Chem. Listy 772, 329-332 (2018)

STANOVENI IBUPROFENU
A DIKLOFENAKU V POVRCHOVYCH
VODACH METODOU LC-MS-MS

MILADA VAVROVA®?, PAVLINA LANDOVA™®,
TEREZA SVESTKOVA™” a JITKA BURESOVA™®

“ Ustav chemie a technologie ochrany Zivotniho prostiedi,
Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické v Brné, Purky-
fiova 118, 612 00 Brno, * Centrum AdMaS, Fakulta staveb-
ni, Vysoké uceni technické v Brné, Purkynova 139, 612 00
Brno, ¢ Povodi Moravy, s.p., Vodohospoddiské laboratore,
oddeéleni specidalni organické analyzy, Dievarska 11,

602 00 Brno

vavrova@jfch.vutbr.cz

Doslo 31.8.17, ptijato 1.12.17.

Klicova slova: diklofenak, ibuprofen, extrakce pevnou
fazi, LC-MS-MS, povrchova voda

Uvod

Spoleéné se zvySujicim se mnozstvim celosvétove
vyrobenych a spotiebovanych 1é¢iv narGsta i jejich kon-
centrace ve slozkach Zivotniho prostiedi'. Casto jsou dete-
govana v pud&’, nejvice viak zat&zuji vodni prostiedi, do
kterého se dostdvaji zejména prostiednictvim vycisténé
vody z Cistiren odpadnich vod. Divodem je jejich nedosta-
te¢né odbouravani béhem ¢istirenskych procest’. Vétsina
1é¢iv je ze splaskové vody odstranéna pouze z 60 az 90 %
(cit.h.

Tato studie je zaméfena na stanoveni diklofenaku
a ibuprofenu v povrchovych vodéach. Diklofenak a ibupro-

(NSAID — non-steroidal anti-inflamantory drugs), kterd
tvoii podskupinu analgetik. NSAID jsou vesmés pouziva-
ny ke zmirnéni bolesti se zénétlivou slozkou nebo i bez
ni®. Lé&iva s obsahem uginnych latek diklofenak a ibupro-
fen jsou volné dostupné bez lékarského predpisu, coZ pfi-
spiva k jejich masové spotieb€. V roce 2013 byl ibuprofen
svice nez 8 miliony baleni nejprodavanéj$im léCivem
v CR®. Spotieba diklofenaku je v porovnani s ibuprofenem
fadove nizsi, jednd se vSak o latku velmi perzistentni,
odolnou vi¢i mikrobidlnimu rozkladu. Diklofenak byl
smérnici 2013/39/EU (cit.®) zafazen na seznam latek, které
je zapotiebi ve vodnim prostiedi sledovat.

Protoze 1é¢iva vyznamné prispivaji ke zvySovani kva-
lity zivota lidi, nelze ptedpokladat regulaci jejich vyroby.
Pro omezeni jejich vyskytu v zivotnim prostfedi je proto
nezbytné je efektivnéji z odpadnich vod odstrafiovat. S tim
vsak souCasné vzrasta potfeba dalsich analyz, kterymi by
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Laboratorni pfistroje a postupy

bylo mozno s dostate¢nou presnosti tyto latky ve slozkach
zivotniho prostfedi stanovit.

V poslednich nékolika letech bylo popsano a nasledné
optimalizovano  §iroké spektrum metod vhodnych
pro stanoveni 1é¢iv ve vodnim prostfedi. VéEtSina stanoveni
NSAID je zaloZena na kombinaci plynové’ nebo kapalino-
vé® chromatografie s riznym typem detekce. Pro stanoveni
je mozné vyuzit i kapilarni zonovou elektroforézu’. Jako
predb&zna separacni a prekoncentracni metoda je pied
vlastni finalni analyzou pfevazné pouzivana extrakce tu-
hou fazi (SPE). B&hem tohoto kroku je vzorek nejen za-
koncentrovén, ale také Gastedné pie¢istén'’.

Pro stanoveni vySe uvedenych analyti byla v této
praci pouzita metoda zalozena na kapalinové chromatogra-
fii ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-
MS-MS). K prekoncentraci analytii byla vyuzita extrakce
tuhou fazi na kolonkach Spe-ed C18 od vyrobce Applied
Separations. Prezentovana metoda byla validovana a je
akreditovana Ceskym institutem pro akreditaci (CIA).
Jedna se o akreditaci pro zkusebni laboratote, provadénou
vsouladu snormou CSN EN ISO/IEC 17 025:2005
(cit.""). Od roku 2012 je rutinn& pouzivana v laboratofi
Povodi Moravy, s.p.

