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Szakértoi Jelentés a BENU Magyarorszag Zrt. altal megrendelt ,,Felszini viz mintak
gyogyszermaradvany mérésérol”, amely a harom kivalasztott viztest (Balaton, Duna,
Tisza) egyszeri mintiazasa soran gytljtott vizmintidk nagymiiszeres analitikai
vizsgalatanak eredményeit, a mintaelokészitések és a vizsgalatok soran hasznalt mérési

modszertanok bemutatasat tartalmazza.

Vizsgalt Mintak:

1. Balaton (Csopak; GPS koordinatak: 46.96990, 17.93854)
2. Duna (Budapest; GPS koordinatak: 47.48468, 19.05397)
3. Tisza (Tiszatjvaros; GPS koordinatak: 47.90274, 21.05976)

2 L felszini vizminta, 2 mL cc. hangyasavval savanyitva (pH<3), hiitve (4 °C-on szallitva).

Minta érkezésétdl szamitott 24 6ran beliil a mintafeldolgozas megkezdése.

Mintak érkezése: 2025.07.31., mintdk mérésre vald elokészitése: 2025.08.01-04., mintak
UPLC-MS/MS elemzése: 2025.08.05-07., eredmények kiértékelése: 2025.08.08-12.,
eredmények validalasa: 2025.08.13., jegyzokonyv késziilt: 2025.08.13.

Mérendé hatéanyagok: atenolol, alprazolam, carbamazepine, cetirizine, citalopram,
clindamycin, diclofenac, ethinylestradiol, fluconazole, lamotrigine, lidocaine, naproxen,

perindopril, propanolol, sulfamethoxazole, tramadol, trimethoprim, venlafaxine

Minden mintat harom parhuzamos injektalassal mértiink. Az eredményeket a harom injektalas

atlagaként + szorasként (SD) adjuk meg.

Mellékletek:
I Mintaelokészités leirasa
I1. Analitikai modszerek leirasa

II1. Vak és QC (ellenérzé mintak) eredményei



Eredmények

Minta
i LOD | LOQ Balaton (Csopak) Duna (Budapest) Tisza (Tiszaujvaros)
Hatoanyag IS
[ng/L] | [ng/L]

X (n=3) [ng/L] SD X (n=3) [ng/L] SD X (n=3) [ng/L] SD
atenolol TRI-D9 0.1 0.5 <LOD <LOD <LOD
alprazolam ALP-D5 0.2 0.6 0.7 0.0 <LOD <LOD
carbamazepine CBZ-D10 0.4 1.2 5.4 0.3 15.6 0.1 43.9 1.0
cetirizine CBZ-D10 0.1 0.3 <LOD 2.6 0.2 2.2 0.0
citalopram CIT-D6 0.1 0.3 <LOD <LOD <LOD
clindamycin CIT-D6 0.1 0.3 <LOD 3.1 0.2 3.3 0.1
diclofenac DIC-13Cé6 0.1 0.4 <LOD 13.3 0.4 9.1 0.1
ethinylestradiol E2-13C2 0.1 0.2 0.3 0.0 0.6 0.1 1.0 0.0
fluconazole TRI-D9 1.0 3.0 4.0 0.3 34 0.0 9.3 0.4
lamotrigine TRA-C,D3| 0.3 0.8 <LOD 14.3 1.9 10.4 0.6
lidocaine TRA-*C.D3| 0.1 0.5 <LOD 4.4 0.2 9.0 0.1
naproxen DIC-3C6 0.8 2.5 <LOD <LOD <LOD
perindopril CBZ-D10 0.2 0.5 <LOD 0.6 0.1 8.9 0.1
propanolol CBZ-D10 0.2 0.5 <LOD <LOD <LOD
sulfamethoxazole SMX-13C 0.5 1.5 3.0 0.1 13.2 0.3 16.2 0.3
tramadol TRA-BC,D3| 0.2 0.5 <LOQ 8.7 0.3 11.7 0.2
trimethoprim TRI-D9 0.2 0.5 <LOD 1.4 0.2 <LOQ
venlafaxine CBZ-DI10 0.5 1.5 4.5 0.3 15.6 1.0 4.2 0.1

<LOD kimutatasi hatar alatt, < LOQ kimutatasi hatar felett, de meghatarozasi hatar alatt




Osszefoglalas

Osszesen 18 gyogyszerhatdanyag (atenolol, alprazolam, carbamazepine, cetirizine, citalopram,
clindamycin, diclofenac, ethinylestradiol, fluconazole, lamotrigine, lidocaine, naproxen,
perindopril, propanolol, sulfamethoxazole, tramadol, trimethoprim, venlafaxine) SPE-UPLC-

MS/MS vizsgalata tortént 3 felszini viz mintabdl kordbban validalt médszerekkel.

