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Wykaz skrótów i symboli 

 

NOC- związki azotoorganiczne (ang. Nitrogen-Organic Compounds) 

NAs- N-nitrozoaminy (ang. N-nitrosamines) 

NIs- niskocząsteczkowe N-nitrozoaminy (ang. low-molecular-weight N-

nitrosamines) 

NDSRIs- nitrozo-pochodne zanieczyszczenia związane z substancją czynną (ang. 

Nitrosamine Drug Substance-Related Impurities) 

NDMA- N-nitrozodimetyloamina (ang. N-Nitrosodimethylamine) 

API- substancja czynna (API, ang. Active Pharmaceutical Ingredient) 

Ł-ICHP- Łukasiewicz- Instytut Chemii Przemysłowej 

NIL- Narodowy Instytut Leków 

EMA- Europejska Agencja Leków (ang. European Medicines Agency)  

GC-MS- chromatografia gazowa sprzężona ze spektrometrią mas (ang. Gas 

Chromatography – Mass Spectrometry) 

GC-MS/MS- chromatografia gazowa sprzężona z tandemową spektrometrią mas 

(ang. Gas Chromatography – Tandem Mass Spectrometry) 

LC-MS/MS- chromatografia cieczowa sprzężona z tandemową spektrometrią mas 

(ang. Liquid Chromatography – Tandem Mass Spectrometry) 

ESI- jonizacja metodą elektrorozpylania (ang. Electrospray ionization)  

APCI- chemiczna jonizacja pod ciśnieniem atmosferycznym (ang. Atmospheric 

Pressure Chemical Ionization) 

HRMS- spektrometria mas wysokiej rozdzielczości (ang. High-resolution mass 

spectrometry) 

FDA- Agencja Żywności i Leków (ang. Food and Drug Administration)   

ICH- Międzynarodowa Rada Harmonizacji Wymagań Technicznych dla 

Rejestracji Produktów Leczniczych Stosowanych u Ludzi (ang. The International 

Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for 

Human Use)  

DFT- metoda kwantowo-mechaniczna oparta na teorii funkcjonału gęstości (ang. 

Density Functional Theory) 

MNP- 1-metylo-4-nitrozopiperyzyna (ang. 1-Methyl-4-nitrosopiperazine)  

AI- dopuszczalne spożycie (ang. Acceptable Intake) – dopuszczalne dzienne 

spożycie zanieczyszczenia (np. nitrozoaminy), wyrażane w µg/dzień, ustalane na 

podstawie danych toksykologicznych 

AL- dopuszczalny limit (ang. Acceptable Limit) – maksymalny dopuszczalny 

poziom np. nitrozoaminy w substancji czynnej (API) lub w produkcie leczniczym 

zwykle wyrażany w µg/g (ppm) 
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Wykaz skrótów i symboli cd. 

SAR- zależność struktura–aktywność (ang. Structure–Activity Relationship) – 

analiza powiązań pomiędzy strukturą chemiczną a aktywnością biologiczną lub 

toksykologiczną związku 

QSAR- ilościowa zależność struktura–aktywność (ang. Quantitative Structure–

Activity Relationship) – metoda matematycznego i komputerowego modelowania 

zależności pomiędzy strukturą chemiczną a aktywnością biologiczną/toksyczną, 

stosowana m.in. do przewidywania potencjału mutagennego N-nitrozoamin 

TD50- mediana dawki toksycznej: dawka wywołująca toksyczny efekt u 50% 

badanej populacji 

EC- badania elektrochemiczne (ang. electrochemistry, electrochemical studies) 
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Streszczenie  

Związki azotoorganiczne (NOCs) to szeroka grupa związków obejmująca 

m.in. aminy, związki nitrowe, N-nitrozoaminy (NAs) oraz heterocykliczne związki 

azotowe. Z uwagi na potwierdzoną wysoką toksyczność oraz potencjał 

genotoksyczny niektórych związków azotoorganicznych, w szczególności  

N-nitrozoamin, ich obecność w środowisku człowieka powinna być ściśle 

monitorowana i regulowana. W 2018 roku wykrycie N-nitrozodimetyloaminy 

(NDMA) w partii leków zawierających walsartan stało się impulsem  

do rozpoczęcia globalnych badań i wdrożenia nowych regulacji dotyczących 

nitrozoaminowych zanieczyszczeń. Od tego czasu rozwój i walidacja 

nowoczesnych metod analitycznych do oznaczania N-nitrozoamin zaczęły pełnić 

kluczową rolę w systemach zapewniania jakości w produkcji farmaceutycznej, 

stanowiąc jednocześnie podstawę oceny bezpieczeństwa produktów leczniczych. 

Wykrywanie N-nitrozoamin w różnorodnych matrycach, przy konieczności 

oznaczania ich na niskich poziomach stężeń (ppb), stanowi wyzwanie dla 

analityków z całego świata. Analiza ryzyka w zakresie procesów wytwarzania 

substancji czynnych (API) oraz produktów leczniczych wskazuje dodatkowo  

na możliwość powstawania nowych N-nitrozoamin, dotychczas nieopisanych  

w piśmiennictwie. Mechanizmy ich powstawania w trakcie syntezy, wytwarzania 

postaci leków oraz przechowywania substancji czynnych i produktów leczniczych 

pozostają nadal niewystarczająco poznane, co podkreśla znaczenie dalszych badań 

w tym obszarze. 

Celem niniejszej pracy było: przeprowadzenie analizy ryzyka powstawania  

N-nitrozoamin, opracowanie sposobu przygotowania próbek oraz innowacyjnych 

metod chromatograficznych oznaczania N-nitrozoamin i/lub związków 

azotoorganicznych, walidacja opracowanych metod chromatograficznych, 

zbadanie mechanizmów powstawania wybranych N-nitrozoamin oraz synteza 

nowych związków azotoorganicznych. 

Prace rozpoczęto od wykonania analizy ryzyka powstawania N-nitrozoamin  

w wybranych API, mającej na celu określenie charakteru zagrożeń związanych  

z tymi zanieczyszczeniami oraz podjęcie działań ukierunkowanych na kontrolę 

profilu zanieczyszczeń w produktach leczniczych. Kluczowe znaczenie miało 

zbadanie mechanizmów tworzenia N-nitrozoamin w wybranych API, 
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umożliwiające przewidywanie i zapobieganie ich powstawaniu poprzez kontrolę 

prekursorów (NOCs), a nie wyłącznie badanie zawartości powstałych 

niskocząsteczkowych nitrozoamin (NIs) lub nitrozo-pochodnych substancji 

czynnych (NDSRIs).  

Badania eksperymentalne pozwoliły na opracowanie dwóch metod 

analitycznych umożliwiających oznaczanie i kontrolę obecności wybranych  

N-nitrozoamin w substancjach czynnych oraz produktach leczniczych. 

Opracowano i poddano walidacji metodę chromatografii gazowej sprzężonej  

ze spektrometrią mas do jednoczesnego oznaczania dziewięciu genotoksycznych 

nitrozoamin w trzech substancjach czynnych: cilostazolu, sunitynibie oraz 

olmesartanie medoksomilu, będących przedmiotem działalności produkcyjnej  

w Łukasiewicz - Instytucie Chemii Przemysłowej. Następnie w ramach kontroli 

rynku, poddano walidacji i wdrożono metodę chromatografii cieczowej sprzężonej 

z tandemową spektrometrią mas umożliwiającą wykrywanie 1-metylo-4-

nitrozopiperyzyny (MNP) w wieloskładnikowych preparatach zawierających 

ryfampicynę, przy jednoczesnym rozwiązaniu problematyki efektów matrycowych. 

Dodatkowo przeprowadzono badania stabilności i degradacji produktów 

leczniczych z ryfampicyną, co pozwoliło lepiej poznać procesy prowadzące  

do powstawania tego niepożądanego zanieczyszczenia. 

Kolejnym etapem prac było elektrochemiczne generowanie zanieczyszczeń  

w substancjach czynnych zawierających grupę hydrazonową: dantrolenie, 

nitrofurantoinie, furazydynie oraz nitrofuralu. Zastosowanie systemu ROXY™ EC 

umożliwiło zbadanie procesów utleniania i redukcji wybranych APIs, a następnie 

identyfikację aż 17 nowych zanieczyszczeń, która została wsparta obliczeniami 

kwantowo-chemicznymi (DFT) i analizami in silico. 

Podsumowując, realizacja pracy pozwoliła na opracowanie i wdrożenie 

nowoczesnych, czułych i specyficznych metod chromatograficznych sprzężonych 

ze spektrometrią mas do wykrywania i oznaczania N-nitrozoamin i innych 

związków azotoorganicznych w produktach leczniczych i substancjach czynnych. 

