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POVZETEK

Sedaj uveljavljene metode za dolocanje vsebnosti tezkih kovin kot necistot v substancah za
farmacevtsko uporabo in v gotovih zdravilih v precej$nji meri temeljijo na limitnem testu
tvorbe obarvanih sulfidov ter nam kot take podajajo nespecifi¢ne in pogosto nezanesljive
informacije, zato se v naslednjih letih na tem podro¢ju pripravljajo obcutne spremembe.
Sodobne inStrumentalne metode nam omogocajo znatno obcutljivejSo in bolj zanesljivo
analizo toksi¢nih elementov v farmacevtskih izdelkih ter tako izboljSano kontrolo kakovosti in

vecjo varnost pacientov.

Magnezijev stearat je ena od zelo pogosto uporabljenih pomoznih snovi v proizvodnji zdravil.
Najveckrat se uporablja kot drsljivec pri izdelavi kapsul in tablet v koncentracijah med 0,25 %
do 5,0 %. Evropska farmakopeja v monografiji magnezijevega stearata med preizkusi
predpisuje dolocanje kadmija, svinca in niklja z atomsko absorpcijsko spektroskopijo (AAS)
z metodo standardnih dodatkov. Njihova vsebnost je zaradi toksi¢nosti omejena na 3.0 ppm
(Cd), 10.0 ppm (Pb) in 5.0 ppm (Ni). Predpisana metoda je sicer specificna in dovolj
obcutljiva, vendar ¢asovno zamudna, saj dolocamo vsak element posebej, hkrati pa je zaradi

standardnih dodatkov k vzorcu potrebno veliko Stevilo raztopin in meritev.

Kot alternativnho metodo smo razvili postopek dolo¢anja Cd, Pb in Ni z masno spektrometrijo
z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS) z metodo zunanjega standarda oz. direktno
kalibracijo, ki nam omogoca hkratno doloc¢anje vseh treh elementov, kar bistveno skrajsa cas
analize. Analizni postopek smo validirali v skladu z ICH smernicami za validacijo analiznih
metod in novim poglavjem ameriske farmakopeje za doloCanje elementnih necistot (233>
Elemental Impurities — Procedure) ter potrdili njegovo to¢nost, natanc¢nost, linearnost in
robustnost. Razviti ICP-MS postopek v primerjavi s farmakopejskim AAS postopkom dosega
bistveno nizje meje dolocljivosti ter boljSo natancnost (ponovljivost). Njegovo primernost za
dolo¢anje Ni, Cd in Pb v magnezijevem stearatu smo potrdili z analizo §tirih razli¢nih vzorcev
magnezijevega stearata z obema metodama (ICP-MS in AAS), ki sta dali primerljive

rezultate.

Ocenjujemo, da je ICP-MS postopek zaradi svoje specifi¢nosti in obcutljivosti nadvse
primeren za dolocanje Stevilnih toksi¢nih elementov v substancah za farmacevtsko uporabo in

v gotovih zdravilih.



ABSTRACT

Current well-established methods for the determination of the content of heavy metals as
impurities in substances for pharmaceutical use and in finished medicinal products are largely
based on the limit test of formation of coloured sulfides. As such, they provide unspecific and
often unreliable information. Therefore, significant changes are expected in this area in the
next years. Modern instrumental methods enable significantly more sensitive and more
reliable analysis of toxic elements in pharmaceutical products and consequently improved

quality control and greater safety for the patients.

Magnesium stearate is one of the most commonly used excipients in the manufacture of
medicines. Usually it is used as a lubricant in the preparation of capsules and tablets at
concentrations between 0.25% and 5.0%. The Tests chapter of the Magnesium stearate
monograph in the European Pharmacopoeia prescribes the cadmium, lead and nickel
determination by atomic absorption spectroscopy (AAS) using the standard additions method.
Due to toxicity, their content is limited to 3.0 ppm (Cd), 10.0 ppm (Pb) and 5.0 ppm (Ni). The
prescribed method is specific and sensitive, but on the other hand it is also time-consuming
since each element is determined individually and at the same time, a large number of

solutions and measurements are required because of standard additions to the sample.

As an alternative method, we have developed a procedure for the determination of Cd, Pb and
Ni by mass spectrometry with inductively coupled plasma (ICP-MS) using the external
standard method (the direct calibration). It allows the simultaneous determination of all three
elements, which significantly reduces the time of analysis. The analytical procedure was
validated according to ICH guidelines for validation of analytical methods and a new chapter
of American Pharmacopoeia (USP) for the determination of elemental impurities (233>
Elemental Impurities - Procedure). Its accuracy, precision, linearity and robustness were
confirmed. When compared to pharmacopoeial AAS method the ICP-MS procedure shows
much lower limit of quantitation and better precision (repeatability). Its suitability for the
determination of Ni, Cd and Pb in Magnesium stearate was confirmed by the analysis of four
different samples of Magnesium stearate with both methods (ICP-MS and AAS) which gave

comparable results.



