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Metode stosuje sie do oznaczania stezeri diprofiliny w powietrzu na stanowiskach pracy podczas
przeprowadzania kontroli warunkéw sanitarnohigienicznych.

Metoda polega na zatrzymaniu diprofiliny na filtrze z widkna szklanego, wymywaniu analitu
woda destylowang i analizie chromatograficznej otrzymanego roztworu.

Oznaczono$¢ metody wynosi 0,01 mg/ms3.

UWAGI WSTEPNE

Diprofilina to lek z grupy metyloksantyn bedacy potaczeniem teofiliny z dihydroksychloropropa-
nem (tab. 1). Ma dziatanie analogiczne do teofiliny, ktore polega m.in. na hamowaniu aktywno$ci
fosfodiesterazy i podwyzszeniu stezenia c-AMP, ale jej dziatanie jest mniej draznigce. Dziata
spazmolitycznie na migsnie gltadkie oskrzeli i naczyn krwiono$nych, zwigksza kurczliwo$é mig-
$nia sercowego i jego zapotrzebowanie na tlen, dziala takze chronotropowo dodatnio. Poprawia
kurczliwo$¢ przepony, pobudza osrodek oddechowy i przyspiesza transport rzgskowy. Zwigksza
przeptyw nerkowy i nasila diureze¢. Dziata promocyjnie w stosunku do katecholamin. Jest lekiem
tatwo rozpuszczalnym w wodzie. Dobrze wchiania si¢ z przewodu pokarmowego, przechodzi
przez tozysko i do mleka matki. Jest lekiem metabolizowanym w watrobie, a wydalanym z mo-
czem i z zokcig. Okres pottrwania leku jest zmienny osobniczo i zalezy od wielu czynnikow; Tos
wynosi 3 h. Dzieci metabolizujg lek szybciej niz dorosli.
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Diprofilina jest wskazana jako lek wspomagajacy w przewleklej chorobie obturacyjnej ptuc,
astmie oskrzelowej, przewlektych chorobach ptuc z objawami niewydolnos$ci oddechowej oraz
pomocniczo w niewydolnosci krazenia i udarze mozgowym.

Wsréd dziatan niepozadanych leku obserwowano: nudnosci, wymioty, biegunke, dziatanie
draznigce na btong sluzowa przewodu pokarmowego, objawy refluksu zotadkowo-przelykowego,
niepokoj, zaburzenia snu, bole gtowy, drzenia mig$niowe, tachykardie, czestoskurcz, hiperglike-
mig, a u 0sob starszych: trudnosci w oddawaniu moczu wskutek relaksacji pecherza moczowego,
poliurig, hipokaliemie, ostabienie sity miesni i bardzo rzadko zwtoknienie pozaotrzewnowe.

Tabela 1.
Klasyfikacja diprofiliny

Symbol grupy | Nazwa grupy

R uktad oddechowy
R 03 leki stosowane w chorobach obturacyjnych drog oddechowych
R03D inne leki stosowane w chorobach obturacyjnych drog oddechowych do stoso-

wania wewngtrznego
R 03 DA pochodne puryny
R03DAO01 diprofilina

Diprofilina dziata draznigco na skor¢ i blony §luzowe oczu, przewodu pokarmowego i odde-
chowego. Nalezy do substancji niecatkowicie przebadanych pod wzgledem dziatania toksycznego.
Zostata sklasyfikowana jako substancje szkodliwa (X,), dziata szkodliwie po potknieciu (R22).
Podstawowe wiasciwosci fizykochemiczne i toksykologiczne substancji przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2.

Wiasciwosci diprofiliny

Nazwa Diprofilina (diprophyllinum)

Wzoér sumaryczny ClOH 14N404

Numer CAS 479-18-5

Synonimy (RS)-7-(2,3-dihydroksypropylo)-1,3-dihydroksymetylo-3,7-dihydroksy-

1H-puryno-2,6-dion
7-(2,3-dihydroxypropyl)-3,7-dihydro-1,3-dimethyl-1H-purine-2,6-dion
7-(2,3-dihydroxypropyl)-1,3-dimethylxanthine
(1,2-dihydroxy-3-propyl)theophyllin
1,3-dimethyl-7-(2,3-dihydroxypropyl)xanthine

Wz6r strukturalny

N J’_CHJ
N
HD"’\{/\ N g
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Kolor biaty
Ksztalt krystaliczny amorficzny proszek
Temperatura wrzenia brak danych
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http://www.pharmindex.pl/baza/find.html?lista=atc&szukaj=R
http://www.pharmindex.pl/baza/find.html?lista=atc&szukaj=R%2003
http://www.pharmindex.pl/baza/find.html?lista=atc&szukaj=R%2003%20D
http://www.pharmindex.pl/baza/find.html?lista=atc&szukaj=R%2003%20DA
http://www.pharmindex.pl/baza/find.html?lista=atc&szukaj=R%2003%20DA%2001

cd. tab. 2.