Opracowane metody pozwoliły ponadto na zbadanie mechanizmów tworzenia 

profilu zanieczyszczeń wybranych APIs i produktów leczniczych. Wdrożone 

metody analityczne nie tylko odpowiadają na potrzeby regulacyjne, lecz także 

stanowią istotny wkład w rozwój wiedzy dotyczącej mechanizmów powstawania 
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tych związków. Co najważniejsze, podnoszą poziom bezpieczeństwa i jakość 

produktów leczniczych na polskim i europejskim rynku. 

Słowa kluczowe: związki azotoorganiczne, N-nitrozoaminy (NAs), metody 

chromatograficzne, spektrometria mas, kontrola jakości, mechanizmy powstawania 

NAs, bezpieczeństwo lekowe. 
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Abstract 

Nitrogen-containing organic compounds (NOCs) are a broad class  

of substances that includes, among others, amines, nitro compounds,  

N-nitrosamines (NAs), and nitrogen-containing heterocycles. Given the confirmed 

high toxicity and genotoxic potential of certain nitrogen-containing organic 

compounds—particularly N-nitrosamines—their presence in the human 

environment should be strictly monitored and regulated. In 2018, the detection  

of N-nitrosodimethylamine (NDMA) in batches of valsartan-containing medicines 

triggered global investigations and the introduction of new regulations concerning 

nitrosamine impurities. Since then, the development and validation of modern 

analytical methods for the determination of N-nitrosamines has assumed a key role 

in quality-assurance systems in pharmaceutical manufacturing and has become  

a foundation for assessing the safety of medicinal products. Detecting  

N-nitrosamines in various matrices at low concentration levels (ppb) remains  

a challenge for scientists worldwide. Risk assessments of manufacturing processes 

for active pharmaceutical ingredients (APIs) and medicinal products further 

indicate the possibility of the formation of new N-nitrosamines not yet described  

in the literature. The mechanisms underlying their formation during synthesis, 

formulation of dosage forms, and storage of APIs and medicinal products are still 

insufficiently understood, underscoring the need for further research in this area. 

The aim of this work was to: perform a risk assessment for the formation  

of N-nitrosamines; develop sample-preparation approaches and innovative 

chromatographic methods for determining N-nitrosamines and/or nitrogen-

containing organic compounds; validate the developed chromatographic methods; 

investigate the formation mechanisms of selected N-nitrosamines; and synthesize 

new nitrogen-containing organic compounds. 

The work began with a risk assessment of N-nitrosamine formation  

in selected APIs to define the nature of the hazards associated with these impurities 

and to initiate actions aimed at controlling impurity profiles in medicinal products. 

Of key importance was the investigation of N-nitrosamine formation mechanisms 

in selected APIs, enabling the prediction and prevention of their occurrence  

by controlling precursors (NOCs), rather than focusing solely on the determination 
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of the resulting low-molecular-weight nitrosamines (NIs) or nitrosamine drug 

substance-related impurities (NDSRIs). 

Experimental studies led to the development of two analytical methods for 

the determination and control of selected N-nitrosamines in APIs and medicinal 

products. First, a gas chromatography–mass spectrometry method was developed 

and validated for the simultaneous determination of nine genotoxic nitrosamines in 

three APIs—cilostazol, sunitinib, and olmesartan medoxomil—manufactured at the 

Łukasiewicz – Industrial Chemistry Institute (Ł-IChP). Subsequently, as part  

of market surveillance, a liquid chromatography–tandem mass spectrometry 

method was validated and implemented to detect 1-methyl-4-nitrosopiperazine 

(MNP) in multicomponent preparations containing rifampicin, with explicit 

consideration of matrix effects. In addition, stability and degradation studies  

of rifampicin-containing medicinal products were carried out to better elucidate the 

processes leading to this undesired impurity. 

The next stage involved the electrochemical generation of impurities in APIs 

containing a hydrazone group: dantrolene, nitrofurantoin, furazidine, and 

nitrofurazone. Use of the ROXY™ EC system enabled the investigation  

of oxidation and reduction processes of the selected APIs, followed by the 

identification of as many as 17 new impurities, supported by quantum-chemical 

calculations (DFT) and in silico analyses. 

In summary, this work resulted in the development and implementation  

of modern, sensitive, and specific chromatographic methods coupled to mass 

spectrometry for the detection and quantification of N-nitrosamines and other 

nitrogen-containing organic compounds in medicinal products and APIs. The 

methods also enabled investigation of the mechanisms by which impurity profiles 

form in selected APIs and medicinal products. The implemented analytical methods 

not only address regulatory requirements but also contribute significantly to the 

advancement of knowledge on the mechanisms of formation of these compounds. 

Most importantly, they enhance the safety and quality of medicinal products on the 

Polish and European markets. 

 

Keywords: nitrogen-containing organic compounds, nitrosamines (NAs), 

chromatographic methods, mass spectrometry, quality control, nitrosamine 

formation mechanisms, pharmaceutical safety. 
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1. Wprowadzenie 

Związki azotoorganiczne (NOCs) to grupa związków organicznych,  

w których skład wchodzą m.in.: aminy, związki nitrowe, N-nitrozoaminy (NAs) 

oraz heterocykliczne związki azotowe. NAs powszechnie występują w środowisku 

człowieka: w wodach gruntowych, powierzchniowych, skażonej wodzie pitnej, 

żywności konserwowanej azotanami, np. w wędlinach, w tabace oraz dymie 

tytoniowym i są badane przez naukowców od końca lat 50. XX w. [1–5]. Jednakże 

wykrycie w 2018 r. N-nitrozodimetyloaminy (NDMA) w partii produktów 

farmaceutycznych zawierających walsartan zapoczątkowało największe na skalę 

światową badania oraz wprowadzenie nowych regulacji dotyczących zawartości  

N-nitrozoamin w produktach leczniczych. Po szeroko zakrojonych badaniach 

przeprowadzonych przez agencje regulacyjne, w tym Europejską Agencję Leków 

(EMA), N-nitrozoaminy wykryto w różnych innych substancjach czynnych (API) 

oraz produktach leczniczych, co doprowadziło do nagłego wycofania z rynku 

produktów leczniczych zawierających substancje czynne należące do grupy 

sartanów (walsartan, losartan, irbesartan), ranitydyny, nizatydyny, metforminy  

i warenikliny, z powodu przekroczenia dopuszczalnych limitów ich zawartości 

[6,7]. W odpowiedzi wprowadzono nowe wytyczne dotyczące kontroli  

N-nitrozoamin oraz dodano dedykowany rozdział w Farmakopei Europejskiej [8,9]. 

W połowie 2021 roku, gdy sytuacja na rynku farmaceutycznym związana z NAs 

wydawała się względnie opanowana, stan rzeczy zmienił się diametralnie wraz  

z wycofaniem partii produktu leczniczego Chantix (wareniklina) w USA, Kanadzie  

i UE ze względu na obecność zanieczyszczenia związanego z nitrozopochodną 

substancji czynnej - nitrozowarenikliną [10]. Wykazano, że nie tylko 

niskocząsteczkowe N-nitrozoaminy (NIs) mogą stanowić zanieczyszczenia 

produktów leczniczych; nitrozowaniu mogą ulegać również substancje czynne, 

zaawansowane produkty pośrednie oraz produkty degradacji zawierające aminy 

drugorzędowe w swojej strukturze. NDSRIs (nitrosamine drug substance-related 

impurities) to nitrozozanieczyszczenia powstające w trakcie syntezy, wytwarzania 

lub przechowywania produktów leczniczych, wykazujące podobieństwo 

strukturalne do substancji czynnej (API). Od 2021 r. NDSRIs wykrywane są  

w lekach ze zwiększoną częstotliwością i obecnie stanowią około 10% wszystkich 
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przypadków wykryć N-nitrozoamin, co pokazuje, że kryzys związany  

z nitrozoaminami w produktach leczniczych wciąż trwa (Rys. 1) [11]. 

 

Rysunek 1. Liczba zgłoszonych wykryć dotyczących N-nitrozoamin od lipca 2018 r. w USA  

i Kanadzie [11], obraz wykorzystany na zasadach licencji CC BY-NC.  

