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Application of mass spectrometry in pharmaceutical analysis

of organic impurities Pharmaceutical manufactures are
responsible for the quality of their products. The quality
assessment criteria concern identification, assay and impurity
determination.

Impurity profile determination is often limited to the analysis

of known or potential compounds (impurities which can be
theoretically predicted). On the other hand, the analysis of
unknown impurities is much more complicated and requires
instrumental methods providing structural information. Therefore
it is important to use new techniques solutions allowing to perform
not only the detection, resolution and quantitative determination
of studied compounds, but also structural elucidation and
identification. Nowadays it has become possible due to the use
of hyphenated techniques. Among those the most common in

the analysis of organic impurities are chromatographic methods
coupled with mass spectrometry (GC-MS, LC-MS). They allow
direct analysis of even trace amount of compound in mixtures
without the necessity of isolation, preparative purification or
fractional enrichment. Additionally, as a result of chromatographic
analysis important structural information can be obtained despite
the similarities in structure between the impurity and the main
compound.

The article presents theory and application of mass spectrometry
in structural elucidation and identification of organic impurity.
The usefulness of HPLC coupled with mass spectrometry was
described.

Keywords: mass spectrometry, impurity, identification, structural
elucidation, hyphenated techniques.
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Do badania zanieczyszczen srodkéw farmaceu-
tycznych stosuje sie wiele technik analitycznych [1].
Obok najprostszych analiz klasycznych, rowniez
chromatografie cienkowarstwowa (TLC) oraz nowo-
czesne techniki analityczne [2]. Najczesciej stosuje
sie techniki separacyjne, takie jak: wysokospraw-
na chromatografia cieczowa (HPLC), chromatogra-
fia gazowa (GC), a takze elektroforeza kapilarna
(CE) [3—5]. Wsrdd technik bezposrednich szczegol-
nie istotne sg metody spektroskopowe. Zastosowa-
nie znalazty takie metody jak: spektrofotometria
w zakresie nadfioletu i promieniowania widzialne-
go (UV-Vis), spektrofotometria w podczerwieni (IR),
fluorymetria, spektrometria mas (MS) oraz spek-
troskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
(NMR) i inne [6].

W ostatnim dziesiecioleciu nastapita bardzo
istotna zmiana w sposobie badania zanieczyszczen
w srodkach farmaceutycznych oraz w charaktery-
zowaniu ich jakosci [7, 8]. Przede wszystkim nasta-
pito znaczace podwyzszenie wymagan dotyczacych
czystosci Srodkéw farmaceutycznych, co powodu-
je koniecznos$¢ stosowania bardziej czutych, se-
lektywnych i specyficznych technik analitycznych
stuzacych do monitorowania zanieczyszczen. Taka
czuta i specyficzng metode mozna uzyskac sto-
sujac detektor spektrometrii mas, ktéry w pota-
czeniu z rozdziatem chromatograficznym nabiera
coraz wiekszego znaczenia w badaniu zanieczysz-
czen substancji farmaceutycznych i produktow lecz-
niczych.
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Techniki spektrometrii mas (MS)

Spektrometria mas od dtuzszego czasu uzywana
jest w analizie prébek biologicznych i w badaniach
farmakokinetycznych, jednakze dopiero ostatnio za-
uwazono obiecujgce cechy tego detektora w labora-
toriach kontroli jakosci, jako narzedzia do identyfikacji
i monitorowania zanieczyszczen [9-13].

W spektrometrze mas substancja ulega reakcjom
chemicznym. W przypadku kazdej reakcji chemicznej
jej wynik jest zalezny od wielu czynnikdw, takich jak
stezenie, matryca, temperatura itp. [14]. Czynniki te
decyduja o stopniu komplikacji tej metody i tworzeniu
nowych rozwigzan konstrukcyjnych w celu uzyska-
nia jak najlepszych wynikéw oznaczen. Nowe metody
wytwarzania, rozdzielania i detekcji jonéw, zbierania
i przetwarzania danych stanowig o szybkim poste-
pie w dziedzinie spektrometrii mas oraz prowadza
do rozwoju nowych instrumentéw [15].

Metody jonizacji

Pierwszym etapem analizy w spektrometrze mas
jest wytworzenie jonéw analitu w zrédle, a poprzez
okreslenie stosunku masy do tadunku (m/z) jonéw
nastepuje ich detekcja. W analizie MS nieznanych
zwiazkéw wazng role odgrywa odpowiednie dobra-
nie metod jonizacji, poniewaz od sposobu jonizacji
zalezy skutecznos¢ jonizacji badanego zwiazku, tzn.
ile zanieczyszczen zostanie wykrytych i na jakim po-
ziomie stezen. Wyrdzni¢ mozna jonizacje ,miekka”,
podczas ktorej tworzy sie jon molekularny, a frag-
mentacja wystepuje w niewielkim stopniu lub w og6-
le nie wystepuje. Nastepnym rodzajem jonizacji jest
jonizacja ,twarda”, podczas ktorej czasteczka roz-
pada sie na fragmenty i powstaje mieszanina jonow
czasteczkowych i fragmentéw czasteczek. W technice
MS istotne jest wiec dobranie odpowiedniego rodza-
ju jonizacji, np. jezeli zanieczyszczenie jest niestabil-
ne nalezy zastosowa¢ miekka metode jonizacji, zeby
mozliwe byto zarejestrowanie m/z jonu pochodzace-
go od zwiazku, a nie tylko jego fragmentow.