We estimate that because of its specificity and sensitivity, the ICP-MS procedure is highly
appropriate for determining the number of toxic elements in substances for pharmaceutical

use and finished pharmaceutical products.
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1 UVOD
1.1 TEZKE KOVINE

Kovine so skupina elementov, ki imajo posebne fizikalne lastnosti: dobro prevajajo elektriko
in toploto, imajo znacilen kovinski sijaj in vecina med njimi lahko poljubno oblikujemo, saj
so raztegljive in kovne. Od 111-ih poznanih elementov periodnega sistema predstavljajo

kovine vecino, to je 67 elementov (1).

Med tezke kovine spadajo po definiciji po Bjerrumu tiste, katerih relativna gostota je vsaj
sedem-krat ve&ja, kot je gostota vode (> 7 g/cm’). Mednje spadajo prehodne kovine, nekateri

metaloidi, pogosto so to arzen, telur in antimon, ter lantanoidi in aktinoidi (2).
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Slika 1: Periodni sistem elementov. Med tezke kovine uvrscamo prehodne kovine (vijolicno
obarvanje), nekatere metaloide (temno zeleno obarvanje), Sibke kovine (temno modro

obarvanje, razen alkalijskih in zemljoalkalijskih kovin), ter lantanoide in aktinoide (svetlo
modro obarvanje).

Obstajajo pa Se druge definicije. Izraz tezke kovine se veckrat uporablja nepravilno, saj z njim

pogosto oznacujemo vse kovine in polkovine (metaloide), ki se pojavljajo kot onesnazevalci



okolja. Prav tako jih pogosto povezujemo tudi s potencialno toksi¢nostjo. Tak primer je
aluminij, ki ne spada med tezke kovine (relativna gostota je 1,5 g/cm’), je pa pomemben
onesnazevalec okolja, ter se kopi¢i v mozganih in ga povezujejo z nastankom Alzheimerjeve
bolezni. Obenem izraz tezke kovine ne uposteva, da imajo kovine in njihove spojine zelo
razliéne fizikalno-kemijske, bioloske in toksikoloSke lastnosti. Ista kovina se tako lahko
nahaja v razlicnih oblikah, kar imenujemo speciacija (1, 3). Zaradi vsega naStetega novejSa
toksikoloska literatura uporablja samo izraz kovine, izraz tezke kovine pa se opusc¢a. Tudi
mednarodna unija za Cisto in uporabno kemijo (IUPAC) zaradi protislovnih opredelitev in

neenotne znanstvene podlage izraz tezke kovine oznacuje kot zavajajoc (4).

1.1.1Tezke kovine kot necistote v farmaciji

Poznamo tri kategorije necistot in sicer organske necistote (sorodne snovi), anorganske
necistote in ostanke topil. Necistotam se ne moremo popolnoma izogniti. Njihova prisotnost
ne doprinese k terapevtskemu ucinku zdravil, lahko pa imajo Skodljiv vpliv na zdravje
uporabnika in na kakovost samega zdravila. Tezke kovine spadajo v kategorijo anorganskih
necistot (5). Varnost, prav tako Skodljive posledice, ki jih povzrocajo necistote (kovine in
nekovine) sta doloCena z farmakoloSko-toksikoloskim profilom. Necistotam v farmaciji
posvecamo vedno vecjo pozornost (6). Te snovi namre¢ lahko predstavljajo veliko tveganje
za uporabnike farmacevtskih izdelkov, zato jih je potrebno obvladovati skozi vse faze razvoja

posameznega zdravila.

Tezke kovine, kot so svinec, nikelj in kadmij, v farmacevtskih izdelkih ze v zelo nizkih
koncentracijah predstavljajo resno nevarnost za zdravje (7). Dnevni vnos 0,06 mg svinca v
obdobju enega meseca zado$¢a za kroni¢no zastrupitev, ki povzro¢i okvaro ledvic,
osteomalacijo in obstruktivno plju¢no bolezen (8). Kadmij je rakotvorna snov, ki zaradi
kopicenja v CloveSkem telesu in dolge razpolovne dobe 30 let, predstavlja zelo resno
nevarnost za zdravje (9). Toksikologi e vedno preucujejo ucinke razli¢nih elementov na ljudi
in na podlagi podatkov o varnosti spreminjajo dovoljene mejne vrednosti. Posledi¢no moramo
farmacevtske izdelke testirati na razli¢ne elemente. Necistote oziroma ostanki kovin se lahko
v farmacevtskih izdelkih znajdejo iz razli¢nih vzrokov, vkljuéno z vnosom preko kovinskih
katalizatorjev in reagentov, ki se uporabljajo pri sintezi zdravilnih ucinkovin (ZU) in
pomoznih snovi ali ob prehajanju iz opreme. Ravno zato se zZe v teku razvoja farmacevtskega
izdelka izvaja nadzor nad vsebnostjo kovin, ki morajo biti v koncentracijah, ki so varne za

uporabnika. Hkrati pa morajo biti prizadevanja za omejitev le teh sorazmerna s tveganjem, ki
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je ocenjeno v vsaki fazi razvoja. Pri tem je nujno potrebno upostevati obseg nevarnosti,

indikacije bolezni, velikost in znacilnost izpostavljene populacije, ter trajanje izpostavljenosti

(10).

