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HPLC/MS/MS in der Wasseranalytik

lodierte Rontgenkontrastmittel in

Oberflachen-, Grund-

und Trinkwasser

Wolfram Seitz, Walter H. Weber, Dirk Flottmann, Wolfgang Schulz

Fur den Zweckverband Landeswasserversorgung (LW)

ist es von groBer Bedeutung, die Kontamination der

zur Trinkwassergewinnung genutzten Rohwasser mit
potentiellen Verunreinigungen und deren Verhalten

bei der Wasseraufbereitung zu kennen. Deshalb wurde

im Betriebs- und Forschungslaboratorium der LW ein
Analysenverfahren zur Bestimmung von iodierten
Rontgenkontrastmitteln (RKM) entwickelt. Mit Hilfe dieses
Verfahrens, basierend auf Festphasen-Extraktion als Anrei-
cherungsschritt und HPLC-Tandem-Massenspektrometrie
mittels lonenfallentechnologie, wurde die Belastung der
Donau unterhalb Ulms hinsichtlich RKM untersucht. Das
aufgenommene Profil machte das Auftreten von Konzent-
rationsschwankungen deutlich sichtbar.

Einleitung

Seit Anfang der 90er Jahre des vergangenen Jahr-
hunderts riicken Arzneimittel hinsichtlich ihres Vor-
kommens im Wasserkreislauf immer mehr in den
Blickpunkt. Es zeigte sich, dass vorhandene Abwasser-
reinigungstechniken nicht fiir eine vollstindige Entfer-
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nung aller eingesetzten Substanzen ausreichen. Dies
fithrt zum Eintrag von Arzneimitteln in Oberflichen-
gewasser und zur Verunreinigung von beeinflussten
Grundwiéssern. Besonders persistente Verbindungen,
wie zum Beispiel iodierte Rontgenkontrastmittel
lassen sich bei der Wasseraufbereitung nicht oder
nur unvollstdndig entfernen und wurden bereits im
Trinkwasser nachgewiesen [1, 2]. Die im Trinkwas-
ser gemessenen Konzentrationen sind nach heutigen
Kenntnissen fiir eine akute Wirkung am Menschen
zu niedrig. Die Auswirkungen einer Dauerbelastung
durch die Aufnahme tber das Trinkwasser sind jedoch
ungeklart. Aus Griinden der Vorsorge wird folglich
eine Minimierung des Eintrags von Arzneimittelriick-
standen in die Umwelt und damit auch potenziell in
das Trinkwasser angestrebt.

Fir die Entwicklung und Optimierung geeig-
neter Wasseraufbereitungstechniken ist eine
detaillierte Untersuchung des Verhaltens von Arz-
neimittelrickstdinden notwendig und macht eine
sichere Einzelstoffanalytik erforderlich. Der Einsatz
der Gaschromatographie in der Ultraspurenanalytik
ist seit vielen Jahren bewdahrt, gelingt jedoch im Falle
der RKM aufgrund deren hoher Polaritdt nicht. Aus
gleichem Grund ist auch ihre analytische Erfassung
mittels HPLC/MS-Multiverfahren zur Bestimmung
von Arzneimitteln nicht méglich [3]. Deshalb werden
spezielle Methoden auf Basis der hochempfindlichen
und hochselektiven Kopplung von Hochleistungsfliis-
sigkeitschromatographie (HPLC) und Massenspektro-
metrie (MS) eingesetzt.

Rontgenkontrastmittel

lodierte Rontgenkontrastmittel werden in der radiolo-
gischen Diagnostik zur gezielten Darstellung von Ge-
faBen und Organen eingesetzt und in Kliniken sowie
von niedergelassenen Arzten zu ungefihr gleichen
Anteilen verabreicht. Eine Einzeldosis betrdgt hierbei
ungefdhr 100 Gramm Kontrastmittel, das in Form
hochkonzentrierter wassriger Losungen appliziert
wird [4]. Die jahrlichen Verbrauchsmengen liegen
allein in Deutschland bei ungefdhr 500 Tonnen [5].
Die Grundstruktur aller RKM ist die ionische Substanz
Amidotrizoesdure (Abbildung 1).

lodierte Rontgenkontrastmittel sind nach Sacher et
al. aufgrund ihrer hohen Persistenz wasserwerks- und
zudem trinkwasserrelevant, wobei Letzteres durch
ihre unvollstandige Adsorbierbarkeit an Aktivkohle
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verursacht wird [6]. RKM gelangen einerseits iiber

das Krankenhausabwasser konzentriert und anderer-

seits durch den Einsatz in Facharztpraxen diffus in die
Umwelt |7, 8]. Uber die Kliranlagen oder vereinzelt
auch Leckagen in Abwasserleitungen kontaminieren
Arzneimittelriickstdnde die aquatische Umwelt.