Najbardziej powszechne metody jonizacji w pota-
czeniu MS z HPLC to jonizacja poprzez elektrorozpra-
szanie (ESI), jonizacja chemiczna (APCI) i fotojonizacja
(APPI). Wspomniane Zrédta jonéw moga pracowac
pod cisnieniem atmosferycznym, co zmniejsza pro-
blemy zwigzane z usunigciem rozpuszczalnika i prze-
prowadzeniem analitu do fazy gazowej. Ponadto
charakteryzuja sie wysoka czutoscia, tatwoscia w uzy-
ciu, szerokim zakresem zastosowan oraz mozliwoscig
pracy przy wysokich przeptywach fazy ruchomej, na-
wet do 3 ml/min [16]. ESI i APCI (stosowane do ba-
dania zwigzkéw o matej masie czgsteczkowej) sa
wzgledem siebie komplementarnymi metodami jo-
nizacji, poniewaz ESI pozwala na oznaczanie anali-
téw o sredniej lub duzej polarnosci o masach do 10°
g/mol, a APCl na oznaczanie analitéw o matej lub
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Sredniej polarnosci o masach rzedu 102-10% g/mol
[17]. Chociaz ESI/MS jest jedna z najszerzej stosowa-
nych technik spektrometrii mas, ciaggle prowadzone
sg dyskusje dotyczace mechanizmu tworzenia jo-
néw w fazie gazowej [18]. Proces tworzenia jondéw
w fazie gazowej jest bowiem uzalezniony od natury
chemicznej analitu. Powoduje to, ze nie ma dobrze
zdefiniowanych regut fragmentacji dla jonéw pseu-
domolekularnych, jakie powstajg w ESI czy APCI, co
ma miejsce w przypadku techniki GC-MS z jonizacja
strumieniem elektronéw (El). Wiele czynnikow wpty-
wa na ksztatt widma masowego, dlatego tez brak
jest ogélnodostepnych, komercyjnych bibliotek widm,
ktére mogtyby utatwi¢ identyfikacje nieznanych za-
nieczyszczen.

W technice GC, jako metody jonizacji stosuje sie
jonizacje strumieniem elektronéw (El) i jonizacje
chemiczna (Cl). Podczas jonizacji strumieniem elek-
tronow (70 eV) nastepuje zazwyczaj intensywna frag-
mentacja. Jest to wiec twarda metoda jonizacji. El i Cl
sa wzgledem siebie komplementarnymi metodami jo-
nizacji, a o ich uniwersalnosci s$wiadczy wysoka czu-
tos¢, tatwosé w uzyciu i szeroki zakres zastosowan.
W przypadku El dodatkowa zaletg jest powtarzal-
nos¢ procesu jonizacji, wiec widma sa prawie zawsze
takie same, co umozliwia korzystanie z komercyjnie
dostepnych bibliotek widm masowych, a tym samym
umozliwia automatyzacje procesu identyfikacji nie-
znanych zanieczyszczen.

Uniwersalng metoda jonizacji prébek jest joniza-
cja za pomoca plazmy indukcyjnie sprzezonej (ICP).
Metoda ta rézni sie istotnie od metod poprzednio
opisanych, poniewaz nie pozwala ona na doktadne
okreslenie struktury czastek, ale pozwala na doktad-
ne okreslenie jej sktadu pierwiastkowego. Aparature
ICP/MS mozna taczy¢ prawie z kazdg
technika rozdzielania. Charakteryzuje
sie ona wysoka czutoscia, dla niekto-
rych pierwiastkéw nawet na pozio-
mie fg.

Analizatory

Kolejnym elementem spektrome-
tru mas jest analizator, w ktorym,
dzieki oddziatywaniu zaréwno pola
elektrycznego, jak i magnetycznego
na poruszajace si¢ jony, mozna roz-
dzieli¢ jony na podstawie ich stosunku
m/z i nastgpnie zarejestrowac za po-
moca detektora. llos¢ informacji jakie
mozna uzyskac o strukturze zwiazku
zalezy wtasnie od rodzaju analizato-
ra mas i detektora.

Analizatory mozna podzieli¢ na kwadrupolowe (Q -
ang. quadrupole), putapki jonowe (IT —ang. ion trap),
analizatory czasu przelotu (TOF — ang. time-of-flight)
i sektorowe. Dodatkowo w jednym spektrometrze
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znajdowac sie moze wiecej niz jeden analizator mas.
Najpopularniejsze to: spektrometry typu potréjny
kwadrupol (QqQ), w ktérym dwa kwadrupolowe
analizatory sa rozdzielone kwadrupolowa komora
zderzen (lub jej odpowiednikiem), TOF/TOF lub hy-
brydowe: putapka jonowa i analizator czasu prze-
lotu (IT-TOF), kwadrupol i analizator czasu przelotu
rozdzielony kwadrupolowa komorg zderzen (QgTOF),
kwadrupol i kwadrupol, ktéry moze dodatkowo pra-
cowac jako liniowa putapka jonowa, rozdzielone kwa-
drupolowa komorg zderzen (QTRAP).

