie cytostatyczne w stosunku do
guzow litych i jest stosowany w leczeniu skojarzonym. Latwo przechodzi przez barierg krew-ptyn
mozgowo-rdzeniowy, osiagajac maksymalne stezenie po 3 h. Lek dobrze wchtania si¢ z przewodu
pokarmowego, osiagajac najwigksze stezenie po 1 + 2 h, Tos wynosi 2 h. Lek jest metabolizowany
w watrobie w niewielkim stopniu, wydala sie¢ z moczem w 80% w stanie niezmienionym w ciaggu
12 h.
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Tabela 1.
Klasyfikacja N-hydroksymocznika

Symbol grupy Nazwa grupy
L leki przeciwnowotworowe i immunomodulujgce
LoO1 cytostatyki
LO1X pozostale leki przeciwnowotworowe
L 01 XX inne
L 01 XX 05 N-hydroksymocznik (hydroksykarbamid)

N-Hydroksymocznik jest stosowany w leczeniu przewlektego zespotu mieloproliferacyjnego,
a w szczeg6Olnosci: przewlektej biataczki szpikowej, samoistnej nadptytkowosci, czerwienicy
prawdziwej, a takze w samoistnym zwioknieniu szpiku. Bywa stosowany w leczeniu skojarzonym
raka ptaskokomoérkowego krtani, czerniaka zto§liwego, nieoperacyjnego raka jajnika, w niektorych
nowotworach skoéry w skojarzeniu z radioterapia, niekiedy w dermatologii w niektorych posta-
ciach tuszczycy (tuszczyca krostkowa).

Wsréd dziatan niepozadanych nalezy zwroci¢ uwage na wystepowanie odwracalnego zaha-
mowania czynnosci krwiotworczej szpiku — niedokrwistosci, leukopenii i matoptytkowosci. Nie-
kiedy moga wystgpi¢ zaburzenia ze strony przewodu pokarmowego: brak taknienia, nudnosci,
wymioty, bole brzucha i biegunka, a takze skorne odczyny uczuleniowe, zapalenie jamy ustnej,
obrzek ptuc, bole i zawroty glowy, zmniejszenie stgzenia zelaza i zwigkszenie stgzenia kwasu
moczowego we krwi. Bardzo rzadko pojawiaja si¢ zaburzenia czynnos$ci nerek i oddawania mo-
czu, wypadanie wlosow, zaburzenia miesigczkowania i azoospermia. Duze dawki leku mogg spo-
wodowac senno$¢ oraz wystapienie takich objawow neurologicznych i psychicznych, jak: dez-
orientacja, halucynacje i drgawki.

N-Hydroksymocznik moze powodowa¢ podraznienie bton §luzowych oczu, uktadu oddecho-
wego i pokarmowego. Dziata draznigco i uczulajaco na skorg. Moze by¢ przyczyng aplazji szpiku
kostnego. Wyniki badan laboratoryjnych substancji wskazuja na jej dziatanie mutagenne. Dziata
ona szkodliwie na reprodukcje i rozrodczos¢ zwierzat doswiadczalnych i jest inhibitorem syntezy
DNA u ludzi. Powtarzajgce si¢ narazenie na N-hydroksymocznik o duzym stezeniu moze powo-
dowac szkodliwe dziatanie na nerki i watrobe, a takze na osrodkowy uktad nerwowy. Lek powo-
duje réwniez utrate wtosow i rogowacenie skory. Substancja ta jest sklasyfikowana jako szkodliwa
— Xp, niebezpieczna ze wzglgdu na jej kumulowanie si¢ w organizmie — R33 (MSDS 01002;
Fisherei 2004). Podstawowe wiasciwosci fizykochemiczne i toksykologiczne substancji zostaty
wymienione w tabeli 2.

Tabela 2.