Minden mintat hdrom parhuzamos injektalassal elemeztiink, és eredményként a harom mérés
soran kapott atlagkoncentraciot adtuk meg a szorassal egyiitt. Az dsszes mért koncentracio a
modszerek korabban meghatarozott dinamikus tartomanyain beliil volt (atlagosan 1-250 ng/L),
¢s meghaladta a megfeleld analitokra vonatkoz6 kimutatasi hatart (LOQ). A mintdk harom

parhuzamos injektalasanak szorasa megfelelt a rendszeralkalmassagi kritériumoknak.
A 18 hatdéanyag koziil 14 keriilt kimutatasra a vizsgalt hdrom minta valamelyikében.
A 10 vakpréba (olddszer) egyikében sem mutattunk ki a vizsgalati komponenseket.

Osszesen 6 QC mintat injektaltuk az elemzés soran. Az elemzett QC mintdk mindegyike

megfelelt az eldzetes kovetelménynek.



Mellékletek
I. Mintaelokészités
Mintak kimérése, kiserd sztenderd adalékolasa

1,1 L felszini viz kimérése kalibralt mérohengerbe, valamint izotopjelolt kisérd sztenderdek

(IS) hozzaadasa a kovetkezok szerint:

1. 1 pg/mL IS sztenderd mix oldatbdol (metanol) 55 pL-t hozzdadni az 1,1 L vizhez

(homogenizalni), végso IS koncentracio 50 ng/L.
lug/mL IS mix Osszetétele:

Citalopram-D6, Carbamazepine-D10, Alprazolam-DS5, Trimetoprim-D9,
Sulfamethoxazole-C13, Tramadol-C13,D3, Diclofenac-13C6, Tebuconazole-D9, Atrazine-
D5, Imidacloprid-D4, Metolachlor-D6

2. 1 pg/mL Cl13-estradiol IS oldatbdl 11 pL-t hozzdadni az 1,1 L vizhez (homogenizalni),
végso IS koncentracio 10 ng/L.

Homogenizalast kdvetden a mintdk szlirése:

l. GF/A 1.6 um glass microfibre filter (#1820-047, Whatman)
2. GF/F 0.7 pm glass microfibre filter (#516-0345, VWR)

Mintak szilard fazisu extrakcioja (SPE) Dionex AutoTrace 280 (Thermo Scinetific, MA, USA)
SPE automata segitségével.

SPE cs6 tipusa: Strata X-CW 200 mg, 33 pm, 6 mL (Phenomenex)
Oldészerek:

1. Metanol (HPLC grade)

2. ultratiszta viz + 0.1% v/v hangyasav (HPLC grade)

3. 20% v/v acetonitril (HPLC grade) 80% 0.1% v/v hangyasav tartalmu ultratiszta viz
4. 20% NH4OH (ammoénia oldat 25% m/m) 80% acetonitril (HPLC grade)

5. 95% metanol 5% viz



SPE protokoll:

1. Process 6 Samples using the following method steps:

2. Condition Cartridge with 3.0 mL of MeOH into solvent waste

3. Condition Cartridge with 3.0 mL of H,O + 0.1% HCOOH into aqueous waste
4. Load 1000.0 mL of sample onto Cartridge

5. Rinse Cartridge with 6.0 mL of H>O + 0.1% HCOOH into aqueous waste

6. Rinse Cartridge with 6.0 mL of 20%ACN 80% H>0 + 0.1% HCOOH into aqueous waste
7. Wash Syringe with 6.0 mL of 20% ammonia 80% acetonitrile

8. Dry Cartridge with gas for 2.0 minutes

9. Soak and Collect 1.0 mL Fraction using 20% ammonia 80% acetonitrile

10. Pause for 1.0 minutes

11. Collect 4.0 mL Fraction into sample tube using 20% ammonia 80% acetonitrile
12. End

Az eluatumokat 5 mL-s Eppendorf csébe gyijtjiilk, majd nitrogén gazaram alatt szarazra

paroljuk. A szarazra parolt mintakat LC-MS analizisig -20 °C-on taroljuk.