Nazwa Diprofilina (diprophyllinum)

Temperatura topnienia 161,5°C

Masa molowa 254,25

logKow -1,460

Rozpuszczalnosé lek bardzo dobrze rozpuszczalny w wodzie (rozpuszczalnosé

3,33 -105 mg/l w temp. 25 °C)
rozpuszczalny w etanolu (rozpuszczalnos¢ w alkoholu
2,00 -104 mg/l)
rozpuszczalny w chloroformie (rozpuszczalnos¢ 1,00 -104 mg/l)
praktycznie nierozpuszczalny w eterze etylowym
Pr¢zno$é par 2,59 - 10 + 13 mmHg (w temp. 25 °C)
Inne wiasciwosci bardzo gorzki smak
stata prawa Henry'ego = 8,43 -10™"" atm m* mol™* w temp. 25 °C
stata reakcji rodnikowania hydroksylowego w temp. 25 °C =
3,510 cm® mol™* s
Toksycznosé mysz: dozylnie — LDs, 1080mg/kg
droga pokarmowa — LDsy 1954mg/kg
dootrzewnowo — LDso195 mg/kg
szczur:  dozylnie — LDs,860mg/kg
droga pokarmowa — LDs,>400mg/kg
podskornie — LDsg 1253 mg/kg

PROCEDURA ANALITYCZNA

1. Zakres metody

W niniejszej procedurze podano metode oznaczania zawartosci diprofiliny w powietrzu na stano-
wiskach pracy z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja spektrofo-
tometryczna.

Najmniejsze stezenie diprofiliny, jakie mozna oznaczy¢ w warunkach pobierania probek po-
wietrza i wykonania oznaczania opisanych w procedurze, wynosi 0,01 mg/m®.

2. Norma powolana

PN-Z-04008-7:2002/Az1:2004 ,,Ochrona czystosci powietrza — Pobieranie probek — Zasady
pobierania probek powietrza w srodowisku pracy i interpretacji wynikow”.

3. Zasada metody

Metoda polega na zatrzymaniu aerozolu diprofiliny na filtrze z widkna szklanego, wymywaniu
analitu wodg destylowana i analizie chromatograficznej otrzymanego roztworu.

4. Wytyczne og6lne

4.1, Czysto$¢ odczynnikoéw
Podczas analizy, jezeli nie zaznaczono inaczej, nalezy stosowac¢ odczynniki o stopniu czystosci co
najmniej cz.d.a.
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4.2. Doktadnos¢ wazenia
Substancje stosowane w analizie nalezy wazy¢ z doktadno$cia do 0,0002 g.
4.3. Postepowanie z substancjami niebezpiecznymi
Czynnosci zwigzane z diprofiling nalezy wykonywac¢ pod sprawnie dziatajacym wyciagiem.
Zuzyte roztwory oraz odczynniki nalezy gromadzi¢ w przeznaczonych do tego celu pojemni-
kach i przekazywac do utylizacji uprawnionym instytucjom.

5. Odczynniki, roztwory i materialy

5.1. Diprofilina
Stosowac¢ diprofiling o czystosci wedtug punktu 4.1.

5.2. Metanol
Stosowa¢ metanol o czystosci wedtug punktu 4.1.

5.3. Woda destylowana
Stosowac wode destylowana o czystosci do HPLC.

5.4. Diwodorofosroran potasu
Stosowa¢ diwodorofosforan potasu o czystosci wedtug punktu 4.1.

5.5. Roztwor wzorcowy podstawowy
Do zwazonej kolby pomiarowej 0 pojemnosci 100 ml nalezy odwazy¢ okoto 16 mg diprofiliny
wedtug punktu 5.1., kolbg zwazy¢, uzupehi¢ do kreski woda destylowang wedtug punktu 5.3. i
doktadnie wymiesza¢. Stezenie diprofiliny w tak przygotowanym roztworze wynosi okoto 0,16 mg/ml.
Obliczy¢ doktadng zawarto$¢ tego zwiazku w 1 ml roztworu.