Ze względu na toksyczność N-nitrozoamin ich zawartość w środowisku 

człowieka musi być rygorystycznie kontrolowana. N-nitrozoaminy  

są klasyfikowane jako znane zanieczyszczenia mutagenne klasy 2, 

Międzynarodowa Agencja Badań nad Rakiem (IARC) zaliczyła zaś  

te zanieczyszczenia do grup 2A (prawdopodobnie kancerogennych dla ludzi) i 2B 

(potencjalnie rakotwórczych dla ludzi) [12,13]. Przy czym N-nitrozodimetyloamina 

(NDMA) i N-nitrozodietyloamina (NDEA) należą do grupy 2A, podczas gdy inne 

N-nitrozoaminy wykryte w produktach leczniczych są sklasyfikowane jako ludzkie 

czynniki rakotwórcze grupy 2B (Rys 2). Wytyczna M7 Międzynarodowej Rady 

Harmonizacji Wymagań Technicznych dla Rejestracji Produktów Leczniczych 

Stosowanych u Ludzi (ICH) wskazuje, że N-nitrozoaminy, aflatoksyny, oraz 

związki alkilo-azowe są silnie kancerogennymi i genotoksycznymi 

zanieczyszczeniami i określa je jako “cohort of concern ” [14]. Dla tej grupy 

substancji nie można rutynowo stosować ogólnej wartości TTC (Threshold  

of Toxicological Concern) wynoszącej 1,5 µg/dzień; dopuszczalne limity ustala się 

dla każdego związku oddzielnie. 
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Rysunek 2. Klasyfikacja toksykologiczna nitrozoamin w APIs według IARC [6]. 

Aby zaradzić kryzysowi związanemu z nitrozoaminowymi 

zanieczyszczeniami, najważniejsze międzynarodowe agencje regulacyjne, takie jak 

EMA i FDA (Food and Drug Administration), wprowadziły rygorystyczne 

wytyczne dotyczące badania N-nitrozoamin, w tym NDSRIs, w procesach 

produkcyjnych i gotowych produktach leczniczych. FDA wydała w 2019 roku 

dokument „Control of Nitrosamine Impurities in Human Drugs”, a EMA 

opublikowała wytyczną ”Nitrosamine impurities in human medicines” [15,16]. 

Agencje regulacyjne zobowiązały posiadaczy pozwolenia na dopuszczenie  

do obrotu (MAH) do wykonania trzyetapowego schematu postępowania w celu 

kontrolowania i zapobiegania tworzeniu się N-nitrozoamin w API i produktach 

leczniczych. W kroku pierwszym producenci produktów leczniczych byli 

zobowiązani wykonać ocenę ryzyka w celu zidentyfikowania substancji czynnych 

i produktów leczniczych zagrożonych tworzeniem NAs. W drugim etapie 

wytwórcy produktów leczniczych byli zobligowani do wykonania testów 

potwierdzających ewentualną obecność N-nitrozoamin w substancjach czynnych  

i produktach leczniczych przy użyciu zaawansowanych technik analitycznych,  

a następnie do zgłoszenia potwierdzonej obecności NAs do urzędów 

rejestracyjnych i odbiorców. W ostatnim trzecim etapie MAH mieli za zadanie 

wprowadzić (jeśli zasadne) zmiany w procesie produkcyjnym oraz kontroli 

zawartości NAs z wykorzystaniem zwalidowanych metod analitycznych 
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umożliwiających oznaczenia na niskich poziomach stężeń. Organy regulacyjne  

ds. kontroli produktów leczniczych określiły także dopuszczalne dzienne limity 

spożycia dla 214 wykrytych dotąd N-nitrozoamin w APIs i produktach leczniczych. 

Lista N-nitrozoamin wraz z ich limitami w produktach leczniczych jest stale 

aktualizowana w związku z wykrywaniem nowych nitrozopochodnych (ostatnia 

zmiana 1 sierpnia 2025) (Tabela 1) [17]. Dopuszczalne spożycie (AI, Acceptable 

Intake) dla N-nitrozoamin wyznaczone jest zgodnie z podejściem opisanym  

w wytycznych ICH M7(R2) [14,15]. Jeżeli dla danej N-nitrozoaminy istnieją 

wystarczające dane dotyczące rakotwórczości u zwierząt, obliczana jest wartość 

TD₅₀ (mediana dawki toksycznej), która następnie służy do wyznaczenia AI.  

W przypadku braku takich danych wykorzystuje się wyniki badań mutagenności  

in vivo, metody obliczeniowe (SAR / QSAR), zmodyfikowany test Amesa oraz 

ocenę struktury chemicznej i grup funkcyjnych (CPCA, Carcinogenic Potency 

Categorization Approach) [15,18]. Wartość AI odpowiada zaniedbywalnemu 

ryzyku zachorowania na nowotwór, oszacowanemu na 1:100 000 w populacji osób 

narażonych przez całe życie. 

Limity dopuszczalne dla danej N-nitrozoaminy (AL, Acceptable Limit) 

wyznaczone są na podstawie wartości AI oraz maksymalnej dziennej dawki 

produktu leczniczego (MDD, Maximum Daily Dose): 

𝐴𝐿[𝑝𝑝𝑚] =
𝐴𝐼 [

µ𝑔
𝑑𝑧𝑖𝑒ń

]

𝑀𝐷𝐷[
𝑔

𝑑𝑧𝑖𝑒ń
]
 

gdzie: 

• AI – dopuszczalne spożycie (w µg/dzień), 

• MDD – maksymalna dzienna dawka produktu leczniczego (g/dzień), 

• AL – dopuszczalny limit dla danej N-nitrozoaminy w substancji czynnej lub 

produkcie leczniczym (µg/g = ppm). 

Poziom wyznaczonego limitu jak i sposób jego wyznaczenia w istotny 

sposób wpływają na opracowanie metod analitycznych i formę przedstawienia 

wyniku (limit liczony na API lub na produkt leczniczy). 
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Tabela 1. Dopuszczalne poziomy spożycia (AI) ustalone przez EMA dla przykładowych  

N-nitrozoamin [17].  

Struktura  Nazwa Źródło AI 

(ng/dzień) 

Data 

publikacji 

EMA 

 

 

 

N-nitrozo-dimer 

dorawiryny 

Dorawiryna 1500 01/08/2025  

 

N-nitrozo-despropyl-

ropinirol 

Ropinirol 18 15/05/2025 

 

 

N-nitrozo-desmetyl-

zolmitryptan 

 

 

 

Zolmitryptan 18 01/12/2024 

 

N-nitrozo-dorzolamid Dorzolamid 1500 15/01/2024 

 

N-nitrozo-diklofenak Diklofenak 78000 01/07/2023 

 

N-nitrozodietyloamina np. 

Walsartan, 

Losartan, 

Irbesartan 

26.5 01/06/2020 

 

N-

nitrozodimetyloamina 

np. 

Ranitydyna, 

Nizatydyna 

Metformina 

96 01/06/2020 



21 
 

 Wspomniana wcześniej ocena ryzyka powstawania NIs i NDSRIs, obliguje 

producentów produktów leczniczych do identyfikacji czynników, które mogą 

prowadzić do powstania N-nitrozoamin. NAs powstają najczęściej w wyniku 

reakcji czynników nitrozujących (takich jak azotyny) z aminami drugorzędowymi 

[16] (Rys. 3). Natomiast proste trzeciorzędowe alkiloaminy mogą ulegać 

nitrozowaniu w procesie dealkilacji, który jest znacznie wolniejszy niż 

nitrozowanie amin drugorzędowych [19]. 

 

Rysunek 3. Warunki powstawania N-nitrozoamin w substancjach czynnych i produktach 

leczniczych [16,20]. 

N-nitrozoaminy mogą tworzyć się z zanieczyszczeń obecnych w surowcach 

dostarczanych przez producentów, takich jak aminowe związki wyjściowe, 

półprodukty, rozpuszczalniki (np. DMF), ponownie wykorzystywane 

rozpuszczalniki (rozpuszczalniki po regeneracji), reagenty czy odczynniki 

stosowane w procesach syntezy. W trakcie wytwarzania produktów leczniczych 

należy szczegółowo analizować m.in. dobór substancji pomocniczych, 

konserwantów oraz elementów elastomerowych, ponieważ mogą one zawierać 

azotany i azotyny, a więc sprzyjać powstawaniu N-nitrozoamin już w produkcie 

końcowym. W 2020 roku brytyjska firma Lhasa Limited zainicjowała utworzenie 

bazy danych podającej poziomy azotynów w substancjach pomocniczych 

stosowanych w wytwarzaniu produktów leczniczych [21]. Warunki po zakończeniu 

tego procesu, takie jak poziom wilgotności, pH czy temperatura przechowywania 

produktów leczniczych, mogą również wpływać na powstawanie zanieczyszczeń, 

w tym N-nitrozoamin, w wyniku procesów degradacyjnych zachodzących w trakcie 

magazynowania lub transportu. Udokumentowano przypadki, w których obecność 
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takich czynników sprzyjała powstawaniu N-nitrozoamin w produktach leczniczych, 

m.in. w ranitydynie (Rys. 4). W jej przypadku wykazano, że cząsteczka ranitydyny 

zawierająca nietypową grupę winylonitrową, może ulegać autooksydacji, 

prowadząc do uwolnienia jonu azotynowego oraz dimetyloaminy. Następnie,  

w wyniku konwersji jonu azotynowego do gazowego czynnika nitrozującego – 

chlorku nitrozylu (NOCl) – dochodzi do powstania N-nitrozodimetyloaminy.  