Potagczone uktady analizatoréw, w ktérych wy-
brany w analizatorze mas jon (M1) ulega powtdrnej
analizie mas (M2) to tandemowa spektrometria mas
(MS/MS, Tandem MS, MS"). Polega ona na odseparo-
waniu interesujacego jonu, przeprowadzeniu kontro-
lowanego rozpadu na fragmenty oraz
analizie jondéw powstatych w wyniku

w prosty sposéb przetozy¢ na wzory sumaryczne ba-
danych zwigzkéw. Odmiana spektrometru z analiza-
torem czasu przelotu jest spektrometr hybrydowy
QqTOF, ktéry stanowi potaczenie potréjnego kwadru-
pola ze spektrometrem typu TOF, a doktadniej trzeci
kwadrupol zostat w tym przypadku zastapiony ana-
lizatorem czasu przelotu. Spektrometry typu QgTOF
sg szczegblnie pozyteczne przy identyfikacji zanie-
czyszczen, poniewaz oprécz widma fragmentacyjne-
go dostarczaja jeszcze informacji o doktadnej masie
zwiazku, wiec moga dodatkowo potwierdzi¢ wzor su-

maryczny badanych substancji.

Spektrometria mas potaczona
z chromatografia cieczowa

Spektrometria mas jest metoda identyfikacji czy-

stych substancji, natomiast widma masowe miesza-

Spektrometria mas jest
metodg identyfikacji
czystych substangji,

fragmentacji. Przy pomocy tandemo-
wych spektrometréw mas, mozliwe
jest badanie reakcji fragmentacji wy-
branych jonéw i na tej podstawie wy-
ciaganie wnioskow na temat struktury
badanych zwigzkéw oraz okreslenie
par jonéw do oznaczen ilosciowych

nin zwykle sa zbyt skomplikowane, aby mogty by¢
przydatne. Przyktadowo, jonizacja ESI umozliwia iden-
tyfikacje 3-5 substancji w mieszaninie [19]. Dlatego
tez potaczenie spektrometrii mas z chromatografia
cieczowg dostarcza bardzo skutecznego narzedzia
do analiz jakosciowych i ilosciowych ztozonych mie-
szanin. W tym celu korzysta sie najpierw ze zdolno-

natomiast widma masowe
mieszanin zwykle sg zbyt
skomplikowane, aby mogty
by¢ przydatne.

nawet w bardzo skomplikowanych
mieszaninach.

Oczekiwane informacje mozna uzyska¢ stosu-
jac rézne tryby skanowania. | tak spektrometr mas
z potréjnym kwadrupolem (QgQ) ma unikalne try-
by skanowania: obserwowania reakcji fragmentacji,
w ktérych powstaje obojetna czasteczka (NL — ang.
neutral loss scan) i obserwowania jondw macierzy-
stych, z ktérych powstaje wybrany fragment (Pl —ang.
precursor ion scan), oraz bardzo czuty i selektywny
tryb do analizy iloSciowej — obserwowania wybra-
nych reakgji fragmentacji (MRM — ang. multiple reac-
tion monitoring), natomiast wykazuje stabg czutos¢
przy skanowaniu [16]. Dlatego spektrometr ten nie
jest dedykowany do identyfikowania nieznanych za-
nieczyszczen, kiedy istnieje koniecznos¢ identyfikacji
za pomocg widma fragmentacyjnego. Natomiast jest
bardzo dobry do badan ilosciowych, do badanh prze-
siewowych dzieki trybowi MRM. Spektrometr mas
z analizatorem typu putapka jonowa (QTRAP, IT) jest
bardzo czuty w trybach skanowania (MS, MS"), a wiec
jest bardzo dobry do identyfikowania nieznanych sub-
stancji w szczegdlnosci za pomoca widma fragmen-
tacyjnego. Spektrometr mas z analizatorem czasu
przelotu (TOF) charakteryzuje sie dobrg rozdzielczo-
Scig i doktadnym pomiarem masy. Zwazywszy na to,
ze masa pierwiastkow wystepujacych w przyrodzie
jest znana, kombinacja wszystkich wystepujacych
w danym zwigzku izotopéw daje charakterystyczna
i bardzo indywidualng mase czasteczkowa, stano-
wigca pewnego rodzaju niepowtarzalny ,odcisk pal-
ca”. Uzyskane informacje o doktadnej masie mozna
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Sci rozdzielczej chromatografii do skutecznej separacji

sktadnikow, a nastepnie zdolnos¢ spektrometrii mas

do otrzymania danych dotyczacych struktury bada-
nych zwiazkoéw i ich zawartosci w probce. Metode

LC-MS stosuje sie do badania polarnych, jonowych,

termicznie nietrwatych i nielotnych zwiazkéw.