5.6. Roztwory wzorcowe robocze
Do szesciu kolb pomiarowych 0 pojemnosci 10 ml odmierzy¢ kolejno: 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2 i
4 ml roztworu wzorcowego podstawowego wedtug punktu 5.5., uzupehi¢ do kreski woda wedtug
punktu 5.3. i wymieszaé. Obliczy¢ doktadng zawarto$¢ diprofiliny w 1 ml tak przygotowanych
roztworow.

5.7. Roztwor do wyznaczania wspotczynnika odzysku
Do zwazonej kolby pomiarowej o pojemnosci 10 ml odmierzy¢ 4,5 ml roztworu podstawowego
wedhug punktu 5.4., uzupehi¢ do kreski woda destylowang wedtug punktu 5.3. i doktadnie wy-
mieszac. Stezenie diprofiliny w tak przygotowanym roztworze wynosi okoto 72 pg/ml.

Roztwory przygotowane wedtug punktéw 5.5., 5.6. i 5.7. przechowywane w chtodziarce sg
trwate przez 10 dni.

5.9. Filtry z wtokna szklanego
Do pobierania probek powietrza stosowaé filtry z wtdkna szklanego o $rednicy 37 mm lub inne
filtry rownowazne.

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

5.10. Nasadki filtracyjne
Do filtrowania analizowanych roztworéw stosowa¢ nasadke filtracyjng z filtrem z wldkna szkla-
nego o wielkosci porow 0,45 um

6. Przyrzady pomiarowe i sprzet pomocniczy

6.1. Chromatograf cieczowy
Stosowa¢ chromatograf cieczowy z detektorem spektrofotometrycznym UV/VIS i petla dozowni-
czg o pojemnosci 50 pl oraz elektronicznym integratorem.
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6.2. Kolumna chromatograficzna
Stosowaé kolumne chromatograficzng umozliwiajacg rozdziat diprofiliny od innych substancji
wystepujacych jednocze$nie w badanym powietrzu, np.: kolumne stalowa Partisil 10 ODS o dtu-
gosci 25 cm i $rednicy wewnetrznej 4,6 mm oraz uziarnieniu 5 um.

6.3. Mikrostrzykawki
Stosowa¢ mikrostrzykawki do cieczy o pojemnosci: 100; 500; 1000 i 2500 pl.

6.4. Kolby Erlenmayera do wymywania
Stosowac kolby Erlenmayera o pojemnos$ci 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 wedhug punktu 7.

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

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

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 5.9. przepuscic¢
480 1 badanego powietrza ze stalym strumieniem objetosci nie wigkszym niz 2 I/min. Pobrane
probki przechowywane w lodéwece sa trwate przez 30 dni.

8. Warunki pracy chromatografu

Nalezy tak dobra¢ warunki pracy chromatografu, aby uzyska¢ rozdziat diprofiliny od substancji
wspotwystepujacych. W przypadku stosowania kolumny o parametrach wedtug punktu 6.2., ozna-

czanie mozna wykona¢ w nastgpujacych warunkach:

— faza ruchoma dwuwodorofosforan potasu/metanol 60: 40 (v/v) viv
— przeptyw fazy ruchomej 1,5 ml/min

— temperatura kolumny pokojowa

— dhugos¢ fali analitycznej 275 nm

— petla dozownicza 50 ul.

9. Sporzadzanie krzywej wzorcowej

Do chromatografu wprowadzi¢ za pomocg petli dozowniczej po 50 ul roztwordéw wzorcowych
roboczych wedtug punktu 5.6. Z kazdego roztworu wzorcowego nalezy wykona¢ dwukrotny po-
miar. Odczyta¢ powierzchnie pikoéw wedtug wskazan integratora i obliczy¢ $rednig arytmetyczng.
Roéznica miedzy wynikami nie powinna by¢ wigksza niz + 5% tej wartosci. Nastgpnie wykresli¢
krzywa wzorcowa, odktadajac na osi odcietych zawartos¢ diprofiliny w 1 ml roztworé6w wzorco-
wych w miligramach, a na osi rzednych — odpowiadajace im $rednie powierzchnie pikow.
Dopuszcza si¢ automatyczne integrowanie danych i sporzadzanie krzywej wzorcowe;.
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10. Wykonanie oznaczania