Z uwagi na ryzyko takiej degradacji i przekroczenie dopuszczalnych limitów dla 

zawartości NDMA, ranitydyna została całkowicie wycofana z rynku i nie jest już 

dostępna dla pacjentów [22]. 

 

Rysunek 4. Możliwe przyczyny powstawania N-nitrozodimetyloaminy (NDMA) w ranitydynie  

i nizatydynie [23], obraz wykorzystany na zasadach licencji CC BY-NC-ND 4.0. 

W ciągu ostatnich dwóch lat, uwaga przesunęła się z niskocząsteczkowych 

zanieczyszczeń nitrozoaminowych powstających podczas wytwarzania substancji 

czynnych, na NDSRIs, które powstają głównie w wyniku reakcji grup aminowych 

obecnych w strukturze substancji czynnej z czynnikami nitrozującymi w trakcie 

syntezy, formulacji postaci leku i przechowywania produktu leczniczego. Kontrola 

tych zanieczyszczeń stanowi obecnie duże wyzwanie, ponieważ wrażliwe aminy  

są istotnymi elementami strukturalnymi wielu API, a brak wystarczającej wiedzy 

uniemożliwia dokładne przewidywanie ryzyka ich powstawania [24,25]. Ponadto, 

według badań możliwe jest także utlenianie hydrazonowej grupy funkcyjnej, które 
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może prowadzić do powstawania NDSRIs [20]. Nadtlenki, które uczestniczą  

w procesach utleniających, mogą bezpośrednio reagować z produktami degradacji 

cząsteczek substancji czynnych zawierających grupy hydrazynowe lub 

hydrazonowe (np. rifampicyna), co prowadzi do powstawania nitrozoamin [26]. 

Dlatego, niezbędne jest monitorowanie APIs zawierających wrażliwe grupy 

aminowe, w tym także hydrazynowe i hydrazonowe, które ze względu na swój 

charakter strukturalny są szczególnie podatne na tworzenie NDSRIs. Przykładowe 

grupy APIs o podwyższonym ryzyku tworzenia NDSRIs przedstawiono w Tabeli 

2. 

Tabela 2. Przykładowe szkielety strukturalne APIs o podwyższonym ryzyku tworzenia NDSRIs 

[27]. 

Klasa APIs Grupa 

funkcyjna 

Przykłady  

APIs 

Reprezentatywna struktura 

szkieletowa 

Blokery receptorów  

β-adrenergicznych  

i β agoniści  

 amina 

drugorzędowa 

atenolol, 

bisoprolol, 

metoprolol, 

propranolol 

 

Inhibitory konwertazy 

angiotensyny 

 amina 

drugorzędowa 

enalapryl, 

lisinopryl, 

ramipryl, 

quinapryl 
 

Inhibitory wychwytu 

zwrotnego serotoniny  

i noradrenaliny o 

aryloksypropanamino-

wym szkielecie 

 amina 

drugorzędowa 

duloksetyna, 

fluoksetyna, 

paroksetyna 

 

Aminochinolinowe  

APIs przeciwmalaryczne 

 amina 

drugorzędowa 

amodiachina, 

chlorochina, 

prymachina 
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Trójpierścieniowe  

APIs przeciwdepresyjne 

amina 

trzeciorzędowa 

amoksapina, 

dezypramina, 

doksepina, 

imipramina 

 

Inhibitory wychwytu 

zwrotnego serotoniny  

i noradrenaliny o 

szkielecie 

cykloalkanolowo-

etylaminowym 

amina 

trzeciorzędowa 

deswenlafaksyna, 

wenlafaksyna 

 

Tryptany amina 

trzeciorzędowa 

almotryptan, 

naratryptan,  

rizatryptan,  

sumatryptan 

 

Tienopirydyny amina 

trzeciorzędowa 

klopidogrel, 

prasugrel, 

tiklopidyna  

APIs zawierające  

grupę hydrazonową 

/hydrazynową 

hydrazonowa 

hydrazynowa  

prokarbazyna,  

rifampicyna 

R₁–C=NNH–R₂ 

 

Współcześnie, obok wykrywania i identyfikacji oraz modelowania 

potencjalnych szlaków powstawania N-nitrozoamin, jednym z kluczowych 

wyzwań dla chemików analityków pozostaje opracowywanie specyficznych  

i czułych metod oznaczania tych związków w produktach leczniczych oraz 

substancjach czynnych. Rozwój innowacyjnych procedur analitycznych stanowi 

istotny element systemów zapewniania jakości zarówno w jednostkach 

badawczych, jak i w przemyśle farmaceutycznym, mający bezpośredni wpływ  

na bezpieczeństwo i skuteczność stosowanych produktów. Konieczność 

prowadzenia oznaczeń w złożonych i zróżnicowanych matrycach, przy 

jednoczesnym spełnieniu wymogów wykrywania zanieczyszczeń na niskich 

poziomach stężeń (rzędu ppb i niższych), stwarza istotne wyzwania dla analityków 

całego świata. Ponadto, wyniki analiz ryzyka związane z procesami syntezy API 
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wskazują na możliwość występowania nie tylko znanych, lecz również dotychczas 

niezidentyfikowanych struktur NIs/NDSRIs, co uzasadnia potrzebę wdrażania 

kompleksowych badań przesiewowych ukierunkowanych na ich wykrywanie i 

oznaczanie [28–30]. Amerykańska Agencja ds. Żywności i Leków (FDA) w 2020 

roku jako pierwsza opublikowała ogólny rozdział USP 1469, poświęcony kontroli 

sześciu N-nitrozoamin (NDMA, NDEA, NEIPA, NDIPA, NMBA oraz NDBA) w 

APIs. W dokumencie tym opisano cztery metody analityczne: 

➢ chromatografię cieczową sprzężoną z wysokorozdzielczą 

spektrometrią mas (LC-HRMS), 

➢ chromatografię gazową z analizą fazy nadpowierzchniowej sprzężoną 

z tandemową spektrometrią mas (GC-HS-MS/MS), 

➢ chromatografię cieczową sprzężoną z tandemową spektrometrią mas 

(LC-MS/MS), 

➢ chromatografię gazową sprzężoną z tandemową spektrometrią mas 

(GC-MS/MS) [31]. 

Powyższe metody dotyczą wyłącznie oznaczania kilku N-nitrozoamin  

w wybranych sartanach. W 2022 roku Komisja Farmakopei Europejskiej (Ph. Eur.) 

wprowadziła do monografii nowy rozdział 2.5.42 „N-Nitrosamine Impurities”, 

poświęcony oznaczaniu zanieczyszczeń jakimi są N-nitrozoaminy w substancjach 

czynnych (sartanach) [8]. Z kolei ten rozdział opisuje trzy techniki instrumentalne: 

