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Uvod

Problematika sledovani koncentrace farmaceutickych
pripravkl ve slozkach zivotniho prostfedi je velmi rozsah-
1a. Zvlastni skupinou farmaceutik jsou latky pouzivané
v radiodiagnostice jako latky tzv. rentgenokontrastni, mezi
které patii 1 iopromid a iopamidol. Tyto latky jsou od roku
2010 Mezinarodni komisi pro ochranu Labe (MKOL),
zafazeny do Mezinarodniho programu méfeni Labe'. Je-
jich nélezy v povrchovych vodach jsou vyznamné a pro
posouzeni vlivu na Zivotni prostfedi je nutné kontaminaci
povrchovych vod monitorovat.

Iopromid a iopamidol jsou derivaty kyseliny trijodi-
softalové (obr. 1). Jde o slabé kyseliny (pKa iopromidu je
10,6 a iopamidolu 10,9)2, polarni a dobfe rozpustné ve
vode, ve slozkach zivotniho prostfedi jsou stabilni. Vzhle-
dem k uvedenym vlastnostem jsou obtizné délitelné pomo-
ci RP-HPLC a je tedy nutné je separovat, popt. i prekon-
centrovat na specidlnich sorbentech. Aplikacni list firmy
Agilent Technologies® doporuduje prekoncentraci analyti

Obr. 1. Iopromid (I) a iopamidol (II)
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Laboratorni pfistroje a postupy

z vodného prostiedi pomoci styren-divinylbenzenovych
SPE kolonek a stanoveni na analytické kolon¢ Pentafluor-
fenyl 3 um s MS/MS detekci. Limit detekce autoti uvadéji
okolo 50 ng 1",

Za zminku stoji i prace autorti Busettiho a spol.®, ktefi
publikovali tzv. metodu DI-LC-MS/MS (direct injection
liquid chromatography — tandem mass spectrometry) pro
stanoveni celkem osmi rentgenokontrastnich latek s pouZzi-
tim kolony Gemini C-18. Pro iopromiod a iopamidol do-
sahli v odpadnich vodach (s pouzitim piimého nasttiku
100 ul vzorku) limitu detekce cca 0,2 pg 1.

Jiné feSeni stanoveni navrhli Sacher a spol.’, ktefi
popsali metodu stanoveni Sesti rentgenokontrastnich latek
ve vodach metodou iontové chromatografie s detekci
ICP-MS s detek¢énim limitem kolem 0,2 pg I Skupino-
vou metodu stanoveni tzv. TAOI (Total adsorbable orga-
nic iodine) v odpadnich vodach z nemocni¢niho zatizeni
publikovali Fono a Sedlak®. Metoda je zaloZena na oxidaci
jodu pritomného ve sloucenindch peroxidem vodiku
v pritomnosti Cu(II).

Problematika analytické separace polarnich latek je
v celé fadé pripadi feSena postupy derivatizace, separace
na kolonach se zakotvenou polarni fazi (napi. HILIC),
popt. s pouzitim kolon s poréznim grafitickym uhlikem.
Vlastnosti analytickych kolon na bézi porézniho grafitic-
kého uhliku je mozné nalézt napf. v publikacich’®.

V této praci je prezentovana metoda zalozena na pii-
mém spojeni SPE (extrakce tuhou fazi) prekoncentrace
analyt s kapalinovym chromatografem s hmotnostni de-
tekei. K prekoncentraci a separaci bylo pouzito pravé ko-
lon na bazi porézniho grafitického uhliku s obchodnim
nazvem Hypercarb™. Metoda byla v pozadovaném rozsa-
hu vykonnostnich parametr validovéana a od konce roku
2011 je rutinné€ pouzivana v laboratotfich Povodi Ohfe, s.p.

Experimentalni ¢ast
Material a metody

Chemikalie

Methanol cCistoty hypergrade pro LC-MS, LiChrosolv
(Merck, CR), kyselina octova 98—100 % suprapur (Merck,
CR), voda ¢&istoty LC-MS ChromaSolv (Sigma-Aldrich,
(?R), Acetonitril Ultra Gradient HPLC Grade (J. T. Baker,
CR).
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Zasobni roztoky iopromidu a iopamidolu o koncentra-
ci 1 gI™" byly piipraveny z referen¢nich standardd, doda-
nych firmou Dr. Ehrenstorfer (Chromservis s.r.o., CR),
navazenim 0,0100 g a doplnénim do 10 ml odmérné banky
methanolem. Z takto ptipraveného roztoku byly fedénim
vodou pro LC-MS pfipravovany kalibracni roztoky.