Wiasciwosci toksykologiczne N-hydroksymocznika
Nazwa N-Hydroksymocznik
Nazwa hydroksymocznik
Wzér sumaryczny CH.N,0O,
Wz6r strukturalny e}

)l\ OH
H.N N
H
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http://www.pharmindex.pl/baza/find.html?lista=atc&szukaj=L
http://www.pharmindex.pl/baza/find.html?lista=atc&szukaj=L%2001
http://www.pharmindex.pl/baza/find.html?lista=atc&szukaj=L%2001%20X
http://www.pharmindex.pl/baza/find.html?lista=atc&szukaj=L%2001%20XX
http://www.pharmindex.pl/baza/find.html?lista=atc&szukaj=L%2001%20XX%2005

cd. tab. 2.

Temperatura wrzenia
Temperatura topnienia
Masa molowa

logKow

Rozpuszczalnos¢

Pr¢znos¢ par

Inne wiasciwosci

Toksycznosé

Nazwa N-Hydroksymocznik

Synonimy N-(Aminokarbonyl)hydroksylamina
karbamohydroksamidowy kwas
karbamohydroksymowy kwas
hydroksykarbamid
hydroksykarbamina

Kolor biaty

Forma krystaliczny proszek, dwie formy krysztatkow

rozktada si¢
141°C
76,06

-1,80

bardzo dobrze rozpuszczalny w wodzie, rozpuszczalny w goracych alkoho-
lach, nierozpuszczalny w etanolu i benzenie

2,43-10° mmHg w temp. 25 °C

labilna wilgotnos$¢

stata prawa Henry'ego = 5,4 - 10 atm m® mol™ w temp. 25 °C

stata reakcji rodnikowania hydroksylowego = 2 - 10 %cm? mol™ S, w temp. 25 °C

cztowiek:

dootrzewnowo TDL, 86 mg/kg

droga pokarmowa TDL, 80 mg/kg/D
droga pokarmowa TDL, 14 mg/kg
droga pokarmowa TDL, 450 mg/kg/21D
droga pokarmowa TDL, 600 mg/kg/30D
mysz:

dootrzewnowo LDsq 5800 mg/kg
podskoérnie LD,y 2400 mg/kg

dozylnie LDs, 2350 mg/kg

droga pokarmowa LDz, 7330 mg/kg
szczur:

dootrzewnowo LDsy 4700 mg/kg

droga pokarmowa LDsy 5760 mg/kg

PROCEDURA ANALITYCZNA

1. Zakres metody

W niniejszej procedurze podano metod¢ oznaczania zawartosci N-hydroksymocznika w powietrzu

na stanowiskach pracy z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja

spektrofotometryczna.

Najmniejsze stgzenie N-hydroksymocznika, jakie mozna oznaczyé w warunkach pobierania

probek powietrza i wykonania oznaczania opisanych w procedurze, wynosi 0,001 mg/m®.

2. Norma powolana

PN-Z-04008-7:2002/Az1:2004 ,,Ochrona czysto$ci powietrza — Pobieranie probek — Zasady pobie-

rania probek powietrza w srodowisku pracy i interpretacji wynikow”.
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3. Zasada metody

Metoda polega na zatrzymaniu aerozolu N-hydroksymocznika na filtrze z wiokna szklanego, wy-
mywaniu analitu woda destylowana i analizie chromatograficznej otrzymanego roztworu.

4. Wytyczne og6lne

4.1. Czystos¢ odczynnikdéw
Podczas analizy, jezeli nie zaznaczono inaczej, nalezy stosowa¢ odczynniki 0 stopniu czystosci co
najmniej cz.d.a.

4.2. Doktadno$¢ wazenia
Substancje stosowane w analizie nalezy wazy¢ z doktadno$cia do 0,0002 g.

4.3. Postepowanie z substancjami niebezpiecznymi
Czynnosci zwigzane z N-hydroksymocznikiem nalezy wykonywac pod sprawnie dzialajacym wy-
ciggiem. Zuzyte roztwory i odczynniki nalezy gromadzi¢ w przeznaczonych do tego celu pojemni-
kach i przekazywa¢ do utylizacji uprawnionym instytucjom.