W potaczeniu z chromatografia cieczowa stosowa-
ne sg nastepujace rodzaje spektrometréw mas:

— pojedynczy kwadrupol Q, ktéry dostarcza przede
wszystkim informacji o masie zwigzku, a w mniej-
szym stopniu o stezeniu zwigzku;

— potréjny kwadrupol QqQ, ktéry dostarcza przede
wszystkim informacji o masie i stezeniu zwigzku,
aw mniejszym stopniu o budowie czasteczki;

— putapka jonowa IT, ktéra dostarcza przede
wszystkim informacji o masie zwigzku i budo-
wie czasteczki, a w mniejszym stopniu o stezeniu
zwigzku;

— analizator czasu przelotu TOF, ktéry dostarcza
przede wszystkim informacji o doktadnej masie
zwigzku — wzorze sumarycznym, a w mniejszym
stopniu o stezeniu zwigzku;

— urzadzenie hybrydowe QqTOF, ktére dostarcza
przede wszystkim informacji o doktadnej ma-
sie zwigzku — wzorze sumarycznym i budowie
czasteczki, a w mniejszym stopniu o stezeniu
zwigzku;

— urzadzenie hybrydowe QTRAP, ktére pozwala na
okreslenie masy, stezenia zwigzku i budowy cza-
steczki.

Potaczenie chromatografii cieczowej ze spektro-
metrig mas ma wiele istotnych zalet w poréwnaniu
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do HPLC z detekcja UV-Vis. Przyktadowo, detektor UV
-Vis wymaga obecnosci chromoforéw w strukturze,
czesto dtugiego czasu analizy ze wzgledu na koniecz-
nos¢ rozdziatu analizowanych zwigzkéw do linii ba-
zowej. Podstawowe ograniczenia stosowania LC-MS
zwigzane s3 z jonizacja [17]. Dla pewnych zwigazkéw
wytworzenie jonu pseudomolekularnego moze by¢
niemozliwe z powodu ich budowy chemicznej (bra-

) ANALIZA FARMACEUTYCZNA

tworzenie par jonowych. Fazy te nie sa odpowiednie
do detekcji MS. Spektrometria mas stawia przed me-
todami chromatografii cieczowej (LC-MS) wymaga-
nia, powodujace inne podejscie do opracowywania
metody HPLC. Czesto réwniez wystepuja sytuacje,
gdy konkretng zwalidowana metode HPLC-UV/Vis

nalezy zaadoptowac do detekcji MS, a ma
to miejsce gdy:

ku grup mogacych ulec jonizacji). Natomiast gtowne
zalety wynikajace z potaczenia chromatografii cie-
czowej ze spektrometria mas to: wysoka selektyw- dzie badania zawartosci i czystosci srod-
nos¢ (specyficznos¢ masy czasteczkowej), szybkosé ka farmaceutycznego;

analiz, wysoka czutosé (rozumiana jako dolna grani- — istnieje koniecznos¢ wykazania, ze
ca oznaczalnosciilosciowej, okoto 10 razy wyzsza niz zwalidowana metoda jest specyficzna
w LC-UV/Vis), powtarzalnos¢, wysoka rozdzielczos¢ i selektywna (badanie czystosci piku

— istnieje koniecznos¢ wykazania profilu
zanieczyszczeh w opracowanej meto-

Potaczenie spektrometrii
mas z chromatografig
cieczowg dostarcza bardzo

skutecznego narzedzia

do analiz jakoSciowych

i ilosciowych ztozonych
mieszanin.

metody, identyfikacja (masa), okreslenie struktury
(fragmentacja), mozliwos¢ analizy ilosciowej, uni-
wersalnos¢ zastosowania, mozliwos¢ automatyza-
¢ji[19, 201.

Specyficznosé techniki LC-MS moze by¢ poprawio-
na przez optymalizacje procedur selekcji jonéw lub
zastosowanie kolizyjnie indukowanej fragmentacji
(CID) w uktadzie tandemowym. Chromatografia cie-
czowa potaczona z tandemowa spektrometrig mas
(LC-MS/MS) wykazuje wysoka selektywnos¢ (spe-
cyficznosé masy czgsteczkowej i struktury), wysoka
czutos¢ (100-1000 razy wyzszg niz LC-UV/Vis) i wy-
soka przepustowosé ze wzgledu na szybsze analizy
bez koniecznosci rozdzielenia wszystkich substancji
badanych. Potaczenie chromatografii z tandemowa
spektrometrig mas daje szczegélnie korzystne rezul-
taty w analizie skomplikowanych mieszanin i umoz-
liwia uzyskanie informacji o strukturze sktadnikéw.
W optymalnym przypadku mozliwa jest identyfika-
cja wszystkich rozdzielonych sktadnikéw oraz pet-
na dekonwolucja pikéw chromatograficznych, tzn.
roztozenie na sktadniki pikow nierozdzielnych. Ma to
ogromne znaczenie przy wykazywaniu specyficzno-
sci i selektywnosci ,klasycznych” metod chromato-
graficznych [16].

Ze wzgledu na wspomniane zalety, technika spek-
trometrii mas potaczonej z chromatografig cieczo-
wa stata sie dominujaca technika w identyfikowaniu
i okreslaniu struktur zanieczyszczen i produktéw de-

gradacji sSrodkéw leczniczych [21-25].