Die Konzentrationen an RKM betragen in Kldranla-

gen einige Mikrogramm je Liter [9, 10]. Die Belastung
des Oberflichenwassers ist stark vom Abwasseranteil
abhéngig und betrdgt einige Hundert Nanogramm je
Liter [1, 2, 11]. Das Vorkommen im Grundwasser

wurde von Sacher et al. im Rahmen eines Monitoring-

Programms in Baden-Wiirttemberg untersucht, wobei

im exponierten Grundwasser von dem Rontgenkont-

rastmittel Amidotrizoesdure bis zu 1100 Nanogramm
je Liter nachgewiesen wurden [12]. Baus konnte RKM

mit Konzentrationen bis zu einigen Hundert Nano-

gramm je Liter im Trinkwasser bestimmen [1]. Trotz
mehrstufiger Wasseraufbereitungsverfahren kénnen
Rontgenkontrastmittel ins Trinkwasser gelangen [2].

Analytik iodierter Rontgenkontrastmittel

Um Spurenbestandteile einer Probe der Analytik
zuganglich zu machen, ist eine Anreicherung haufig
unumgdnglich. Die Festphasen-Extraktion (SPE) hat

sich in den letzten Jahren gegeniiber der Fliissig-flis-
sig-Extraktion (LLE) etabliert. Vorteile der Festphasen-

Extraktion sind der geringe Losemittelverbrauch, die
Maoglichkeit zur Zeitersparnis durch Automatisierung
und die spezifische Anreicherung von Analyten. Da

die Festphasen-Extraktion auf dem Prinzip der Chro-

matographie basiert, lassen sich fiir die Anreicherung
der Analyten chromatographische Bedingungen opti-
mieren, die zu verbesserten und spezifischeren Ex-
traktionstechniken fiihren.

Die Festphasen-Extraktion bietet durch unter-
schiedliche Sorbentien die Moglichkeit auf unpolare,
polare und ionische Wechselwirkungen zuriickzugrei-
fen, wohingegen die Fliissig-fliissig-Extraktion nur auf
Verteilungsgleichgewichten basiert.

Durch die Konditionierung des Sorbens wird eine
reproduzierbare Wechselwirkung zwischen Analyt und
fester Phase gewahrleistet. Die Konditionierung stellt
eine Benetzung des Sorbens mit Losemittel dar und
ermoglicht dadurch die Adsorption des Analyten. Ein
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Abbildung 2:
Schematische
Darstellung von
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polaren Losemitteln konditioniert, polare Sorbentien  Series LC/MSD
mit unpolaren Losemitteln. Die Konditionierung wird — Trap SL).
S tickstoll zur — HPLC-Fluss
Vamebealung
| —
Transfer-Kapillare
| Oktopal Dusterkiton
Hochwak lenenfalle
lonenquelle (Elektrospray) [T
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Abbildung 3:
HPLC-Chroma-
togramm zur
Trennung von
Réntgenkontrast-
mitteln
(Probenaufgabe:
2 ng absolut) im
MS/MS-Modus.

immer mit dem Losemittel abgeschlossen, in dem der
Analyt gelost ist (reine Matrix).

Die Kopplung der Hochleistungsfliissigkeitschromatogra-
phie mit der Massenspektrometrie (HPLC/MS) wird fiir
die Routinespurenanalytik im Bereich polarer organischer
Substanzen erst seit wenigen Jahren eingesetzt. Die Ana-
lytik mittels GC/MS ist im Gegensatz zur HPLC/MS seit
langerem etabliert, jedoch in ihrem Einsatzgebiet limi-
tiert. Mit Hilfe der Gaschromatographie lassen sich ledig-
lich unpolare, unzersetzt verdampfbare beziehungsweise
derivatisierte polare Substanzen analysieren.