5. Odczynniki, roztwory i materialy

5.1. N-Hydroksymocznik
Stosowac¢ jako substancje wzorcowa N-hydroksymocznik wedtug punktu 4.1.

5.2. Metanol
Stosowa¢ metanol wedtug punktu 4.1.

5.3. Woda destylowana
Stosowac¢ wode destylowang o czysto$ci do HPLC.

5.4. Roztwor wzorcowy podstawowy
Do zwazonej kolby pomiarowej 0 pojemnos$ci 100 ml nalezy odwazy¢ okoto 16 mg N-hydroksy-
mocznika wedtug punktu 5.1., kolbe zwazy¢, uzupetic¢ do kreski woda destylowang wedtug punk-
tu 5.3. i doktadnie wymieszaé. Stezenie N-hydroksymocznika w tak przygotowanym roztworze
wynosi okoto 160 pg/ml. Obliczy¢ doktadng zawarto$¢ tego zwiazku w 1 ml roztworu.

5.5. Roztwor wzorcowy posredni
Do kolby pomiarowej 0 pojemnosci 25 ml odmierzy¢ 2,5 ml roztworu wzorcowego podstawowe-
go wedtug punktu 5.4. i uzupetni¢ wodag destylowang wedtug punktu 5.3. do kreski. Stezenie
N-hydroksymocznika w tak przygotowanym roztworze wynosi okoto 16 pg/ml. Obliczy¢ doktadna
zawarto$¢ tego zwiazku w 1 ml roztworu.

5.6. Roztwory wzorcowe robocze
Do sze$ciu kolb pomiarowych 0 pojemnosci 10 ml odmierzy¢ kolejno: 0,1; 0,5; 1; 2; 4 i 8 ml roz-
tworu wzorcowego posredniego wedtug punktu 5.5., uzupehi¢ do kreski woda destylowang we-
dhug punktu 5.3. i wymiesza¢. Obliczy¢ zawartos¢ N-hydroksymocznika w 1 ml tak przygotowa-
nych roztworéw.

5.7. Roztwoér do wyznaczania wspotczynnika odzysku
Do zwazonej kolby pomiarowej o pojemnosci 10 ml odmierzy¢ 4,5 ml roztworu wzorcowego pod-
stawowego wedtug punktu 5.4., uzupetnié¢ do kreski woda destylowana wedtug punktu 5.3. i do-
ktadnie wymieszac. Stezenie N-hydroksymocznika w tak przygotowanym roztworze wynosi okoto
72 pg/ml. Obliczy¢ doktadnie zawarto$¢ tego zwigzku w 1 ml roztworu.
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Roztwory przygotowane wedtug punktow 5.4., 5.5., 5.6. i 5.7. przechowywane w chtodziarce
sg trwate przez 10 dni.

5.8. Filtry z wlokna szklanego
Do pobierania probek powietrza stosowac filtry wtokna szklanego o $rednicy 37 mm lub inne
rOwnowazne.

Czystos¢ stosowanych filtrow nalezy zbada¢ chromatograficznie oraz wyznaczy¢ wspotczyn-
nik odzysku N-hydroksymocznika wedtug punktu 11.

6. Przyrzady pomiarowe i sprzet pomocniczy

6.1. Chromatograf cieczowy
Nalezy stosowa¢ chromatograf cieczowy z detektorem spektrofotometrycznym DAD i petla do-
zownicza o pojemnosci 50 pl oraz elektronicznym integratorem.

6.2. Kolumna chromatograficzna
Nalezy stosowaé kolumne chromatograficzng umozliwiajacg rozdziat N-hydroksymocznika od
innych substancji wystepujacych jednoczesnie w badanym powietrzu, np.: kolumne stalowe Parti-
sil 10 ODS o dtugos$ci 25 cm, $rednicy wewngtrznej 4,6 mm i Uziarnieniu 0,25 pm.