Dobér faz ruchomych i czynniki wptywajace

na wyglad widma

Wybér fazy ruchomej, ktéra jest czynnikiem ak-
tywnym, ma znaczny wptyw na proces chromatogra-
ficzny. Przy jej wyborze nalezy kierowac¢ sie rodzajem
i sktadem rozdzielanej prébki, rodzajem zastosowa-
nego wypetnienia kolumny oraz rodzajem detektora.
Najpopularniejsze fazy ruchome opisane w mono-
grafiach farmakopealnych to fazy normalne, fazy
oparte na buforze fosforanowym, fazy z dodatkiem
trietyloaminy, czy tez z dodatkiem umozliwiajacym
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chromatograficznego);

— w badaniach stresowych i stabilnoscio-
wych pojawity sie nowe piki (nowe zanieczyszcze-
nia).

Dlatego zazwyczaj zaleca sie opracowywanie me-
tod HPLC z eluentami kompatybilnymi do detekcji MS,
chyba ze w opracowywaniu metody wykaze sie, ze
jest to niemozliwe.

Optymalizacja warunkéw pomiaru w metodzie LC-
MS sktada sie z dwoch etapow. Pierwszy to optymali-
zacja parametréw zrédta jonow i interfejsu zaleznych
od rodzaju zwiazku (np. wartosci napiec przytozonych
do poszczegélnych elementow optyki jonowej), drugi
to optymalizacja parametréw zrédta jonoéw zaleznych
od warunkéw analizy HPLC, tzn. od przeptywu i skta-
du fazy ruchomej (np. potozenie wylotu igty, z ktorej
wydostaje sie faza ruchoma, temperatura). Optymal-
ne warunki pracy spektrometru mas to minimalna
temperatura, przy ktérej nastepuje catkowite odparo-
wanie rozpuszczalnika. Faza ruchoma w LC-MS musi
by¢ wiec lotna, poniewaz istotnym etapem analiz jest
jej odparowanie. To miedzy innymi powoduje, ze bar-
dzo popularny bufor fosforanowy, ktéry jest stosowa-
ny w technice LC-UV/Vis, nie powinien by¢ uzywany.
Ponadto bufor fosforanowy daje wysokie tto niepo-
zadane w LC-MS.

W technice LC-MS zaleca sie stosowanie rozpusz-
czalnikéw (lub mieszaniny rozpuszczalnikéw) o wy-
sokiej lotnosci, wysokiej polarnosci oraz zdolnosci
rozpuszczania wielu réznych zwigzkow. Sg to przede
wszystkim: acetonitryl, metanol, 2-propanol, woda.
Jako lotne sole do przygotowania buforéw [26] za-
leca sie uzywac mréwczanu amonu, octanu amonu,
wodoroweglanu amonu, weglanu amonu, jako lotne
zasady — wodorotlenku amonu oraz nastepujacych
modyfikatoréw fazy ruchomej:

a) w trybie jondéw dodatnich:

- kwas mrowkowy (0,1-1%),

— kwas octowy (0,1-1%),

— kwas propionowy;

b) w trybie jonéw ujemnych:

— amoniak (0,1-1%),
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Proces identyfikacji
zanieczyszczen mozna
podzieli¢ na dwa etapy.
Pierwszy etap polega

na znalezieniu istotnych
zanieczyszczen, natomiast
etap drugi na ich
identyfikacji. Najprostsza
metodg poszukiwania
zanieczyszczen jest
poréwnanie chromatogramu
LC-MS/MS wykonanego
dla rozpuszczalnika

i prébki zwiazku.

Poprzez poréwnanie
chromatogramoéw,

mozna znaleZ¢ wszystkie
piki pochodzace od
zanieczyszczeh.

Standardowo stezenie wymienionych soli amo-
nowych powinno miescic sie w zakresie 2-10 mmo-
I/l w jonizacji dodatniej i w zakresie 2-=50 mmol/I
w jonizacji ujemnej. Stezenie kwaséw organicznych
powinno by¢ zazwyczaj w zakresie 0,1-1%, w celu
zwiekszenia protonowania w jonizacji dodatniej, czy
zwiekszenia deprotonacji w joniza-
cji ujemnej. W technice LC-MS nie po-
winno sie uzywac trietyloaminy (TEA),
kwasu trifluorooctowego (TFA), dode-
cylosiarczanu sodu (SDS) jako mody-
fikatorow fazy ruchomej, poniewaz
zmniejszaja czutosé, ttumia jonizacje
lub bardzo komplikujg widmo. Uzy-
cie kwasu trifluorooctowego powo-
duje, ze na widmie masowym pojawia
sie bardzo silny sygnat pochodzacy od
jonu m/z 113 w jonizacji ujemnej. Po-
nadto tworzenie trwatych par jono-
wych przy zastosowaniu np. TFA (dla
tadnego ksztattu piku chromatogra-
ficznego) powoduje, ze para jonowa
jest obojetna i nie powstaja nata-
dowane jony potrzebne do detekcji
MS. Uzycie trietyloaminy powodu-
je powstanie bardzo silnego sygnatu
pochodzacego od jonu m/z 102 w joni-
zacji dodatniej, ponadto uniemozliwia
obserwacje innych sygnatéw, ponie-
waz TEA zabiera prawie caty tadunek dostarczany
w trakcie procesu jonizacji. Ponadto TFA i TEA pozo-
staja dtugo w systemie HPLC i s3 dopiero wymywa-
ne w kolejnych analizach.