Eine elementare Komponente eines HPLC/MS-Sys-
tems ist das so genannte Interface, das die Verbindung
zwischen fliissiger Phase und dem Hochvakuum des
massenselektiven Detektors herstellt. Je nach den
chemischen Eigenschaften der Analyten kann eine
geeignete Ionenquelle eingesetzt werden. Fiir pola-
re Analyte ist das Elektrospray, fiir weniger polare
Analyte das APCI (Atmospheric Pressure Chemical lo-
nization) geeignet. Die Ionisation findet jeweils bei At-
mosphdrendruck in der Sprithkammer statt, iiber eine
beheizte Kapillare, Skimmer und Octopole werden die
gebildeten lonen in das Hochvakuum des Massense-
lektiven Detektors iiberfiihrt (Abbildung 2).

Weitverbreitete massenselektive Detektoren sind
Triple-Quadrupol-Geridte, die die Aufnahme von
zweistufigen Massenspektren (MS/MS) ermdglichen.
Hierbei werden generell zundchst Quasimolekiilionen
oder sonstige Vorlduferionen isoliert, um nach deren
stoBinduzierter Fragmentierung die gebildeten Toch-
terionen analysieren zu konnen.

I:"p'"l“ pro Sekunde 0 Amidolrizoesdure
DD =
Amidatrizoasiura C %1
lB.0n0 — lopramid _-—1_5.
14.000 — foparnidal :—1-0
1 | tonexsl L
b 000 | | | tomeprol —os
| |
u I'l' L B e T H T." T rfl.".l1.!_|_"1 T T ™ T :l_un
o 5 10 15 20 25 a0 38 Zeil fmin] |
Retentionszeit Vorlauferionen Tochterionen
Substanz .
(min) (m/z) (m/z)
lopamidol 11,6 778,1 558,9; 632, 1
lohexol 14,3: 16,4 822,1 529,0; 656,9
lomeprol  18,2; 19,0 778,1 559,0; 632,0; 686,9
Diatrizoate 24,5 361,1 233,0
lopromide  31,9; 33,2 792,1 559,1: 573,1; 646,2
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Bisher wurde zur Bestimmung von iodierten Ront-
genkontrastmitteln die Kopplung von HPLC {iber ein
Elektrospray-Interface mit einem Triple-Quadrupol-
Massenspektrometer beschrieben [4, 13, 14].

Der vorliegende Artikel stellt erstmals den Einsatz
einer Ionenfalle als massenselektiven Detektor in der
RKM-Analytik vor. Der Vorteil besteht gegeniiber
Triple-Quadrupol-Geréten in der Moglichkeit neben
zweistufigen (MS/MS) auch mehrstufige (MSn) Mas-
senspektren aufzuzeichnen. Im Vergleich zu Quadru-
polgerdten ermdglichen Ionenfallen die empfindliche
Detektion voller Massenspektren, wobei wertvolle
Strukturinformationen erhalten werden konnen. Or-
ganische Spurensubstanzen kénnen hierdurch mit
erhohter Selektivitidt nachgewiesen werden. Die Auf-
nahme mehrstufiger Massenspektren 1asst sich zudem
in der Strukturaufkldrung einsetzen.

Zundchst war es notwendig, die Parameter zur massen-
spektrometrischen Detektion durch direkte Injektion
von Referenzlgsungen zu ermitteln. Hierbei wurden
nach Identifikation der Vorlduferionen im einfachen
Massenspektrum die entsprechenden Tochterionen
(Fragmente) im zweistufigen Massenspektrum be-
stimmt (Abbildung 3).

Im Folgenden wurde zur Erhdhung der Selektivitat
die chromatographische Trennung der RKM optimiert.
Dies konnte durch den Einsatz einer octadecylmodi-
fizierten Umkehrphase (C18) und Wasser-Acetonitril
(pH-Wert ~ 2,5) als Elutionsmittelgemisch erreicht
werden (Tabelle 1). Die Detektion jedes einzelnen
RKM wird somit unter spezifischen Bedingungen
gewahrleistet. Hierdurch ldsst sich der Einfluss von
Matrixkomponenten, die bei der Untersuchung von
Extrakten aus Umweltkompartimenten zu deutlichen
Signalunterdriickungen bei der Elektrospray-lonisati-
on fiihren konnen, reduzieren. Die carboxylgruppen-
haltige Amidotrizoesdure konnte durch Zusatz von
Ameisensdure (pH-Wert ~ 2,5 ) vom koeluierenden
lomeprol getrennt werden und eluiert nun zwischen
lomeprol und lopromid (Abbildung 3). Stereoisomere
der nicht-ionischen Rontgenkontrastmittel werden
teilweise chromatographisch getrennt, was zur Bil-
dung von Doppelpeaks fiihrt [4, 14].