6.3. Mikrostrzykawki
Stosowaé mikrostrzykawki do cieczy 0 pojemnosci: 100; 500 i 1000 pl.

6.4. Kolby Erlenmayera do wymywania
Stosowac kolby Erlenmayera o pojemnosci okoto 25 ml z korkami zapewniajacymi szczelne za-
mknigcie kolb.

6.5. Pompa ssaca
Stosowac pompe ssaca umozliwiajaca pobieranie probek powietrza ze statym strumieniem objeto-
$ci wedtug punktu 7.

6.6. Kolby pomiarowe
Stosowac¢ kolby szklane o pojemnosci: 10; 25 i 100 ml.

6.7. Pipeta szklana
Stosowac pipete do cieczy o pojemnosci 5 ml.

6.8. Nasadki filtracyjne
Do filtrowania analizowanych roztworow stosowa¢ nasadke filtracyjna z filtrem z widkna szkla-
nego o srednicy porow 0,45 pm.

7. Pobieranie probek powietrza

Probki powietrza nalezy pobiera¢ zgodnie z zasadami podanymi w normie PN-Z-04008-
7:2002/Az1:2004. W miejscu pobierania probek przez filtr szklany wedtug punktu 5.8. przepuscié¢
480 | badanego powietrza ze stalym strumieniem obj¢tosci nie wigkszym niz 2 1/min. Pobrane
probki przechowywane w lodowce sg trwate 30 dni.

8. Warunki pracy chromatografu

Nalezy tak dobra¢ warunki pracy chromatografu, aby uzyska¢ rozdziat N-hydroksymocznika od
substancji wspotwystepujacych. W przypadku stosowania kolumny o parametrach wedtug punktu
6.2., oznaczanie mozna wykona¢ w nastepujacych warunkach:
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faza ruchoma woda destylowana/metanol 95: 5 (v/v)

— przeptyw fazy ruchomej 0,5 ml/min
— temperatura kolumny pokojowa
— dhugo$¢ fali analitycznej 214 nm

— petla dozownicza 50 pl.

9. Sporzadzanie krzywej wzorcowej

Do chromatografu wprowadzi¢ za pomoca petli dozowniczej po 50 ul roztworéw wzorcowych
roboczych wedtug punktu 5.6. Z kazdego roztworu wzorcowego nalezy wykona¢ dwukrotny po-
miar. Odczyta¢ powierzchnie pikow wedtug wskazan integratora i obliczy¢ $rednig arytmetyczna.
Roéznica migdzy wynikami nie powinna by¢ wigksza niz + 5% tej wartoéci. Nastgpnie wykresli¢
krzywa wzorcows, odktadajac na osi odcigtych zawarto$¢ N-hydroksymocznika w 1 ml roztworow
wzorcowych w mikrogramach, a na osi rzgdnych — odpowiadajace im $rednie powierzchnie pikow.
Dopuszcza si¢ automatyczne integrowanie danych i sporzadzanie krzywej wzorcowej.

10. Wykonanie oznaczania

Po pobraniu probki powietrza przenies¢ filtr z wtokna szklanego do kolb Erlenmayera wedtug
punktu 6.4. Nastepnie doda¢ po 3 ml roztworu wody destylowanej wedtug punktu 5.3., kolby
szczelnie zamkng¢ i pozostawi¢ na 30 min, wstrzgsajac ich zawarto$¢ co pewien czas. Nastgpnie
roztwory znad filtra przefiltrowaé, stosujac nasadki filtracyjne wedtug punktu 6.8. i wykonac
oznaczenie chromatograficzne roztworu w warunkach okreslonych wedtug punktu 8. Z kazdego
roztworu nalezy wykona¢ dwukrotny pomiar. Odczytaé z uzyskanych chromatograméw po-
wierzchnie pikow N-hydroksymocznika wedtug wskazan integratora i obliczy¢ $rednig arytme-
tyczng. Roznica miedzy wynikami nie powinna by¢ wigksza niz + 5% tej wartosci. Z krzywych
wzorcowych odczytaé¢ zawarto$¢ oznaczanej substancji w 1 ml badanego roztworu.