Najbardziej czuta na warunki fazy ruchomej jest
jonizacja poprzez elektrorozpraszanie, poniewaz
w tego typu jonizacji nastepuje przeniesienie jonow
z roztworu do fazy gazowej [27]. Bardzo wazna role
w tym przypadku odgrywa etap desolwatacji jonéw
w fazie gazowej. Ma to odzwierciedlenie w widmie
masowym, poniewaz jego wyglad zalezy od:

— czynnikdéw wptywajacych na proces desolwatacji
jondéw w fazie gazowej (wptyw napiecia przykta-
danego do kapilary, rozpuszczalnika i gazu rozpy-
lajacego);

— stezenia analitu i towarzyszacych elektrolitow;

— reakgji elektrochemicznych zachodzacych w kapi-
larze [28].

Intensywnos¢ sygnatéw w widmie masowym za-
lezy od wielu czynnikéw. Do najwazniejszych nalezy
zaliczy¢ wtasciwosci roztworu (stezenie, wtasciwo-
Sci fizykochemiczne i reaktywnosc¢ jego sktadnikéw,
oddziatywanie pomiedzy jonami analitu i rozpusz-
czalnika oraz skutecznos¢ desolwatacji jondw) oraz
warunki doswiadczalne (szybkosci przeptywu roz-
tworu, rozwigzania konstrukcyjne zrédta jondw). In-
tensywnos¢ sygnatéw w widmie fragmentacyjnym
zalezy przede wszystkim od energii kolizyjnej.
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Najbardziej popularng technika separacji w po-
taczeniu z MS jest uktad odwrdconych faz (RP). Przy
zastosowaniu odpowiednich warunkéw mozliwe jest
jednak uzycie dodatku rozpuszczalnikéw niepolar-
nych, takich jak np. heksan, heptan. Umozliwia to
badanie zwigzkéw o charakterze lipofilowym. Przy-
ktadem moze by¢ publikacja Skorupinskiej i wsp6t-
pracownikow, w ktérej opisano badanie dolicholanéw
i prenolanéw przy zastosowaniu nawet 70% zawar-
tosci heksanu [29].

Strategie okreslania struktur i identyfikacji
zanieczyszczenh

Proces identyfikacji zanieczyszczen i produk-
téw degradacji powinien zaczynac sie na wcze-
snym etapie rozwoju leku. Zebranie informacji
o prawdopodobnych zanieczyszczeniach, ich rodza-
jach, poziomie wystepowania, czy tez informacji
o mozliwosci uzyskania probki wzbogaconej, pozwoli
na wyboér odpowiedniej metody do kontroli i identyfi-
kacji istotnych zanieczyszczen [30]. Wymieni¢ mozna
wiele przypadkow, w ktorych identyfikacja struk-
tur moze mie¢ ogromne znaczenie. Do najwazniej-
szych naleza:

— punkty krytyczne w syntezie substancji farmaceu-
tycznej,
- identyfikacja zanieczyszczen wystepujacych po-

wyzej dopuszczalnych limitéw [31, 32],

— wystepowanie zanieczyszczen genotoksycznych,

— identyfikacja zanieczyszczen nierozdzielnych (czy-
stos¢ piku chromatograficznego),

— identyfikacja produktéw degradacji (badania sta-
bilnosci i stresowe, okreslenie mechanizméw de-

gradacji).

Okreslenie struktury i identyfikacja
zanieczyszczei z zastosowaniem techniki
LC-MS/MS

W literaturze spotyka sie zastosowanie techni-
ki LC-MS/MS zaréwno do poszukiwania nieznanych
substancji, do analizy wybranych zwiazkéw, jak i do
potwierdzania obecnosci substancji stosujac iden-
tyfikacje na podstawie charakterystycznych danych
strukturalnych. W analizie wybranych zwigzkéw sto-
suje sie tryb MRM i tryb PI, natomiast w analizie nie-
znanych substancji korzysta sig ze skanowania i trybu
PI, ktére umozliwiajg poszukiwanie znanych i niezna-
nych zwigzkéw. Tego typu dziatania stosowane s3
w szerokim zakresie w toksykologii, medycynie sado-
wej, w badaniu zywnosci i probek Srodowiskowych.
Istnieja biblioteki utatwiajgce identyfikacje niezna-
nych zwiazkéw, poniewaz poszukiwania sg bardziej
skonkretyzowane, np. analiza pestycydéw, analiza an-
tybiotykéw, analiza Sudanu, badanie substancji za-

burzajacych dziatanie uktadu dokrewnego [33-35].
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Sytuacja jest bardziej skomplikowana w przypadku
badania zanieczyszczen srodkéw farmaceutycznych,
dla ktérych nie mozna stworzyé komercyjnych bi-
bliotek ze wzgledu na réznorodnos¢ zanieczyszczen
w zaleznosci od technologii produkcji. Wéwczas caty
proces identyfikacji bazuje na kwalifikacjach perso-
nelu.