Mintaelokészités LC-MS méréshez SPE utan szdarazra parolt mintakbol

A szérazra parolt mintakat 500 uL LC-MS tisztasagu acetonitrilben oldjuk vissza, az oldodast

30 sec vortex kevertetést kovetd 5 min ultrahangos vizflirdos kezeléssel segitjiik.

400 pL-hez 400uL ultratiszta vizet adunk. 30 sec vortex kevertetést kovetd 5 min ultrahangos
vizflirdds kezelést kdvetden 5 percig 4500 rpm centrifugéaljuk, majd a feliilluszobol a megfeleld

LC-MS/MS modszerekkel meghatarozzuk a mérendd komponenseket.

100 pL acetonitriles oldatot 2 mL-es Eppendorf cs6ben hormon méréshez derivatizalunk a

kovetkezo6k szerint:

100 pL minta + 20 pL dansyl chloride (40 mM/acetonitril) + 80 uL Na,COs-oldat (100
mM/H20) a megadott sorrendben. A Na;COs-oldat hozzdadasa utan a mintadkat késedelem
nélkiil vortexeljiik, majd egyszerre termoblokkba helyezziik, 15 percig 65 °C-on derivatizaljuk.
A reakci6 lejarta utdn a mintékat 5 percig 4 °C-on hiitjiik. Ezt kvetden 40 pL toluolt adunk a

mintakhoz és 1 percig vortexeljiik, majd 10000 rpm sebességgel, 5 percig centrifugéaljuk. A



feliiluszobol 80 pL-t gytjtiink és N> gdzaram alatt szarazra paroljuk. A szarazra parolt mintakat
-20 °C-on tartjuk az LC-MS mérésig. Minték visszaoldasa kozvetleniil LC-MS mérés el6tt: 125
uL LC-MS mindségli metanol + 125 pL ultratiszta viz, 30 sec vortex, majd hormonok

meghatarozasa LC-MS/MS modszerrel.

II. Analitikai modszerek

Késziilék: ACQUITY UPLC H-Class System (Waters, MA, USA)- Xevo TQ-S micro (Waters,
MA, USA)

1. Modszer (EPA Method 1694 szerint validalt, nem akkreditalt, UPLC-MS/MS, modszer belsé
megnevezése: Screening)

Ezzel a mddszerrel meghatarozva: atenolol, alprazolam, carbamazepine, cetirizine, citalopram,

diclofenac, lamotrigine, lidocaine, naproxen, sulfamethoxazole, tramadol, trimethoprim

Analitikai oszlop: XBridge Premier BEH C18 (100x2.1 mm i.d., 2.5 pm; Waters, MA, USA).

Oszloptermosztat: 40 °C

Injektalt térfogat: 10 pL.

A: ultratiszta viz + 0.1% v/v hangyasav (LC-MS grade)

B: metanol (LC-MS grade) + 0.1 % v/v hangyasav

Aramlasi sebesség: 0.4 mL/min

Gradiens:
1d6 [min] A% B%
initial 97 3
1 97 3
3,5 60 40
5 60 40
7 5 95
9 5 95
9,1 97 3
10 97 3




MRM atmenetek:

Hatéanyag tr M PI b1 [CE| DI2 |CE| DI3 | CE | CV
Atenolol 3,26 | 266,16 | 267,0 | 190,0 | 18 | 1450 | 25 | 74,0 | 25 | 25
Carbamazepine 7,29 | 236,10 | 237,0 | 194,0 | 22 | 165,0 | 40 | 179,0 | 35 | 25
Cetirizin 7,46 | 388,16 | 389,0 | 166,0 | 40 | 200,9 | 20 | 367,1 | 15 | 25
Citalopram 6,27 | 324,16 | 325,2 | 108,9 | 25 | 262,0 | 20 | 1659 | 25 | 25
Diclofenac 8,12 | 295,02 | 296,0 | 250,0 | 14 | 2780 | & | 2150 | 19 | 25
Lamotrigin 4,68 | 255,00 | 256,0 | 211,0 | 25 | 145,0 | 30 | 109,0 | 45 | 25
Lidokain 4,15 | 234,17 | 235,0 | 86,1 | 11 | 58,0 | 30 25
Naproxen 7,75 | 230,09 | 231,0 | 185,0 | 12 | 115,0 | 45 25
Sulfamethoxazole 4,53 | 253,05 | 254,2 | 156,0 | 15 | 108,0 | 24 | 92,0 | 20 | 25
Tramadol 4,59 | 263,19 | 264,2 | 58,0 | 13 | 246,2 | 8 25
Trimetoprim 3,96 | 290,14 | 291,2 | 230,1 | 20 | 123,1 | 25 | 261,0 | 25 | 20