11. Wyznaczanie wspélczynnika odzysku

W pigciu kolbach Erlenmayera wedtug punktu 6.4. umiesci¢ filtry z widkna szklanego i nastepnie
doda¢ po 50 pl roztworu do wyznaczania wspotczynnika odzysku wedtug punktu 5.7. mikrostrzy-
kawka o pojemnosci 50 ul wedtug punktu 6.3. W szostej kolbie przygotowaé probke kontrolng
zawierajaca czysty filtr. Kolby szczelnie zamkna¢ i pozostawi¢ do nastepnego dnia. Nastepnie
doda¢ po 3 ml wody destylowanej wedtug punktu 5.3. i wstrzgsa¢ zawartoscig kolb przez 30 min.

Jednoczes$nie wykona¢ oznaczanie badanej substancji co najmniej w trzech roztworach po-
réwnawczych przygotowanych przez dodanie do 3 ml wody destylowanej wedtug punktu 5.3. po
100 pl roztworu do wyznaczania wspoétczynnika odzysku wedtug punktu 5.7. Oznaczanie badanej
substancji wykona¢ wedtug punktu 10.

Wspotczynnik odzysku N-hydroksymocznika (d ) obliczy¢ na podstawie wzoru:

w ktorym:
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P4 — $rednia powierzchnia piku N-hydroksymocznika na chromatogramach roztworow po de-
sorpcji,

P, — $rednia powierzchnia piku o czasie retencji N-hydroksymocznika na chromatogramach
roztworu kontrolnego,

P, — $rednia powierzchnia piku N-hydroksymocznika na chromatogramach roztworéw po-
roOwnawczych.

Nastegpnie obliczy¢ $rednig warto$¢ wspotczynnikow odzysku N-hydroksymocznika (H) jako
$rednig arytmetyczng otrzymanych wartosci (d).

Wspotczynnik odzysku nalezy zawsze oznaczaé dla kazdej nowej partii stosowanych do po-
chlaniania filtrow z widkna szklanego.

12. Obliczanie wyniku oznaczania

Stezenia N-hydroksymocznika (X) w badanym powietrzu obliczy¢ w miligramach na metr sze-
$cienny na podstawie wzoru:

w ktorym:
C; — stgzenie N-hydroksymocznika w roztworze znad filtra odczytane z krzywej wzorcowej,
w mikrogramach na mililitr,
V - objetos¢ przepuszczonego powietrza przez filtr, w litrach sze$ciennych,
d - $rednia wartosé wspotczynnika odzysku wyznaczonego wedtug punktu 11.,
3 — objetos¢ wody destylowanej uzytej do wymywania N-hydroksymocznika z filtrow, w milili-
trach.

INFORMACJE DODATKOWE

Badania wykonano, stosujac chromatograf cieczowy z detektorem UV/VIS DAD firmy Elite La-
Chrom firmy Merck-Hitachi, wyposazony w kolumng Partisil 10 ODS o diugo$ci 25 cm i $rednicy
wewngtrznej 4 mm.

Na podstawie przeprowadzanych badan otrzymano nastepujace dane walidacyjne:

— zakres pomiarowy 0,16 + 12,8 pg/ml (0,001 = 0,08 mg/m® dla probki
powietrza 480 I)

— granica wykrywalnosci, Xgy 0,05 pg/ml

— granica oznaczania iloSciowego, Xozn 0,17 pg/ml

— wspotczynnik korelacji, R 0,9971

— catkowita precyzja badania, V, 1,89 +2,37%

— niepewnos¢ catkowita metody 5,44%.
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N-Hydroxyurea - determination method
Abstract

This method is based on deposition of N-hydroxyurea on glass fiber filters, desorption with distil-
lated water and chromatographic (HPLC) analysis of the resulting solution.

The determination limit of this method is 0.01 mg/m3.
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