Proces identyfikacji zanieczyszczeh mozna podzie-
li¢ na dwa etapy [16]. Pierwszy etap polega na znale-
zieniu istotnych zanieczyszczen, natomiast etap drugi
na ich identyfikacji. Najprostsza metoda poszukiwa-
nia zanieczyszczen jest poréwnanie chromatogramu
LC-MS/MS wykonanego dla rozpuszczalnika i probki
zwigzku (rycina 1). Poprzez poréwnanie chromato-
graméw, mozna znalez¢ wszystkie piki pochodzace
od zanieczyszczen. Jest to dos¢ zmudny i pracochton-
ny proces i nie zawsze konczy sie sukcesem. Duzym
utatwieniem jest zastosowanie odpowiedniego pro-
gramu np. Lightsight™, ktéry za pomoca specjalnego
algorytmu, poréwnuje chromatogramy i automatycz-
nie wyszukuje wszystkie zanieczyszczenia (rycina 2).
Nastepnie program przygotowuje metode MS/MS
w celu identyfikacji znalezionych zanieczyszczen. Po-
nadto program ten utatwia poréwnywanie widm frag-
mentacyjnych zanieczyszczen i zwigzku gtéwnego,
dzieki czemu znacznie przyspiesza i utatwia proces
profilowania zanieczyszczen.

Mozliwosci taczenia réznych trybéw skanowania
zanieczyszczeh mozna poszukiwac rowniez przy za-
stosowaniu metod ,,inteligentnego” zbierania danych
— IDA (IDA — ang. Information Dependent Aquisition).
W IDA dostepnych jest kilka mozliwych trybéw po-
szukiwania zanieczyszczen, ktére zostaty szczegdto-
wo opisane w artykule Stolarczyk [16].

Czutoé¢ trybow skanowania jest szcze-
gblnie istotna, gdy analiza jest wykonywana
w warunkach, ktére nie sg optymalne dla systemu
LC-MS/MS, np. wtedy, gdy w fazie ruchomej znajdu-
je sie bufor fosforanowy, albo gdy wykonywane sa
pomiary w uktadzie faz normalnych. Réwniez w tym
przypadku duzym utatwieniem moze by¢ zastosowa-
nie programu Lighsight™ [16].

Etap drugi, to uzycie widm masowych i widm frag-
mentacyjnych do identyfikacji zanieczyszczen. Wyroz-
ni¢ mozna kilka krokéw interpretacji widm masowych.
Pierwszym krokiem jest identyfikacja jonéw pseudo-
molekularnych, ktére powstajg w wyniku protonowa-
nia i deprotonowania czgsteczki. Istotne sg réwniez
pojawiajace sie jony bedace produktami przytacze-
nia np. jonu amonowego [M+NH,J*, jonu sodowego
[M+Na]*, lub jonu potasowego [M+K]* w jonizacji do-
datniej, zas w warunkach tworzenia jonéw ujemnych
moze powstac jon [M+Cl]- lub [M+COOH], ktéry za-
zZwyczaj pojawia sie w obecnosci np. kwasu mréw-
kowego czy tez mréwczanu amonu. Sa to tzw. jony
addycyjne, ktére dodatkowo potwierdzaja tozsamosé
jonu pseudomolekularnego. W widmie masowym
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Ryc. 1. ,Reczna” metoda poszukiwania zanieczyszczen: A) prébka badana;
B) prébka kontrolna bez zanieczyszczen [36]
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Ryc. 2. Zastosowanie programu Lightsight™ dla przypadku zarejestrowanego
naryc. 1[36]

zaobserwowaé mozna jony klasterowe, np. [2M+H]*,
[3M+H]* oraz jony klasterowe z uzytymi rozpuszczal-
nikami [37]. Drugim krokiem jest zastosowanie obo-
wigzujacych regut, np. reguty azotowej, okreslajacej
miejsca nienasycenia [38]. Réwniez informacje chro-
matograficzne, tj. czas retencji, staja sie przydat-
ne w uzyskaniu danych elementarnych o strukturze
badanego zwigzku, poprzez poréwnanie kolejnosci
eluowania zanieczyszczeh w stosunku do zwigzku
gtéwnego.

Najbardziej przydatne w okres$laniu struktury jest
widmo fragmentacyjne (MS/MS). Mozna je uzyskac
w réznorodnych spektrometrach tandemowych (po-
tréjny kwadrupol, QgTOF, putapka jonowa, QTRAP).
Wykonujac widmo fragmentacyjne w spektrometrze
tandemowym, w pierwszym etapie izolowany jest
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interpretacja
widma MS/MS

substancji API
(parent drug)

Poréwnanie
widma MS/MS API
i zanieczyszczen

interpretacja
- struktury
zanieczyszczen

Obliczanie wspdélnych
fragmentow i utraty
czastek obojetnych

Ryc. 3. Schemat postepowania w procesie identyfikowania struktur nieznanych
zanieczyszczen

jon prekursora, a nastepnie wykonywana jest jego
fragmentacja. Dzieki temu uzyskuje sie pewnos¢, ze
uzyskane fragmenty pochodza z jonu o zdefiniowa-
nym m/z. Wyrézni¢ mozna kilka krokéw interpretacji
widm fragmentacyjnych. Na rycinie 3 przedstawiono
ogoblny schemat postepowania podczas identyfikacji
zanieczyszczeh z zastosowaniem widm fragmenta-
cyjnych (MS/MS).