Weitere getestete chromatographische Sdulen er-
wiesen sich unter den gewdhlten Bedingungen fir
eine vollstindige Basislinientrennung als unzurei-
chend.

Zur Probenvorbereitung wurde ein Festphasenma-
terial auf hydroxylierter Polystyrol-Basis gewahit, das
sehr gut zur Extraktion von polaren Substanzen ge-
eignet ist. Haufig eingesetzte Festphasenmaterialien,
wie beispielsweise C18-modifizierte Kieselgele sind
zur Extraktion von sehr polaren Substanzen wie den
RKM weniger gut geeignet [14].

Nach Optimierung des Extraktionsschrittes konn-
ten zufrieden stellende Wiederfindungsraten tiber das



Tabelle 1: Chro-

Trennsaule Phenomenex Luna RP-18 (2), 250 x 4,6 mm, 5 um matographische
Eluent A Reinstwasser, 1.0 mL/L Acetonitril, 5 mL/L Ameisensaure, Daten.
1 mL/L Ammoniumformiat (5 mol/L)
Eluent B Acetonitril
Flussrate 0,40 mL/min
Saulentemperatur 30,0 °C
Injektionsvolumen 2 —40 pL
Gradient Zeit (min) Eluent B
0 5%
16 5 %
30 15 %
35 15 %

Gesamtverfahren von 50 bis 90 % erreicht werden. Le-

diglich lopamidol wird nicht vollstdndig vom Sorbens
zuriickgehalten. Der Zusatz von 5 g/L Natriumchlorid

erwies sich als optimal, um die erzielten Wiederfin-

dungsraten um etwa 10 bis 15 % zu erhohen. Ein

hoher Anreicherungsfaktor mit geringem Substanz-

durchbruch wurde bei einem Extraktionsvolumen von

750 mL erhalten (Tabelle 2). Unter Einsatz der Fest-

phasen-Extraktion konnen tber das Gesamtverfahren

Bestimmungsgrenzen nach DIN 32645 kleiner als 10

ng/L angegeben werden [15].
Untersuchungsergebnisse

Die Landeswasserversorgung gewinnt zur Versorgung von

mehr als 3 Millionen Menschen im Raum Stuttgart, Ost-
wirttemberg und Teilen der Schwébischen Alb Trinkwas-

ser aus Grund- und Oberflichenwasser. Das geférderte
Grundwasser bedarf auler einer Transportdesinfektion

mittels Chlordioxid in der Regel keiner weiteren Behand-
lung. Zusétzlich zum Grundwasser wird Oberflichenwas-

ser direkt aus der Donau bei Leipheim entnommen. Das

Rohwasserpumpwerk befindet sich etwa 13 km strom-

abwirts der GroRklaranlage des Raumes Ulm/Neu-Ulm
und ist deshalb trotz aufwandiger Abwasseraufbereitung
durch kommunales Abwasser gefahrdet.

Festphasen-Extraktion

Isolute ENV+ (200 mg)
750 mL

3 mit Schwefelsdure

4 mL Methanol; Abdampfriick-
stand in 300 pL H20/Acetonitril
85 : 15 aufnehmen

Material
Extraktionsvolumen
pH-Wert

Elution

Das Donauwasser wird im Wasserwerk Lange-
nau einer aufwéndigen Aufbereitung unterzogen.
Die Trinkwassergewinnung erfolgt iiber ein Multi-
barrierenverfahren bestehend aus: Vorreinigung
(Kompaktflockung), Ozonung, Mehrschicht- sowie
Aktivkohlefiltration. Da RKM durch konventionelle
Aufbereitungsverfahren nur unvollstindig entfernt
werden konnen, ist die Belastung des Rohwassers mit
Kontrastmitteln von besonderem Interesse. Es wurde
deshalb ein umfangreiches Untersuchungsprogramm
durchgefiihrt, das die Erfassung der durchschnittli-
chen Belastung sowie von Konzentrationsschwankun-
gen in Form eines Profils ermdglichte (Abbildung 4).
Das ionische Rontgenkontrastmittel Amidotrizoesdure
und die nicht-ionische Verbindung lopamidol stellen
mit Maximalwerten von 580 bzw. 520 ng/L die Haupt-
belastung unter den untersuchten Verbindungen dar.
Die Medianwerte betragen 310, 230, 205, 185 und
120 ng/L fir lopamidol, lomeprol, Amidotrizoesdure,
Iohexol bzw. lopromid. Daraus leitet sich ein perma-
nentes Vorkommen von iodierten Rontgenkontrast-
mitteln im Oberflichenwasser ab.