A) LC-MS/MS, B) GC-MS oraz C) GC-MS/MS. Procedury A i B zostały 

zwalidowane jako testy graniczne przeznaczone do potwierdzenia, czy zawartość 

N-nitrozoamin nie przekracza ustalonego limitu 30 ppb, natomiast tylko procedura 

C ma charakter metody ilościowej. W opisie procedury A zamieszczono również 

uwagę, iż obecność dimetyloformamidu (DMF) w badanej substancji może 

zakłócać wykrywanie NDMA. Z tych powodów FDA opracowała metodę  

LC-HRMS o wysokiej specyficzności, umożliwiającą rozróżnienie NDMA  

od DMF, które mają bardzo podobną masę monoizotopową i widma 

fragmentacyjne. W przeciwieństwie do LC-MS/MS, gdzie piki otrzymane w trybie 

MRM od DMF i NDMA mogą współeluować i powodować interferencje, 

zastosowanie HRMS lub odpowiednio zoptymalizowanej chromatografii gazowej 

(GC-MS/MS) pozwala na ich skuteczne rozdzielenie i selektywną analizę [32,33]. 
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 Kolejne lata prac pokazały, że przedstawione opisy metod  

w wymienionych wyżej farmakopealnych monografiach, mogą stanowić punkt 

wyjścia do analiz, ale nie mogą być metodami dedykowanymi czy też 

przesiewowymi do innych matryc. Dodatkowo ukierunkowane są one tylko  

na niskocząsteczkowe N-nitrozoaminy. Opracowywanie nowych metod stało się 

więc koniecznością dla naukowców z całego świata. Nadal najczęściej 

stosowanymi technikami separacyjnymi w oznaczaniu N-nitrozoamin  

są chromatografia cieczowa (HPLC) oraz chromatografia gazowa (GC), sprzężone 

ze spektrometrią mas niskiej rozdzielczości (GC-MS, LC-MS/MS, GC-MS/MS) 

lub wysokiej rozdzielczości (LC-HRMS: Orbitrap, Q-TOF) [28,29]. W literaturze 

opisano także nieliczne metody wykorzystujące chromatografię nadkrytyczną 

(SFC-MS/MS), chromatografię cieczową z detektorem UV-VIS, chromatografię 

gazową z detektorem azotowo-fosforowym (GC-NPD), chemiluminescencyjnym 

detektorem energii termicznej (TEA), a także elektroforezę kapilarną (CE-MS) 

połączoną ze spektrometrią mas [34–37]. Schmidtsdorff i inni opracowali metodę 

SFC-MS/MS umożliwiającą jednoczesne oznaczanie w sartanach (np. walsartanie  

i losartanie), szerokiej klasy różnych N-nitrozoamin na poziomie ppb oraz 

zanieczyszczeń pokrewnych sartanom, w pojedynczej analizie trwającej krócej niż 

20 minut. Pomimo dużego potencjału analitycznego, technika SFC-MS/MS jest 

obecnie rzadko stosowana w laboratoriach kontroli jakości, głównie z powodu 

ograniczonej dostępności specjalistycznej aparatury. Zestawienie przykładowych 

metod wykorzystywanych w badaniu zawartości N-nitrozoamin w produktach 

leczniczych przedstawiono w Tabeli 3.  
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Tabela 3. Przykłady metod analitycznych, metod ekstrakcji wraz z wyznaczonym LOQ dla  

N-nitrozoamin w produktach leczniczych. 

Nazwa 

produktu 

leczniczego 

Technika Autor Przygotowan

ie próbki 

/Źródło 

Nitrozoamina LOQ 

(ppm) 

Ref 

Wybrane 

sartany 

LC-

HRMS 

USP (1469)  Rozpuszczanie w 

metanolu /ESI 

NDMA, NDEA, 

NEIPA, NDIPA, 

NMBA, NDBA 

0,05 [31] 

Wybrane 

sartany 

GC-HS-

MS/MS 

USP (1469)  Rozpuszczenie w 

1 mL metanolu i  

1 mL acetonitrylu 

i 100 mg 

imidazolu/EI 

NDMA, NDEA, 

NEIPA, NDIPA, 

NMBA, NDBA 

0,02 [31] 

Wybrane 

sartany 

LC-

MS/MS 

USP (1469)  Rozpuszczanie w 

0,1%FA w 

wodzie/APCI 

NDMA, NDEA, 

NEIPA, NDIPA, 

NMBA, NDBA 

0,01 i 

0,02 

[31] 

Wybrane 

sartany 

GC-

MS/MS 

USP (1469)  Rozpuszczanie w 

5 mL chlorku 

metylenu  

NDMA, NDEA, 

NEIPA, NDIPA, 

NMBA, NDBA 

0,005 [31] 

Ranitydyna LC-

HRMS 

FDA Nie opisano 

/ESI lub APCI 

NDMA 0,03 [33] 

Metformina LC-

HRMS 

FDA Nie opisano 

/ESI lub APCI 

NDMA 0,03 [33] 

Chlorochina i 

hydroksychlor

ochina 

LC-

HRMS 

FDA Nie opisano 

/ESI lub APCI 

NDMA, NDEA, 

NEIPA, NDIPA, 

NMBA, NDBA 

0,02 [33] 

Sartany, 

metformina , 

ranitydyna , 

Sitagliptyna i 

inne 

SFC-

MS/MS 

Schmidtsdorff Rozpuszczanie w 

metanolu /ESI 

NDMA, NDEA, 

NDELA, NEIPA, 

NDIPA, NDPA, 

NMBA, NMPhA, 

NPYR, NMOR, 

NPIP, NDBA, 

NDPhA, 

NDCHA, NDiNA, 

NDBzA 

Brak 

danych 

[34] 

Produkty 

lecznicze  

HS-

SPME-

GC-

MS/MS 

Chang i inni  Roztwór 

ekstrahujący 90% 

NaCl, czas 

inkubacji 

HeadSpace 

 1 min, adsorpcja 

NDMA, NDEA, 

NMEA, NEIPA, 

NDiPA, NDPA, 

NDiBA, NDBA, 

NPYR, NMOR, 

5*10-5
-

2,5*10-4 

[38] 
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SPME w 80 ℃ 

przez 30 min i 

desorpcja w 250 

℃ przez 5 min. 

NPIP, NDCHA, 

NDPhA, NDiNA 

Kwas 

mefenamowy 

LC-

MS/MS 

Nakka i inni Rozpuszczenie w 

0,1 % FA /ACN 

(20:80) 

N-DPA, N-MFA. 1*10-5 [39] 

Wildagliptyna LC-

MS/MS 

Kumar i inni Rozpuszczenie w 5 

mL ACN:H20 (1:1) 

N-Nitrozo- 

wildagliptyna 

1,46 [40] 

LOQ — granica oznaczalności, NDMA — N-nitrozodimetyloamina, NDEA — N-nitrozodietylamina, NEIPA —  

N-nitrozo-N-etyl-N-izopropyloamina, NDIPA — N-nitrozo-diizopropyloamina, NDiPA — N-nitrozo-diizopropyloamina, 

NMBA — kwas N-nitrozo-N-metylo-4-aminomasłowy, NDBA — N-nitrozo-di-n-butyloamina, NDiBA — N-nitrozo-

diizobutyloamina, NDELA — N-nitrozo-dietanolamina, NDPA — N-nitrozo-dipropyloamina, NMEA — N-nitrozo-

metyloetyloamina, NPYR — N-nitrozo-pirolidyna, NMOR — N-nitrozo-morfolina, NPIP — N-nitrozo-piperydyna, NDPhA 

— N-nitrozo-difenyloamina, N-DPA — N-nitrozo-difenyloamina, NMPhA — N-nitrozo-metyloanilina, NDCHA — N-

nitrozo-dicykloheksyloamina, NDiNA — N-nitrozo-dinaftyloamina, NDBzA — N-nitrozo-dibenzylamina, N-MFA — N-

nitrozo-kwas mefenamowy, ESI — jonizacja metodą elektrorozpylania, APCI — chemiczna jonizacja pod ciśnieniem 

atmosferycznym, EI — jonizacja elektronami 

W detekcji MS następuje rozdzielenie jonów w fazie gazowej na podstawie ich 

stosunku masy do ładunku (m/z) przy użyciu pola elektrycznego i/lub 

magnetycznego. Analiza wymaga zatem kilku etapów: (i) przeniesienia analitu  

do fazy gazowej, (ii) jego zjonizowania, (iii) rozdzielenia powstałych jonów 

(pochodzących zarówno od analitu, jak i od składników matrycy), a następnie (iv) ich 

detekcji. Ważnym aspektem w analizie N-nitrozoamin jest więc wybór odpowiedniej 

metody jonizacji analitów. Jonizacja za pomocą elektrorozpraszania (ESI) oraz 

jonizacja chemiczna pod ciśnieniem atmosferycznym (APCI) to najczęściej 

stosowane metody jonizacji w oznaczaniu N-nitrozoamin metodą LC-MS/MS.  