Experimentalni ¢ast
Pouzivané pfistroje a zatizeni

Extrakce pevnou fazi byla provadéna pomoci vakuo-
vého filtraéniho zafizeni Manifold s piisluSenstvim
(Sigma-Aldrich, Némecko) na kolonkach Spe-ed, Octa-
decyl CI18/18 %, 500 mg/3 ml (Applied Separations,
USA). VSechny analyzy byly provadény na kapalinovém
chromatografu HP 1200 (Agilent Technologies, USA)
s hmotnostnim detektorem Triple Quad 6210 (Agilent
Technologies, USA).
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Obr. 1. Strukturni vzorce diklofenaku (I) a ibuprofenu (II)®
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Chemikalie a standardni roztoky

Acetonitril Cistoty Chromasolv pro LC-MS (Sigma-
Aldrich, Némecko), aceton p.a. (Merck, Némecko), metha-
nol Cistoty Chromasolv pro LC-MS (Sigma-Aldrich, N¢-
mecko), kyselina chlorovodikova, p.a., 37 % (Riedel de
Haén, Némecko), octova kyselina Cistoty pro LC-MS
(Sigma-Aldrich, Némecko).

Standardni roztoky byly zakoupeny prostiednictvim
firmy Sigma-Aldrich, Némecko: diclofenac sodium
aibuprofen — roztoky o koncentraci 100 pgml™
v methanolu (Neochema, Némecko), vnitini standardy:
diclofenac D4 o koncentraci 100 pg ml™ v methanolu
(Neochema, Némecko), ibuprofen D3 o koncentraci
10 pg mI™" v methanolu (Neochema, Némecko).

Pracovni postupy

Priprava roztokii

Ze standardnich roztokd diklofenaku a ibuprofenu
byly nafedény smésné zasobni roztoky o koncentraci 10
a1 ug ml™' obou latek v methanolu. Z vnittnich standardi
diklofenaku D4 a ibuprofenu D3 byl nafedén smésny za-
sobni roztok o koncentraci 2,5 ugml! obou latek
v methanolu. Uvedené roztoky byly pouZzity k sestrojeni
11 bodové kalibraéni kiivky v rozsahu 0,75 az 375 ng ml™"
obou latek, coz odpovida koncentraci analyti ve vzorku
vrozmezi 3 az 1500 ng 1. Do kalibraénich roztoki byl
davkovan pridavek 10 pl smé&sného roztoku vnitinich stan-
dardi. Koncentrace kalibra¢nich standardnich roztoka
byly zvoleny tak, aby jejich odezvy odpovidaly Sirokému
koncentracnimu rozpéti vyskytujicimu se v realnych vzor-
cich povrchovych vod.

Priprava redlnych vzorkii

Reélné vzorky povrchovych vod byly odebirany do
umytych a vyzihanych vzorkovnic z tmavého skla se za-
brusem a plnou zatkou tak, aby neobsahovaly bublinu. Do
doby zahajeni analyzy byly uchovavany v chladnicce.
K analyze bylo pouzito 250 ml vzorku, zfiltrovaného ptes
filtr ze skelnych mikrovladken (Z4, pramér port 4,5 um,
Filpap, CR); vzorek vody byl okyselen HCl na pH 2

Laboratorni pfistroje a postupy

a obohacen 10 pl smésného zasobniho roztoku vnittnich
standardl. Potom byl vzorek aplikovan na SPE kolonku se
sorbentem aktivovanym postupné 1 ml acetonu, 1 ml me-
thanolu a 3 ml okyselené deionizované vody o pH 2.
Po prittoku 250 ml vzorku rychlosti cca 5mlmin"' byl
sorbent kratce vysuSen prosavanim vzduchu pfes kolonku.
Jako eluéni cinidlo byl pouzit methanol (1 ml); eluat byl
jimén ptimo do vialky.

Chromatograficka analyza

Pro identifikaci a kvantifikaci analytii byla zvolena
kapalinovd chromatografie shmotnostnim detektorem.
Pro separaci byla pouzita kolona Zorbax SB-C18 (75 mm
x 46 mm x 3,5 pum, Agilent Technologies, USA)
s pfedkolonou Zorbax SB-C18 (12,5mm X 4,6 mm X
5 um, Agilent Technologies, USA). Mobilni fazi A tvotila
0,04% octova kyselina v deionizované vodé, mobilni fazi
B acetonitril. Gradientovy program: 0 min: 25 % B, 2 min:
25 % B, 20 min: 65 % B, 25 min: 65 % B. Pritok mobilni
faze byl nastaven na 0,5 ml min"'. Analyty byly kvantifi-
kovany za nasledujicich podminek: rezim MRM, negativni
ionizace elektrosprejem, teplota susiciho plynu (dusik 4.0)
300 °C, priitok susiciho plynu 9 1 min', nebulizer 40 psi,
napéti na kapilare 4000 V (tabulka I).