Po pobraniu probki powietrza przenie$¢ filtr z widkna szklanego do kolb Erlenmayera wedtug
punktu 6.4. Nastepnie doda¢ po 3 ml roztworu wody destylowanej wedtug punktu 5.3., kolby
szczelnie zamkna¢ i pozostawi¢ na 30 min, wstrzasajac ich zawarto$cig Co pewien czas. Nast¢pnie
wykonaé oznaczenie chromatograficzne roztworu znad filtra w warunkach okreslonych wedtug
punktu 8. Z kazdego roztworu nalezy wykona¢ dwukrotny pomiar. Odczyta¢ z uzyskanych chro-
matograméw powierzchnie pikoéw diprofiliny wedtug wskazan integratora i obliczy¢ $rednig aryt-
metyczna. Roznica migdzy wynikami nie powinna by¢ wigksza niz + 5% tej wartosci. Z krzywych
wzorcowych odczyta¢ zawarto$¢ oznaczanej substancji w 1 ml badanego roztworu.

11. Wyznaczanie wspodlczynnika odzysku

W pieciu kolbach Erlenmayera wedtug punktu 6.4. umiesci¢ filtry z wtokna szklanego i nastgpnie
doda¢ po 100 ul roztworu do wyznaczania wspotczynnika odzysku wedtug punktu 5.7. za pomocg
mikrostrzykawki o pojemnosci 100 ul wedtug punktu 6.3. W szostej kolbie przygotowac probke
kontrolng zawierajaca czysty filtr. Kolby szczelnie zamkna¢ i pozostawi¢ do nastepnego dnia do
wyschniecia. Nast¢pnie doda¢ po 3 ml wody destylowanej wedtug punktu 5.3. 1 wstrzgsa¢ zawar-
toscig kolb przez 30 min.

Jednoczesnie wykonaé¢ oznaczanie badanej substancji, co najmniej w trzech roztworach po-
rownawczych przygotowanych przez dodanie do 3 ml wody destylowanej wedtug punktu 5.3. po
100 ul roztworu do wyznaczania wspotczynnika odzysku wedtug punktu 5.7. Oznaczanie badanej
substancji wykona¢ wedtug punktu 10.

Wspbtezynnik odzysku diprofiliny (d ) obliczy¢ na podstawie wzoru:

w ktérym:
Pq— $rednia powierzchnia piku diprofiliny na chromatogramach roztwordéw po desorpcji,
P,— srednia powierzchnia piku o czasie retencji diprofiliny na chromatografach roztworu
kontrolnego,

Pp — Srednia powierzchnia piku diprofiliny na chromatogramach roztworéw poréwnawczych.

Nastepnie obliczy¢ $rednig warto$¢ wspotczynnikow odzysku diprofiliny (H) jako $rednia
arytmetyczng otrzymanych wartosci (d ).

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

12. Obliczanie wyniku oznaczania

Stezenia diprofiliny (X) w badanym powietrzu obliczy¢ w miligramach na metr sze$cienny ha
podstawie wzoru:
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w ktorym:
C, — stezenie diprofiliny w roztworze znad filtra odczytane z krzywej wzorcowej, w mikro-
gramach na mililitr,
V — objetos¢ przepuszczonego powietrza przez filtr, w litrach sze$ciennych,
d - érednia wartogé wspotczynnika odzysku wyznaczonego wedtug punktu 11.,
3 — objetos¢ wody destylowanej do wymywania diprofiliny z filtra.

INFORMACJE DODATKOWE

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

Na podstawie wynikow przeprowadzanych badan otrzymano nastepujace dane walidacyjne:

— zakres pomiarowy 1,6 + 32,0 pg/ml
(0,01 = 0,4 mg/m?® — dla probki powietrza 480 1)
— granica wykrywalnosci, Xgw 0,013 pg/ml
— granica oznaczania iloSciowego, Xo;n 0,042 pg/ml
— wspotczynnik korelacji, R 0,9999
— catkowita precyzja badania, Vc 2,82 +3,82%
— niepewnos¢ catkowita metody 5,8%.
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Diphrophyllinum - determination method

Abstract

This method is based on deposition of diphrophyllinum on glass fiber filters, desorption with dis-
tillated water and chromatographic (HPLC) analysis of the resulting solution.

The determination limit of this method is 0.01 mg/ms3.
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