Innerhalb weniger Stunden dndert sich die Rontgen-
kontrastmittelbelastung der Donau stark genug, um
zur Bildung von peakdhnlichen Spitzenbelastungen
zu fithren. Der Unterschied zwischen Minimal- und

Nachweisgrenze LOD und Bestimmungsgrenze LOQ nach DIN 32645 (in ng/L)

lopamidol
LOD 2,5
LOQ 79

lohexol lomeprol  Amidotrizoesdure  lopromid
2,5 () 0,6 0,7
7,2 3,8 1,9 2,2

CLB Chemie in Labor und Biotechnik, 55. Jahrgang, Heft 12/2004
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Tabelle 2:
Festphasen-

Extraktion und
Bestimmungs-
grenzen nach DIN

32645 [15].
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Abbildung 4: Kon-
zentrationsprofil
ausgewahlter
Réntgenkont-
rastmittel in der

Donau (Leipheim).

Die Abbildung
zeigt den Verlauf
vom 23. bis 30.
Juni 2004.

Maximalwert betrdgt flir lopamidol den Faktor vier
und fiir Amidotrizoesdure bis zum Faktor sechs. Die
tatsdchlichen Spitzenbelastungen lagen vermutlich
noch hoher, da durch die zur Erstellung des Konzen-
trationsprofils entnommenen 2h-Mischproben bereits
eine erste Nivellierung vorgenommen wurde. Als ge-
nerelle Aussage kann aus den stark schwankenden
Ergebnissen abgeleitet werden, dass im Falle der RKM
eine vergleichende Beurteilung von FlieRgewdssern
durch die Untersuchung sehr weniger Stichproben
von nur geringer Aussagekraft ist.

Zusammenfassung

Neben dem Einsatz von Triple-Quadrupol-Massen-
spektrometern zur Bestimmung von iodierten Ront-
genkontrastmitteln wird erstmals der Einsatz der
lonenfallentechnologie beschrieben. Dies ermdglicht
die empfindliche Detektion voller Massenspektren,
wobei wertvolle Strukturinformationen erhalten wer-
den konnen.

Die chromatographische Trennung mittels HPLC
wurde hinsichtlich der Auflosung von allen unter-
suchten Rontgenkontrastmitteln optimiert. Dies
fithrte zu einer weiteren Selektivititserhohung und
einem reduzierten Einfluss von Matrixkomponenten
auf den lonisationsprozess. Eine vollstandige Tren-
nung gelang durch den Zusatz von Ameisensdure zum
Wasser-Acetonitril-Gemisch. Zufrieden stellende Wie-
derfindungsraten tber das Gesamtverfahren von 50
bis 90 % konnten mittels eines hydroxylierten Fest-
phasenmaterials auf Polystyrol-Basis erhalten werden.
Die Bestimmungsgrenzen nach DIN 32645 iiber das
Gesamtverfahren betragen 10 ng/L.

Die Untersuchungen von matrixbelasteten Real-
proben aus der Donau zeigen, dass sowohl die Fest-
phasen-Extraktion mittels Isolute ENV+ als auch die
HPLC/MS-Analyse mittels Ionenfallentechnologie fiir

Konzentration in ng/L

Idod fumidotrizoesiun

Minimalwert (ng/L)
Medianwert (ng/L)
Maximalwert (ng/L)

460

lopamidol Amidotrizoesaure
130 98
310 205
520 580
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die Routine in der Wasseranalytik bestens geeignet ist.
Stark schwankende RKM-Gehalte in der Donau zeigen,
dass zur Beurteilung der Belastung eines FlieRgewds-
sers Einzelbefunde nicht absolut aussagekraftig sind.
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