Vysledky a diskuse
Validace metody

Validace metody je pfi provadéni chemickych analyz
dilezitym pozadavkem slouzicim k ovéfeni vhodnosti
metody pro dany ucel. Testovany byly nasledujici parame-
try metody:

— opakovatelnost,

—  vytézZnost,

— mez detekce a mez stanovitelnosti,
—  nejistota stanoveni.

Soucasti validace byla i Gi¢ast na mezilaboratorni po-
rovnavaci zkousce.

Tabulka I

MS/MS charakterizace sledovanych 1é¢iv

Analyt RT? Mateisky iont Produktovy iont FR® CE°
[min] [m/z] [m/z] [V] [V]

Diklofenak D4 19,4 298,0 254,1 80 5

Diklofenak 19,5 294,0 250,2 80 5

Ibuprofen D3 20,1 208,2 164,2 70 0

Ibuprofen 20,1 205,0 161,2 60 0

“RT — retenéni ¢as, ° FR — frekvenéni napéti, © CE — kolizni energie
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Opakovatelnost

Opakovatelnost byla ovéfena pro tfi koncentracni
urovné obohacené deionizované vody a jeden realny vzo-
rek, ktery byl méfen bez piidavku i s pridavkem 100 ng 1”!
standardu analyti. Opakovatelnost byla hodnocena jako
relativni smérodatna odchylka ze Sesti stanoveni. Pro kaz-
dou sadu vzorki je v tab. IT uvedena i vypoctena vytéznost
a primér naméfenych hodnot.

Mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ) byly
vypoéteny podle definice TUPAC".

Rozsirend nejistota

Nejistota stanoveni byla uréena z dat naméfenych pro
regulacni diagram kontrolniho roztoku o koncentraci
100 ng I, Byla vypoltena jako dvojnasobek relativni
smérodatné odchylky deseti méfeni. Vysledky jsou uvede-
ny v tab. III. Pro rutinni pouziti byla nejistota obou analytd
navySena na 20 %.

Mezilaboratorni porovnavaci zkouska

Jednim ze zplsobu, jak je mozno prokazat odbornou
zpusobilost akreditované laboratofre, je ucast
v mezilaboratornim porovnani. Z tohoto diivodu nase labo-
ratof uspofddala mezilaboratorni porovnani, kterého se
zucCastnily dalsi tfi laboratofe. Byly pfipraveny dvé sady
vzorkil. Prvni vzorek obsahoval analyty namichané
v methanolu, ve druhém vzorku byl pouze methanol pouzi-
ty k fedéni. Spole¢né s instrukcemi pro nafedéni do vodné
matrice, byly oba vzorky rozeslany ostatnim laboratofim.

Laboratorni pfistroje a postupy

torniho porovnani neztcastnila. Vysledky nasi laboratote
jsou shrnuty v tab. IV. Z vysledkl vyplyva, ze naSe labora-
tot poskytuje vyhovujici vysledky.

Ovéfeni stalosti vzorku

Ne vzdy je mozno ptipravu vzorkd pro analyzu zaha-
jit ihned po dodani vzorku do laboratote. Z tohoto divodu
byla ovéfena stalost analytil v redlném vzorku povrchové
vody. Pro ovéfeni bylo odebrano vétsi mnozstvi jednoho
vzorku povrchové vody, ktera byla v laboratofi rozdélena
na Sest vzorkl o objemu 250 ml. Jeden vzorek byl extraho-
van ihned, zbylé vzorky byly skladovany v chladni¢ce

Tabulka IIT
Rozsitend nejistota, LOD a LOQ stanoveni diklofenaku
a ibuprofenu metodou LC-MS-MS

Analyt LOD LOQ Rozsitena

[ng 1] [ng1] nejistota [%]
Diklofenak 0,4 1,3 18,4
Ibuprofen 0,5 1,6 10,4
Tabulka IV

Vysledky stanoveni diklofenaku a ibuprofenu metodou
LC-MS-MS v nasi laboratoii a v mezilaboratornim porov-
nani

Koncentrace ve vzorku pfi doporu¢eném nafedéni odpovi- Analyt Vztazna Naméieny 7Z-skore
dala 200 ng "' diklofenaku a 350 ng I"' ibuprofenu. hodnota vysledek
Pfedem bylo urceno, Ze jako vztazna hodnota bude [ng1'] (g 1]

pouzita koncentrace namichaného standardu. UspéSnost ' g g

laboratofi byla hodnocena pomoci Z-skére'*. Vyhodnoceni Diklofenak 200 174 —L.41

bylo provedeno nezavislou laboratoii, kterd se mezilabora- Ibuprofen 350 328 -0,36

Tabulka II

Opakovatelnost a vytéZnost metody stanoveni diklofenaku a ibuprofenu metodou LC-MS-MS

Analyt Koncentraéni troven Pocet Primér naméfenych ~ Opakovatelnost RSD Vytéznost [%]
[ng " méfeni hodnot [ng '] [%]

Diklofenak 5 6 5,9 2,2 117,3
100 6 105 1,1 105,3
1500 6 1413 1,7 94,2
realny vzorek 6 17,4 1,6 -
realny vzorek 6 130 0,8 115,8
obohaceny 100 ng 1!