Kolony

Pro on-line SPE prekoncentraci analytii byla pouzita
kolona Hypercarb (Pragolab, CR) délky 20 mm, praméru
3 mm a velikosti ¢astic 30 um. Analytickou kolonou byla
kolona Hypercarb (Pragolab, CR) délky 50 mm, s vnitinim
primérem 3 mm a velikosti ¢astic 7 um. Napln kolon tvo-
til porézni grafiticky uhlik.

Mobilni faze a gradient

Mobilni fazi A tvoril roztok kyseliny octové o kon-
centraci 0,1 % v 5% vodném roztoku acetonitrilu. Mobilni
faze B byla tvofena 0,1% roztokem kyseliny octové
v acetonitrilu. Program gradientu na prekoncentrac¢ni jed-
notce a na chromatografické casti je uveden
v nasledujicich tabulkach I a II.

Tabulka I
Program gradintli prekoncentra¢niho kroku a chromatogra-
fické separace

Mobilni
faze A [%]

Mobilni
faze B [%]

Cas Pratok
[min] [ml min™]

Prekoncentracni krok

0 2 95 5
2,5 1 0 100
7 1 0 100
8 2 95 5
10 2 95 5
Chromatograficka separace
0 95 5
1,5 95 5
6 0.3 0 100
8,5 0 100
10 95 5
Tabulka II
Parametry HESI
Parametr Jednotka Hodnota
Napéti iontového zdroje  V 3900
Teplota iontového zdroje °C 150
Ion sweep gas pressure relativni jednotky 0,5
Aux gas pressure relativni jednotky 15
Teplota kapilary °C 325
Sheat gas presure relativni jednotky 60

Laboratorni pfistroje a postupy

Instrumentace

Méteni byla provaddéna na piistroji HPLC-MS/MS
firmy (Thermo Fischer Scientific, USA), autosampler
HTS-PAL (CTCAnalytics, Svycarsko), HPLC ¢&erpadlo
pro on-line SPE Surveyor ctytkandlové pro gradientovou
eluci (Thermo Fischer Scientific, USA), vysokotlaké Cer-
padlo pro HPLC Accela také ¢tyfkanalové pro gradiento-
vou eluci (Thermo Fischer Scientific, USA), detektor troji-
ty kvadrupdl TSQ Quantum Ultra (Thermo Fischer Scien-
tific, USA).

Parametry méreni

V tab. II jsou uvedeny parametry nastaveni ionizacni
sondy HESI (Heated Electrospray Ionization) pfistroje
TSQ Quantum Ultra. Na obr. 2 je vyobrazen typicky chro-
matograficky zdznam méfeni obou latek (intenzita signalu
je uvedena v cps-counts per second).

Vysledky a diskuse
Testované vykonnostni parametry metody

V ramci valida¢ni studie bylo provedeno testovani
metody a urceny niZe uvedené vykonnostni parametry
metody (tab. IV).

—  Opakovatelnost na dvou koncentra¢nich urovnich

—  Mez detekce a mez stanovitelnosti — uréena z opako-
vatelnosti na dolni hranici kalibra¢niho rozsahu

— Rozsifend nejistota stanoveni — z opakovatelnosti,

roz§itena koeficientem 2
—  Vliv matrice vzorku — méfeni realnych vzorkt se zna-

mym pfidavkem analytu
—  Mezilaboratorni porovnavaci zkouska — porovnani

s nezavislou laboratofi
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Obr. 2. Chromatogram smési lopromidu a Iopamidolu o kon-
centraci 80 ng
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Tabulka IIT
MS/MS charakterizace sledovanych latek

Laboratorni pfistroje a postupy

Latka Uziti iontu Matetsky iont Produktovy iont Kolizni energie Polarizace zdroje
[m/z] [m/z] [V]
Iopromid kvalifika¢ni 777,4 386,7 40 +
Iopromid kvantifikaéni 777,4 558,6 23 +
Topamidol kvalifika¢ni 791,4 558.,6 29 +
Iopamidol kvantifika¢ni 791,4 572,6 25 +
Tabulka IV
Vybrané vykonnostni parametry metody
Analyt Koncentraéni  Prlimér namétfenych  Opakovatelnost Lp Lo Ly zpoméru  RozSifena
tiroven [ng 1] hodnot [ng '] (RSD) [%] [ng1"] [ngl']  S/N[ngl'l nejistota [%]
Iopromid 20 19,9 33 2 6,6 0,33 30
1000 858 2.5 - - - 10
Iopamidol 20 22,3 6,2 4,1 13,7 0,14 30
1000 974 2.1 - - - 10

Opakovatelnost, Lp a Ly

Za ucelem zjisténi opakovatelnosti metody bylo pro-
vedeno meéfeni na dvou koncentraénich tUrovnich 20
a 1000 ng I'. Zjisténé hodnoty jsou uvedeny v tab. V.
Limit detekce resp. stanovitelnosti (Lp resp. Lg) byl vy-
pocten jako troj- resp. desetindsobek smérodatné odchylky
opakovatelnosti na koncentraéni trovni 20 ng 1I"'. Pro srov-
nani je v tabulce uvedena i hodnota limitu stanovitelnosti,
ktery byl ziskdn jako koncentrace odpovidajici poméru
signal/sum S/N = 10.