tr: retencios ido [perc], M: monoizotopos tomeg, PI: anyaion, DI: leanyion, CE: fragmentdcios
fesziiltség [eV], CV: kupfesziiltség [V], félkovér kiemelés: kvantifikalashoz hasznalt dtmenet.
Kapillaris fesziiltség 3,0 kV (pozitiv ion mod), forras hémérséklet: 150 °C. Szaritogaz

homeérséklete: 450 °C, szaritogaz aramlas: 1000 l/ora, fiiggonygaz aramlas: 50 l/ora.

2. Modszer (EPA Method 1694 szerint validalt, nem akkreditalt, UPLC-MS/MS, modszer belso
megnevezése: WL4K, UPLC-MS/MS)

Ezzel a mddszerrel meghatarozva: clindamycin, fluconazole, venlafaxine

Analitikai oszlop: XSelect Premier CSH C18 (100%2.1 mm i.d., 2.5 um; Waters, MA, USA).

Oszloptermosztat: 60 °C

Injektalt térfogat: 1 uL.

A: ultratiszta viz + 0.1% v/v hangyasav (LC-MS grade)

B: metanol (LC-MS grade) + 0.1 % v/v hangyasav

Aramlasi sebesség: 0.4 mL/min

Gradiens:

1d6 [min] A% B%
initial 65 35

3 30 70

3,1 30 90

6 3 97

8 3 97

8,1 65 35

10 65 35




MRM atmenetek:

Hatéanyag tr M PI b1 [CE| DI2 |CE| DI3 | CE | CV
Clindamycin 1,59 | 424,18 | 425,2 | 126,2 | 25 | 377,0 | 20 | 3350 | 18 | 25
Fluconazole 1,48 | 306,10 | 307,1 | 219,8 | 15 | 238,2 | 15 | 169,0 | 25 | 25
Venlafaxine 1,26 | 277,20 | 278,3 | 58,0 | 18 | 121,0 | 25 | 147,0 | 25 | 25

tr: retencios ido [perc], M: monoizotopos tomeg, PI: anyaion, DI: leanyion, CE: fragmentacios
fesziiltség [eV], CV: kupfesziiltseg [V], félkover kiemelés: kvantifikalashoz hasznalt atmenet.
Kapillaris fesziiltség 3,0 kV (pozitiv ion mod), forrdas homérséklet: 150 °C. Szaritogaz

homérseéklete: 450 °C, szaritogadz aramlas: 1000 l/ora, fiiggonygaz dramlas: 50 l/ora.

3. Modszer (EPA Method 1694 szerint validalt, nem akkreditalt, UPLC-MS/MS, modszer belsé
megnevezése: HormoneDansyl)

Ezzel a médszerrel meghatarozva: ethinylestradiol

Analitikai oszlop: Acquity UPLC BEH C18 (1,7 um; 50 x 2,1 mm; Waters, MA, USA).

Oszloptermosztat: 60 °C

Injektalt térfogat: 10 pL.

A: ultratiszta viz + 0.1% v/v hangyasav (LC-MS grade)

B: metanol (LC-MS grade) + 0.1 % v/v hangyasav

Aramlési sebesség: 0.4 mL/min

Gradiens:
1d6 [min] A% B%
initial 30 70
9 5 95
11 5 95
11,1 30 70
13 30 70
MRM atmenetek:
Hatéanyag tr M PI DI1 CE DI2 CE DI3 CE |CV
17-a-etinilosztradiol | 2,89 | 529,23 | 530,2 170,9 35 114,9 70 156,0 55| 25

tr: retencios ido [perc], M: monoizotopos tomeg, PI: anyaion, DI: leanyion, CE: fragmentdcios

fesziiltség [eV], CV: kupfesziiltseg [V], félkover kiemelés: kvantifikalashoz hasznalt dtmenet.
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Kapillaris fesziiltség 3,0 kV (pozitiv ion mdd), forras homérséklet: 150 °C. Szaritogaz

homeérséklete: 450 °C, szaritogaz aramlas: 1000 l/ora, fiiggonygaz aramlas: 50 l/ora.