Ten sposéb postepowania opiera sie na zatoze-
niu podobnych struktur zanieczyszczen i API tzn.
znaczna czesé struktury substancji farmaceutycz-
nej jest w strukturze zanieczyszczenia. Pierwszym
krokiem jest interpretacja widma fragmentacyjne-
go API. Nastepnym krokiem jest poréwnanie widma
fragmentacyjnego substancji aktywnej z widmem
fragmentacyjnym badanego zanieczyszczenia w celu
znalezienia fragmentéw wspdlnych i wspolnych réz-
nic w utracie czgsteczek obojetnych. Nastepnie moz-
na interpretowac strukture zanieczyszczenia.

Nie zawsze jednak proces identyfikacji jest prosty.
Problemy moga pojawic sie juz podczas rejestracji
widm (niekompatybilna do detekcji MS faza ruchoma,
zanieczyszczenie stabo jonizujace), podczas identyfi-
kacji jonéw pseudomolekularnych, a wiec okreslenia
masy zanieczyszczen (oddziatywania i reakcje w fazie
gazowej w zrodle jondw). Rozwigzaniem czesciowym
tych probleméw moze by¢ zastosowanie wspomnia-
nych powyzej algorytméw do automatycznego wy-
szukiwania zanieczyszczen — Lighsight™, IDA. Nie bez
znaczenia pozostaje réwniez fakt, ze wiedza na temat
fragmentacji jonéw parzystoelektronowych jest na-
dal uboga. Mechanizmy powstawania fragmentéw
otrzymanych w wyniku jonizacji za pomoca technik
ESI'i APCI w uktadzie LC-MS, sa mniej poznane niz
za pomoca techniki El (GC-MS). Inne zaawansowane
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metody MS, jak np. znakowanie izotopowe, doktad-
ny pomiar masy itp., moga by¢ pomocne w ustalaniu
mechanizméw fragmentacji i identyfikacji struktur.
Zastosowanie np. wymiany protonu na deuter (H\D)
w uktadzie on-line przy zastosowaniu D,0, jako fazy
ruchomej, jest bardzo cenne do identyfikacji aktyw-
nego protonu, co z kolei staje sie istotna strategia do
rozrézniania struktur izomeréw [39]. Metody te s3 jed-
nak kosztowne, czasochtonne i nie zawsze konieczne.
Zamiast nich, do jednoznacznego okreslenia struk-
tury zanieczyszczen, a w szczegélnosci izomeroéw,
mozna stosowat komplementarne techniki spektro-
skopowe, np. NMR.

Whioski

Srodki farmaceutyczne nie sg praktycznie nigdy
jednorodne analitycznie. Obok substancji aktywnej
wystepuja zanieczyszczenia o ré6znym charakterze.
W ostatniej dekadzie pojawita sie koniecznosé pre-
cyzyjnego okreslania profilu zanieczyszczen poprzez
przewidywanie pewnych zanieczyszczeh w trakcie
produkgji i ich usuwanie i/lub monitorowanie. Istotne
jest réwniez przewidywanie powstawania zanieczysz-
czen degradacyjnych poprzez prowadzenie badanh
przyspieszonego starzenia i przeciwdziatanie proce-
sowi rozktadu substancji farmaceutycznej przez od-
powiednie przechowywanie. Mozliwos¢ badania tych
zanieczyszczeh zalezy od dostepnych technik anali-
tycznych [40, 41]. W kontroli zanieczyszczeh najbar-
dziej wartosciowych wynikéw dostarczajg metody
analityczne, ktére umozliwiaja rozdzielenie sktadni-
koéw, ich analize ilosciowa i jakosciowa jako kryte-
rium tozsamosci i identyfikacji zanieczyszczen. Aby
sprostaé powyzszym wymaganiom, spektrometr mas
powinien charakteryzowac sie wysoka czutoscia, sze-
rokim zakresem dynamicznym i wysoka selektyw-
noscia [42, 43]. Powinien umozliwia¢ wykonywanie
fragmentacji czasteczek w celu okreslenia ich struk-
tury [22, 44, 45]. Uzyskane informacje o strukturze
badanego zanieczyszczenia moga pozwoli¢ na zro-
zumienie natury i mechanizmu jego powstawania,
co mozna zastosowac do opracowania miedzyopera-
cyjnej kontroli w procesie produkcji srodkéw farma-
ceutycznych. Poprzez zmiane parametréw procesu
syntezy i warunkéw przechowywania mozna zmniej-
szyc ilos¢ lub usuna¢ powstajace zanieczyszczenia.
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