Rozsifena nejistota, uvedena v tab. IV, byla vypocte-
na jako dvojnasobek opakovatelnosti, navyseny kvalifiko-
vanym odhadem. B&hem pouZzivani metody bude tento
odhad upraven podle ziskanych zkusSenosti — z regulac¢nich
diagrami a z vysledki mezilaboratornich porovnavacich
zkousek.

Z vysledkt je patrné, ze limit stanovitelnosti odhad-
nuty zpoméru signdl/Sum a z opakovatelnosti jsou data
nesrovnatelnd. L, vypolteny zpoméru signdl/Sum je

Tabulka V
Vliv matrice vzorku na vytéznost

v praxi neredlny. Diivodem nizké hodnoty tohoto parame-
tru je pravdépodobné vypocetni algoritmus, ktery ovladaci
software piistroje pouziva. Proto byl pro ucely pozadavku
systému jakosti pouzit limit stanovitelnosti uréeny
z opakovatelnosti na koncentraéni tirovni 20 ng I"".

Viliv matrice vzorku

Vliv matrice byl studovén pfidavkem znamého mnoz-
stvi analytu k redlnym matricim. Byla testovana primyslo-
va odpadni voda, voda z povrchového zdroje pitné vody
a voda cistoty pro LC-MS. Vzorek byl pfed métfenim fil-
trovan ptes stiikackovy filtr zregenerované celulosy
o pruméru 30 mm a velikosti pért 0,45 um. V nasledujici
tab. V jsou uvedeny stiedni relativni vytéznosti pro jednot-
livé matrice.

Z vysledku je patrné, ze vliv matrice vzorku je vy-
znamny a v piipad¢ analyz odpadnich vod je nutné k nému
prihlizet.

Matrice Analyt Koncentrace Pocet méfeni Opakovatelnost [%] Vytéznost [%]
pfidavku [ng l’l]
Voda pro LC-MS/ iopromid 10 33 99,4
MS . . 20
iopamidol 9 6,2 111,5
Povrchova voda iopromid 10 10 8,7 92,9
iopamidol 10 8,9 87,7
Primyslova iopromid 10 13,5 70,8
odpadni voda ; ; 100
iopamidol 10 7,7 74,9
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Laboratorni pfistroje a postupy

Tabulka VI
Vysledky mezilaboratorni porovnavaci zkousky
Vzorek Analyt Calngl']® Uy [ng 1" Cplngl']® Ug [ng I'']° E,-skore
1 iopromid 160 48 150 45 0,15
iopamidol 190 57 190 57 0
2 iopromid 150 45 150 45 0
iopamidol 190 57 170 51 0,26
3 iopromid <50 - <20 - -
iopamidol <50 - <20 - -

" Ca) je vysledek méfeni laboratofe A resp. B, b Ua, je rozsifena nejistota laboratoie A resp. B

Mezilaboratorni porovnani (MP)

Norma CSN EN ISO/IEC 17043 (cit.”) ptipousti tzv.
bilateralni zkouSeni zpusobilosti a Narodni akredita¢ni
organ CIA tento proces také uznava a specifikuje ve svém
metodickém listu'® MPA 30-03-12. V ramci tohoto MP
byly pfipraveny dva vzorky s pfidavkem analytd
o vysledné koncentraci 200 ng ™. K piipravé vzorku 1
byla pouzita povrchova voda a k pfipravé vzorku 2 to byla
voda cistoty pro LC-MS/MS. Pro kontrolu byla ovéfena
koncentrace analytd v povrchové vodé bez piidavku —
vzorek 3.

Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci En-skore’
a jako referencni byla zvolena laboratof A, kterd ma meto-
du stanoveni iopromidu a iopamidolu jiz akreditovanou.
Vysledky jsou shrnuty v nasledujici tab. VI.

Z vysledi MP vyplyva, Ze nase laboratoft, tedy labora-
tof B, poskytuje srovnatelné vysledky s referenc-
ni laboratofi A.
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