4. Modszer (EPA Method 1694 szerint validalt, nem akkreditalt, UPLC-MS/MS, modszer belsé
megnevezése: Drugs)

Ezzel a mddszerrel meghatarozva: perindopril, propranolol

Analitikai oszlop: XBridge Premier BEH C18 (100%2.1 mm i.d., 2.5 um; Waters, MA, USA).

Oszloptermosztat: 40 °C

Injektalt térfogat: 10 pL.

A: ultratiszta viz + 0.1% v/v hangyasav (LC-MS grade)

B: metanol (LC-MS grade) + 0.1 % v/v hangyasav

Aramlasi sebesség: 0.4 mL/min

Gradiens:
1d6 [min] A% B%
initial 85 15
1 85 15
11 5 95
12 5 95
12,1 85 15
15 85 15
MRM atmenetek:
Hatéanyag tr M PI DI1 CE DI2 CE DI3 CE | CV

perindopril 6,71 | 368,0 | 369,0 170,0 | 20| 172,0 |20 | 156,0 |30 |25
propranolol 5,95 | 259,0 | 260,0 183,0 | 15| 116,0 | 15 98,0 15| 25

tr: retencios ido [perc], M: monoizotopos tomeg, PI: anyaion, DI: leanyion, CE: fragmentdcios
fesziiltseg [eV], CV: kupfesziiltség [V], félkover kiemelés: kvantifikalashoz hasznalt atmenet.
Kapillaris fesziiltség 3,0 kV (pozitiv ion mod), forrds homérséklet: 150 °C. Szaritogaz

homérséklete: 450 °C, szaritogaz aramlas: 1000 l/ora, fiiggonygaz aramlas: 0 l/ora.
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III. Vak és QC (ellen6rzoé mintak)
Vak minta:

- acetonitril: ultratiszta viz 50:50 v/v% (1,2,4. mddszer)
- metanol: ultratiszta viz 50:50 v/v% (3. modszer)
Kovetelmény: célkomponensek <LOD.

QC minta:

10 ng/mL sztenderd mix + 50 ng/mL IS (tartalmaz: Carbamazepine, Tramadol, Diclofenac,

Sulfamethoxazole, Venlafaxine, Fluconazole + IS mix). Kovetelmény: 10,0 £+ 1,5 ng/mL.

Osszesen 10 olddszer-vakprobat injektaltuk az elemzés sordn. Az eredményeket
elfogadhatonak tekintettiik, ha a vakmintdkban nem mutattuk ki a célkomponenseket. A 10
oldoszer vakprobabol egyikben sem volt kimutathatdé a vizsgalt hatdoanyagok egyike sem.
Osszesen 6 QC mintét injektaltuk az elemzés soran. Az eredményeket érvényesnek tekintettiik,
ha a mért koncentraciok a névleges értékek +15%-an beliil voltak. Az elemzett QC mintak

mindegyike megfelelt a kdvetelménynek.

CBZ | TRA | DIC | SMX | VEN | FLU Kovetelmény Mindsités
QC_1 10.9 9.2 9.0 8.8 9.0 9.0 10.L0£1.5 megfelelt
QC 2 10.7 9.0 9.1 8.9 8.9 8.8 10.L0£1.5 megfelelt
QC3 10.4 8.8 9.0 9.2 9.2 8.8 10.L0£1.5 megfelelt
QC 4 10.9 8.5 8.9 8.6 10.5 8.6 100+ 1.5 megfelelt
QC_5 10.5 9.3 8.9 9.1 11.2 8.6 100+ 1.5 megfelelt
QC_6 11.0 9.3 9.0 8.9 10.6 8.8 100+ 1.5 megfelelt

CBZ carbamazepine, TRA tramadol, DIC diclofenac, SMX sulfamethoxazole, VEN venlafaxine,
FLU fluconazole
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