W praktyce częściej wybierana jest jonizacja APCI, ze względu na wysoką czułość  

i mniejsze zakłócenia pochodzące od matrycy. Jednakże NDSRIs oraz inne  

N-nitrozoaminy nielotne lub słabo odparowujące mają ograniczoną zdolność  

do jonizacji w APCI, co sprawia, że ESI znajduje szersze zastosowanie w przypadku 

tego typu związków [41]. W technikach GC-MS/(MS), przeznaczonych głównie  

do analizy lotnych N-nitrozoamin, standardowo stosuje się źródło jonizacji 

elektronowej (EI), zapewniające powtarzalne i dobrze scharakteryzowane widma 

masowe, co ułatwia identyfikację związków. Oprócz typowej jonizacji przy energii 

elektronów 70 eV, w niektórych procedurach, wykorzystuje się niższą energię 40 eV 

[8]. Zastosowanie obniżonej energii jonizacji pozwala ograniczyć nadmierną 

fragmentację związków, zwiększając intensywność jonów molekularnych,  

co poprawia stosunek sygnału do szumu dla wybranych N-nitrozoamin  

i może obniżyć granicę oznaczalności w trybie monitorowania wybranych reakcji 
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(MRM). Jonizacja chemiczna (CI, Chemical Ionization) wykorzystywana jest 

głównie w analizach środowiskowych, gdzie przykładowo, oznaczana jest NDMA  

w wodzie [42]. 

Ze względu na złożoność matrycy produktów leczniczych, wyzwaniem jest 

skuteczne przeniesienie zarówno substancji czynnej, jak i potencjalnych 

zanieczyszczeń do roztworu. Kluczowe znaczenie ma zatem dobór odpowiedniego 

rozpuszczalnika i procedury przygotowania próbki, które mogą stanowić krytyczny 

etap analizy. Szczególnie trudne jest zapewnienie pełnego rozpuszczenia substancji 

czynnej i wszystkich analitów docelowych przy jednoczesnym uniknięciu strat 

wynikających z ich lotności oraz uzyskanie próbki odpowiedniej do dalszej analizy 

metodami LC-MS/MS i GC-MS/(MS). W wielu metodach opisanych w literaturze,  

w tym również w Farmakopei Europejskiej, do oznaczania zawartości N-nitrozoamin  

w prostych matrycach zastosowane jest podejście bezpośrednie, polegające  

na rozpuszczeniu badanego produktu leczniczego w odpowiednim rozpuszczalniku  

(np. wodzie, metanolu czy chlorku metylenu), a następnie wprowadzeniu 

otrzymanego roztworu bezpośrednio do źródła jonów [8]. Niezaprzeczalną zaletą 

takich metod jest ich szybkość, łatwość walidacji i niskie koszty. Wadami takich 

procedur jest natomiast m.in. ryzyko zanieczyszczenia dozownika i spektrometru 

mas, szczególnie w przypadku metod GC-MS/(MS), a także obecność interferencji 

pochodzących od złożonej matrycy farmaceutycznej, które mogą istotnie wpływać  

na czułość i selektywność wykrywania oznaczanych analitów [43]. Dodatkowo, wiele 

substancji i produktów leczniczych jest bardzo trudno rozpuszczalnych  

w standardowych rozpuszczalnikach. Z tego względu jednym z kluczowych wyzwań 

w analizie N-nitrozoamin pozostaje także opracowanie skutecznych strategii 

przygotowania próbek, które pozwolą na rozpuszczenie próbki, selektywne 

wyodrębnienie analitów, przy jednoczesnym usunięciu substancji zakłócających. 

Najczęściej stosowanymi technikami przygotowania próbek w analizie  

N-nitrozoamin są: 

➢ Ekstrakcja ciecz–ciecz (LLE, Liquid–Liquid Extraction) 

➢ Ekstrakcja do fazy stałej (SPE, Solid Phase Extraction) 

Mikroekstrakcja do fazy stałej (SPME, Solid Phase 

Microextraction) [29,38,44]. 

Wady i zalety każdej z tych metod ekstrakcji z przykładami zastosowań do oznaczeń 

N-nitrozoamin w produktach leczniczych zestawiono w Tabeli 4. 
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 Podsumowując, opracowanie odpowiedniej, dostosowanej do rodzaju 

matrycy metody ilościowego oznaczania zawartości takich analitów jak NIs  

i NDSRIs, stanowi istotne wyzwanie analityczne. Wynika to zarówno  

z konieczności wykrywania analitów w bardzo niskich stężeniach (rzędu ppb), jak 

i ze złożoności matryc farmaceutycznych. Odpowiedni dobór strategii 

przygotowania próbki, w tym rozpuszczenia i ekstrakcji, oraz techniki detekcji  

i separacji analitów (LC-MS/(MS), LC-HRMS, GC-MS/(MS), SFC-MS/(MS)) są 

kluczowe dla uzyskania wiarygodnych i powtarzalnych wyników, które zapewnią 

bezpieczeństwo pacjentom. Opracowane dotychczas metody opisane przez 

Ph.Eur., USP czy FDA dotyczą tylko wybranych produktów leczniczych  

np. sartanów. Rośnie natomiast liczba wykrywanych nowych N-nitrozoamin w 

innych produktach leczniczych, dla których metody analityczne nie są dostępne.  

Tabela 4. Porównanie technik przygotowania próbek do oznaczania N-nitrozoamin w produktach leczniczych. 

Technika Zalety Wady Typowe 

zastosowania 

Najczęściej stosowane 

warianty/metody 

Ref 

LLE  – prosta w 

wykonaniu 

 – niskie koszty – 

odpowiednia dla 

prostych matryc 

– duże zużycie 

rozpuszczalników  

– mała selektywność 

 – możliwe straty 

analitów 

Przygotowanie 

roztworów APIs 

w analizie GC-

MS i LC-MS 

Ekstrakcja do dichlorometanu 

(DCM) z 1 M NaOH;  

[8,31] 

SPE  – wysoka 

selektywność 

 – możliwość 

zatężania 

analitów 

 – dobra 

powtarzalność 

– wysokie koszty 

sorbentów 

  

Preparaty o 

złożonej matrycy 

(np. tabletki, 

syropy) 

Sorbenty C18, HLB(sorbent o 

równowadze hydrofilowo-

lipofilowej ), z węgla aktywnego  

[44,45]   

SPME  – brak 

rozpuszczalników 

(technika zgodna 

z zasadami 

zielonej chemii) 

 – niskie granice 

wykrywalności i 

oznaczalności dla 

lotnych NAs  

– możliwość 

sprzężenia on-

line z GC-

MS/MS 

– ograniczona 

trwałość włókien 

– wysokie koszty 

włókien  
 

Analiza lotnych i 

półlotnych 

nitrozoamin w 

produktach 

leczniczych i 

APIs 

Najczęściej stosowane włókna: 

PDMS (polidimetylosiloksan), 

CAR/PDMS (Carboxen- 

mikroporowaty węgiel 

aktywny/PDMS), 

DVB/CAR/PDMS 

(divinylbenzen/Carboxen/PDMS) 
 

[37,38] 
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Uwzględniając powyższe wyzwania związane z analizą N-nitrozoamin w 

substancjach i produktach leczniczych, kluczowe kierunki działań na najbliższe 

lata można określić następująco: 

• Opracowanie i walidacja metod analitycznych o niskich granicach 

wykrywalności i oznaczalności (LOD/LOQ) dla nowych NDSRIs oraz 

nowoidentyfikowanych N-nitrozoamin, z wykorzystaniem zaawansowanych 

technik instrumentalnych, takich jak GC-MS/(MS), LC-MS/(MS) czy SFC-

MS/(MS). Szczególny nacisk kładzie się na promowanie stosowania 

wzorców wewnętrznych znakowanych izotopowo, co pozwala skutecznie 

minimalizować wpływ matrycy oraz zwiększa dokładność i powtarzalność 

oznaczeń. 

• Synteza i badania stabilności wzorców nowych N-nitrozoamin, a także 

analogów znakowanych izotopowo. 

• Zbadanie wpływu przygotowania próbki, na wyniki zawartości  

N-nitrozoamin. 

• Rozwój metod przesiewowych umożliwiających szybkie wykrywanie  

N-nitrozoamin w produktach leczniczych podczas badań 

stabilności/stresowych przy użyciu np. metod elektrochemicznych. 

• Zacieśnianie współpracy międzynarodowej, w tym koordynacja działań 

europejskich laboratoriów OMCL (Official Medicines Control Laboratories) 

i opracowanie zharmonizowanych wytycznych, aby ujednolicić metody  

i wymagania dotyczące N-nitrozoamin, zapewnić porównywalność 

wyników oraz szybciej i spójniej reagować na nowe zagrożenia. 