Ibuprofen 5 6 5,6 2,9 112,5
100 6 97 4,9 97,4
1500 6 1469 2,2 98,0
realny vzorek 6 5,1 1,9 -
realny vzorek 6 102 6,3 105,2

obohaceny 100 ng 1!

331



Chem. Listy 772, 329-332 (2018)

Tabulka V
Ovéfeni stalosti analytil v realném vzorku povrchové vody

Laboratorni pfistroje a postupy

Parametr Naméfena koncentrace [ng '] RSD RSD
(1.-21. den) (1.-33. den)
Den extrakce 1 5 9 14 21 33 [%] [%]
Diklofenak 94,7 101,2 99,9 97,0 100,4 97,7 2,5 2,3
Ibuprofen 63,1 66,7 70,0 65,8 62,6 46,1 4,1 12,3

a extrahovany s pfedem ur¢enym zpozdénim.

Z vysledkt uvedenych v tab. V je ziejmé, ze koncen-
trace diklofenaku byla vredlném vzorku konstantni po
celou dobu experimentu. Koncentrace ibuprofenu byla stala
po dobu 21 dnti, v poslednim vzorku vyznamné poklesla.

Pfi rutinni praci byly vzorky lé¢iv extrahovany maxi-
malné€ do jednoho tydne od odbéru.

Zavér

V této studii jsou prezentovany vysledky ziskané pfi
ovéteni metody pro stanoveni diklofenaku a ibuprofenu
v povrchovych vodach. Pracovni rozsah vypracované me-
tody je 5az 1500 ng I, Mez detekce obou analytii byla
stanovena na 5 ng I''. Rozsifend nejistota byla na zékladé
regulacnich diagramt odhadnuta na 20 %. Béhem sledova-
ni stalosti analyzovanych vzorkii byla koncentrace obou
analytd ve vzorku stala po dobu 21 dnti. NavrZzena metoda
neni nro¢nd na piipravu vzorkil a umoziuje doplnit sledo-
vané latky o dalsi analyty, které jsou za danych podminek
separovany a ionizuji se pii daném slozeni mobilni faze.

Ve srovnani s dosud publikovanymi metodikami sta-
noveni ibuprofenu a diklofenaku v povrchovych vo-
dach"!'*'>1¢ dosahuje piedlozena metoda obdobnych limiti
detekce a opakovatelnosti. Nicméné je dilezité zduraznit
to, Ze stanoveni valida¢nich parametrii neni vzdy provadé-
no stejnym zplisobem, a proto je velice obtizné tato data
mezi sebou srovnavat. A kromé toho také v mnohych
ostatnich pracich nejsou vSechny valida¢ni parametry uva-
dény. Hlavnim rozdilem (od doposud publikovanych pra-
ci) a vyhodou celé prezentované metodiky vSak je, Zze po
SPE extrakci jsou analyty eluovany pouze do malého obje-
mu rozpoustédla a neni tak nutné zatazovat dalsi krok
v podobé odpafovani prebytku rozpoustédla proudem dusi-
ku. Dochazi tak k Gsporam rozpoustédel, dusiku, casu
ataké k vylouceni moznych dalSich chyb zpisobenych
manipulaci se vzorkem.

Prace byla podporena interni grantovou agenturou
VUT, ¢. projektu je FCH-S-18-5331.
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M. Viavrova®, P. Landova®, T. Svestkova®
and J. Bure$ova™ (“Brno University of Technology,
Brno, " Morava River Basin, Department of Water Labor-
atories, Brno): Determination of Ibuprofen and Diclo-
fenac in Surface Waters by LC-MS-MS

A method to determine Ibuprofen and Diclofenac in
surface water was developed. Drugs were extracted from
water by solid phase extraction (SPE). The identification
and quantification of analytes were carried out by liquid
chromatography with a tandem mass spectrometer (LC-
MS-MS). The proposed method has been validated. Vali-
dation characteristics such as repeatability, recoveries,
limit of detection, limit of determination and expanded
uncertainty are given.

Keywords: diclofenac, ibuprofen, solid phase extraction,
LC-MS-MS, surface water