• Zintegrowane podejście do zarządzania ryzykiem, obejmujące 

wykorzystanie narzędzi in silico i baz danych (np. dotyczących substancji 

pomocniczych) w celu przewidywania ryzyka powstawania N-nitrozoamin 

już na wczesnych etapach rozwoju produktu leczniczego oraz badanie  

i przewidywanie mechanizmów ich tworzenia. 
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2. Założenia i cel pracy: 

Celem nadrzędnym niniejszego doktoratu wdrożeniowego było 

opracowanie innowacyjnych  metod chromatograficznych oznaczania nitrozoamin 

/ związków azotoorganicznych w API / produktach leczniczych, które będą 

wdrożone w Łukasiewicz-Instytut Chemii Przemysłowej (Łukasiewicz-IChP), 

Narodowym Instytucie Leków (NIL) i/lub EDQM, a także będą stanowiły know-

how wprowadzone do oferty usługowej Łukasiewicz-IChP oraz NIL. 

Harmonogram prac badawczo - wdrożeniowych zakładał: 

❖  Przegląd piśmiennictwa, wykonanie przeglądu dróg syntezy wybranych 

API w Ł-IChP i przeprowadzenie analizy ryzyka powstawania  

N-nitrozoamin. 

❖ Opracowanie innowacyjnych metod chromatograficznych oraz procedur 

izolacji i wzbogacania analitów, umożliwiających oznaczanie wybranych 

związków azotoorganicznych, w tym N-nitrozoamin. 

❖ Syntezę nowych związków azotoorganicznych. 

❖ Walidację opracowanych metod chromatograficznych (GC-MS/(MS) lub 

LC-MS/(MS)) oznaczania związków azotoorganicznych w tym  

N-nitrozoamin, która będzie obejmowała: specyficzność, linowość, 

precyzję, odzysk, granicę oznaczalności i wykrywalności oraz elastyczność 

metody.  

Cel zrealizowany został poprzez: 

➢  Analizę ryzyka powstawania N-nitrozoamin dla trzech wybranych API 

produkowanych przez Łukasiewicz-IChP oraz przegląd mechanizmów 

powstawania nitrozoamin w produktach leczniczych / API, ich właściwości 

toksykologicznych oraz regulacji prawnych wprowadzonych od 2018 roku 

przez EMA, FDA i Ph. Eur. Zestawiono również aktualnie techniki 

analityczne stosowane w oznaczaniu zawartości nitrozoamin w produktach 

leczniczych, takie jak GC-MS/(MS), LC-MS/(MS), LC-HRMS wraz  

z metodami przygotowania próbek do badań: LLE, SPE, SPME czy 

DLLME, wskazując zarówno ich możliwości, jak i ograniczenia 

(Publikacja nr 1 oraz doniesienie zjazdowe nr 3). 
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➢ Opracowanie i walidację metody GC-MS do jednoczesnego oznaczania 

dziewięciu genotoksycznych nitrozoamin w cilostazolu, sunitynibie  

i olmesartanie medoksomilu produkowanych w Łukasiewicz -IChP 

(Publikacja nr 2 oraz doniesienie zjazdowe nr 1). 

➢ Opracowanie i wdrożenie metody LC-MS/MS do oznaczania 1-metylo-4-

nitrozopiperyzyny (MNP) na niskich poziomach stężeń (ppb) w złożonych 

preparatach z ryfampicyną, uwzględniając problem efektów matrycowych  

i konieczność odpowiedniej ekstrakcji (Publikacja nr 3 oraz doniesienie 

zjazdowe nr 4). 

➢ Badania stabilności oraz degradacji produktów leczniczych z rifampicyną 

(Publikacja nr 3 oraz doniesienie zjazdowe nr 4) 

➢ Elektrochemiczne generowanie zanieczyszczeń wybranych substancji 

czynnych z grupą hydrazonową (dantrolen, nitrofurantoina, furazydyna  

i nitrofural) powstałych w procesie utleniania i redukcji przy użyciu 

aparatury ROXYTM EC system (Publikacja nr 4 oraz doniesienie 

zjazdowe nr 5,6). 

➢ Identyfikację 17 nowych zanieczyszczeń czterech wybranych API z grupą 

hydrazonową wspartą obliczeniami kwantowo-chemicznymi (DFT)  

i analizami in silico (Publikacja nr 4 oraz doniesienie zjazdowe nr 5,6).  
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3. Kopie opublikowanych prac wchodzących w skład 

rozprawy: 

 

3.1 Publikacja 1 (przeglądowa) 
Witkowska, A. B.; Zezula M.; Glice M., Stolarczyk E.U., Nowe aspekty 

metodyki oznaczania N-nitrozoamin, Przemysł Chemiczny 

2021;100(3):230-239.  
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3.2 Publikacja 2 (oryginalna) 
Witkowska, A.B.; Giebułtowicz, J.; Dąbrowska, M.; Stolarczyk, E.U.; 

Development of a Sensitive Screening Method for Simultaneous 

Determination of Nine Genotoxic Nitrosamines in Active Pharmaceutical 

Ingredients by GC-MS; International Journal of Molecular Sciences 

2022; 23(20): 1-11.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



51 
 

 



52 
 

 

 

 



53 
 

 



54 
 

 



55 
 

 



56 
 

 



57 
 

 



58 
 

 



59 
 

 



60 
 

 



61 
 

 
 



62 
 

3.3 Publikacja 3 (oryginalna) 
 

Witkowska, A.B.; Wołczyńska, A.; Lis-Cieplak, A.; Stolarczyk, E.U. Development 

and Validation of LC-MS/MS Method for the Determination of 1-Methyl-4-

Nitrosopiperazine (MNP) in Multicomponent Products with Rifampicin—

Analytical Challenges and Degradation Studies; Molecules 2023; 28 (21): 115. 

DOI: https://doi.org/10.3390/molecules28217405 
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3.4 Publikacja 4 (oryginalna) 

Witkowska, A.B.; Stolarczyk, K.; Fusaro, M.; Leś, A.; Giebułtowicz, J.; Stolarczyk, 

E.U. Oxidation and Reduction of Hydrazones—Risk Factors Related to the 

Manufacture and Stability of the Drugs; International Journal of Molecular 

Sciences 2025; 26(9):1-20. DOI: https://doi.org/10.3390/ijms26094295 
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4. Podsumowanie i wnioski 

 
•  Po wykonaniu przeglądu piśmiennictwa i analizy ryzyka powstawania  

N-nitrozoamin w trzech wybranych API produkowanych w Ł-IChP opracowano 

nową metodę chromatografii gazowej sprzężonej ze spektrometrią mas (GC-MS)  

z użyciem mikroekstrakcji. Opracowana metoda pozwala na jednoczesne 

oznaczanie dziewięciu kancerogennych N-nitrozoamin w cilostazolu, sunitynibie  

i olmesartanie medoksomilu. Metodę zoptymalizowano pod względem prędkości 

wirowania, czasu wirowania, objętości rozpuszczalnika użytego do ekstrakcji  

i warunków rozdzielania chromatograficznego, a następnie poddano walidacji 

zgodnie z wytycznymi ICH. Otrzymane granice wykrywalności (0,15–1,00 ng/mL) 

i wysokie współczynniki determinacji (R² > 0,995) potwierdziły zdolność metody 

do wykrywania N-nitrozoamin na niskich poziomach stężeń i jej liniowość  

w badanym zakresie. Walidacja wykazała wysoką dokładność (94–111%) oraz 

precyzję (RSD ≤ 7,65%) metody. W substancji cilostazol i sunitynib nie wykryto 

zanieczyszczeń, a w substancji olmesartan medoksomilu wykryto NDEA. 

Zaproponowana procedura jest szybka, przyjazna środowisku i odpowiednia  

do rutynowej kontroli jakości API w warunkach Dobrej Praktyki Wytwarzania 

(GMP). 

•  Do kontroli produktów leczniczych z polskiego rynku farmaceutycznego,  

w Narodowym Instytucie Leków oraz na potrzeby EDQM, opracowano metodę 

LC-MS/MS umożliwiającą oznaczanie 1-metylo-4-nitrozopiperyzyny (MNP)  

w złożonych preparatach z ryfampicyną. Rozwój metody uwzględniał kontrolę 

wpływu matrycy i opracowanie wydajnej ekstrakcji. Opracowana metoda została 

poddana walidacji zgodnie z wytycznymi regulacyjnymi ICH. Oceniono parametry 

takie jak: specyficzność, dokładność, precyzja, granica wykrywalności oraz granica 

oznaczalności. Odzysk MNP wyniósł 100,4 ± 3,24%, a precyzja pośrednia – 2,6%. 

Badania stabilności i badania stresowe wykazały, że MNP powstaje zarówno 

poprzez utlenianie 1-amino-4-metylopiperyzyny, jak i w wyniku rozkładu 

ryfampicyny w warunkach stresu oksydacyjnego i termicznego. Zaproponowano 

mechanizm powstawania MNP w oparciu o hydrolizę hydrazonu i dalsze utlenianie 

produktów degradacji ryfampicyny.  

• Powyższe wyniki stały się podstawą do kontynuowania badań nad 

produktami leczniczymi zawierającymi układ hydrazonowy. Wykonano badania 
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nad stabilnością wybranych APIs zawierających grupę hydrazonową,  

ze szczególnym uwzględnieniem mechanizmów ich utleniania i redukcji.  

Do analizy wykorzystano aparaturę ROXYTM EC system połączony  

z wysokorozdzielczą spektrometrią mas typu QTOF, co pozwoliło na jednoznaczną 

identyfikację produktów degradacji na podstawie dokładnej masy i widm 

fragmentacyjnych. Przebadano cztery substancje czynne: dantrolen, 

nitrofurantoinę, furazydynę i nitrofural, wykazując ich znaczną elektroaktywność  

i tendencję do tworzenia potencjalnie niebezpiecznych produktów degradacji. 

Łącznie zidentyfikowano siedem produktów utleniania i dziesięć produktów 

redukcji, w tym nowe zanieczyszczenia nieopisane dotychczas w piśmiennictwie. 

Uzyskane wyniki eksperymentalne wsparto obliczeniami kwantowo-

mechanicznymi (DFT). Ponadto, z wykorzystaniem komercyjnie dostępnego 

oprogramowania in silico, porównano przewidywane produkty metaboliczne z tymi 

uzyskanymi metodami eksperymentalnymi. Połączenie elektrochemii  

z wysokorozdzielczą spektrometrią mas okazało się użyteczne jako narzędzie  

do oceny stabilności związków, wykrywania nowych zanieczyszczeń oraz 

określania ich struktury. 

• Wdrożenia metod potwierdzają poniżej zamieszczone dokumenty: 
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7.  Wykaz innych doniesień zjazdowych 

 
1. Doniesienie zjazdowe nr A1  

Stolarczyk, E.U.; Witkowska, A.B; Kryczyk-Poprawa, A.; Dorożyński, P.; 

Elektrochemiczna degradacja benzofenonu-3 w roztworach wodnych przy 

zastosowaniu aparatury ROXY - identyfikacja produktów pośrednich za pomocą 

techniki QTOF, 67. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego, 

Wrocław, 22-26.09.2025, sesja plakatowa 

 

2. Doniesienie zjazdowe nr A2 

Lis-Cieplak, A.; Witkowska, A.B.; Stolarczyk, E. U.; Opracowanie metody 

oznaczania alkaloidów pirolizydynowych w produktach ziołowych po ekstrakcji 

nadkrytycznej, Polska Konferencja Chemii Analitycznej 2025,  

Gdańsk,01-04.07.2025, sesja plakatowa 

 

3. Doniesienie zjazdowe nr A3 

Witkowska, A.B.; Stolarczyk, E.U.; Izdebski, R.; Urbanowicz, P.; Literacka, E.; 

Żabicka, D.; Gniadkowski, M.; Deforet, F.; Carriere, R.; Lemoine, J.; Antibiotic 

resistance profiling within 1 hour using LC-MS/MS – implementation of the 

IDAREMS technology in Poland; 7 Konferencja Polskiego Towarzystwa 

Spektrometrii Mas,  

Warszawa, 4-6.09.2023, sesja plakatowa  

 

4. Doniesienie zjazdowe nr A4 

Michalak, O.; Gruza, M.M.; Łaszcz, M.; Witkowska, A.B.; Trzcińska, K.; Bujak, 

I.; Cmoch, P., Otrzymywanie i charakterystyka fizykochemiczna zanieczyszczeń 

oraz półproduktu soli disodowej pemetreksedu, leku przeciwnowotworowego,  

X Multidyscyplinarna Konferencja Nauki o Leku,  

Korytnica, 15-19.05.2016, sesja plakatowa  

 

5. Doniesienie zjazdowe nr A5 

Łaszcz, M.; Trzcińska, K.; Witkowska, A.B.; Ciesielska, A.; Badowska – 

Rosłonek, K.; Polimorfizm konformacyjny chlorowodorku olopatadyny, 57 

Konwersatorium Krystalograficzne,  

Wrocław, 25-26.06.2015, sesja plakatowa  

 

6. Doniesienie zjazdowe nr A6 

Witkowska, A. B.; Łaszcz, M.; Trzcińska, K., Lipiec-Abramska, E.; Szczepek, W. 

J.; Charakterystyka form polimorficznych dutasterydu; IX Multidyscyplinarna 

Konferencja Nauki o Leku,  

Korytnica, 12-14.05.2014, sesja plakatowa  
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7. Doniesienie zjazdowe nr A7 

Michalak, O.; Jatczak, K.; Witkowska, A.B.; Łaszcz, M., Pucko, W., Bujak, I., 

Groman, A., Otrzymywanie i charakterystyka fizykochemiczna form 

krystalicznych oraz postaci amorficznej soli disodowej pemetreksedu; IX 

Multidyscyplinarna Konferencja Nauki o Leku,  

Korytnica, 12-14.05.2014, sesja plakatowa  

 

8. Doniesienie zjazdowe nr A8 

Trzcińska, K.; Łaszcz, M.; Witkowska, A.B.; Krzeczyński, P.; Łuniewski, W. 

;Badania rentgenostrukturalne i charakterystyka fizykochemiczna monotosylanu 

lapatynibu, 55 Konwersatorium Krystalograficzne, 

Wrocław, 27-28.06. 2013, sesja plakatowa  

 

9. Doniesienie zjazdowe nr A9 

Łaszcz, M.; Witkowska, A.B.; Kuziak, K.; Cmoch, P.; Filip, K., Gruza, M., 

Jatczak, K. , Koziak, K.; Grynkiewicz, G., Physicochemical characterization of 

diacetonide analog of protoescigenin; Euroanalysis 

Warszawa, 25-29.08.2013, sesja plakatowa  
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8. Wykaz innych aktywności naukowych  

 
• członek Mutagenic Contaminants OMCL Testing Group under the European 

Drectorate for the Quality of Medicines (EDQM) – udział  

w międzynarodowej współpracy w zakresie regulacji dotyczących analiz  

N-nitrozoamin w produktach leczniczych, analizy produktów z rynku 

europejskiego (2022 – obecnie). 

• „Zastosowanie spektrometrii mas do badania profili zanieczyszczeń  

w substancjach i produktach farmaceutycznych”; Zajęcia praktyczne dla 

studentów - farmacja analityczna (WUM) 17-04-2024. 

• Zajęcia pokazowe z różnych technik analitycznych na zlecenie KW Policji  

w Lublinie dla 40 ekspertów z Policji i ze Straży Granicznej z Polski, 

Rumunii, Bułgarii, Niemiec, Hiszpanii, Estonii i Królestwa Niderlandów. 

"Narkotyki pod kontrolą - zwiększenie zdolności europejskich organów 

ścigania do walki z przestępczością narkotykową", “Drugs under control- 

enhancing European law enforcement capcity drug trafficking crime” 28-29-

09-2023. 

• wykład: BALTIC STATES MEETING (Spotkanie krajów bałtyckich Litwa, 

Łotwa, Estonia i Polska) „Nitrosamines and medical cannabis” Paweł 

Pawłowski, Anna Witkowska 26-27.11.2024, Urząd Rejestracji Produktów 

Leczniczych, Wyrobów Medycznych i Produktów Biobójczych.  

• główny wykonawca w projekcie IDAREMS - JPI-EC-AMR Call 2019 grant 

„Concomitant IDentification and Antibiotic REsistance profile of bacteria  

in one hour with an adaptive targeted single Mass Spectrometry analysis”, 

Polski tytuł NCN: ”Jednoczesna identyfikacja i profilowanie 

antybiotykooporności bakterii w ciągu 1 godziny z wykorzystaniem 

celowanej spektrometrii mas”,  2021-2025. 
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Wyjazdy naukowe: 
 

• Analytical Sciences Institute, Lyon, Francja – 4-16.12.2022 

Udział w projekcie IDAREMS - JPI-EC-AMR Call 2019 grant „Concomitant 

IDentification and Antibiotic REsistance profile of bacteria in one hour with  

an adaptive targeted single Mass Spectrometry analysis”; badania i szkolenie. 

 

• Swissmedic, Berno, Szwajcaria –6-7.11.2023 

Szkolenie EDQM dla członak grupy roboczej EDQM nitrosamine workgroup. 
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