1.2 REGULATORNE OSNOVE ZA DOLOCANJE KOVIN V
SUBSTANCAH ZA FARMACEVTSKO UPORABO (SFU)

1.2.1 Farmakopejske metode za dolo¢anje kovin

V Evropski farmakopeji (Ph. Eur) in Ameriski farmakopeji (USP) je za spremljanje
koncentracij tezkih kovin v substancah za farmacevtsko uporabo (SFU) predpisan limitni test,
ki temelji na barvni reakciji in tvorbi obarvanih sulfidov med kovinami in vodikovim

sulfidom (11).

Pb>" + H,S — PbS| + 2H"

Zaradi toksic¢nosti vodikovega sulfida se uporablja tioacetamidni reagent (11), iz katerega v

kislem vodnem mediju nastaja vodikov sulfid in je njegov prekurzor.

J_I\ m’- )_I\ + H,S

H,C NH, H,C NH,

Slika 2: Tvorba vodikovega sulfida iz tiocetamida v kislem (11).

S testom lahko dolo¢imo samo tiste kovine, ki s sulfidnimi ioni pri predpisanih pogojih
tvorijo obarvane spojine. To so arzen, selen, kadmij, indij, kositer, antimon, svinec, bizmut,
srebro, paladij, platina, Zivo srebro, molibden in rutenij. Ostale kovine kot so Zelezo, krom in

nikelj niso vkljucene v ta test (11).

V USP so v poglavju, ki obravnava doloc¢anje tezkih kovin, opisane tri metode (12). Podobno
je tudi v Ph. Eur (13), Britanski (BP) in Japonski (JP) farmakopeji. Metoda I se nanasa na

SFU, ki v topilu, predpisanem za raztapljanje, tvorijo pred dodatkom tioacetamida brezbarvne



raztopine, zato je predvideno samo raztapljanje in redCenje vzorca. Metodi II in III se
nanasata na SFU, ki tvorijo obarvane raztopine, zato je potreben dodaten razkroj vzorca, pri

¢emer pa lahko lazje hlapne kovine izhlapijo.

Pomanjkljivost te metode je v tem, da je nespecificna, saj je rezultat ki ga podamo, vsota
razli¢nih kovin. Dolo¢amo lahko le kovine, ki dajejo obarvane kovinske sulfide, poleg tega je
v primeru uporabe metod II in III mozna velika napaka pri dolocanju lahkohlapnih kovin
(zivo srebro, arzen, svinec, kadmij, selen, kositer, antimon). Ker barvo vzorca vizualno
primerjamo z barvo standardne raztopine svinca, rezultatov ne podajamo numeri¢no, ampak

opisno glede na barvo standardne raztopine (14).

USP je nedavno sprejela koncni razli€ici dveh novih poglavij, ki se nanaSata na teZzke kovine,

oziroma $irSe na elementne necistote:

e Splosno poglavje <232> FElemental Impurities — Limits, ki omejuje vsebnosti
posameznih elementov v zdravilih glede na njihovo toksi¢nost in nacin aplikacije
zdravila (niZje meje za parenteralna in inhalacijska zdravila v primerjavi s

peroralnimi)

e Splosno poglavije <233> Elemental Impurities — Procedure, ki za doloCanje
elementnih necistot navaja dve inStrumentalni metodi: Atomska emisijska
spektrometrija z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-AES) in masna spektrometrija z
induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS). Ostale (alternativne) analizne metode so

dopustne v primeru, da dosegajo predpisane kriterije.

Splosni poglavji bosta objavljeni v drugemu dodatku k USP 35-NF 30, ki bo vstopil v veljavo
s 1. decembrom 2012. Od 1. maja 2014 bo skladnost z novima poglavjema zahtevana za vsa
zdravila. Hkrati z novimi zahtevami bodo vse reference na obstojece splosno poglavje <237>

Heavy metals izbrisane iz monografij (15).
1.2.2 Doloc¢anje kovin, ki izvirajo iz kovinskih katalizatorjev in reagentov

Evropska agencija za zdravila (EMA) je leta 2008 izdala smernico za spremljanje
koncentracij kovin, katerih izvor je v uporabi kovinskih katalizatorjev pri sintezi SFU ali so
posledica uporabe spojin s kovinami v fazi sinteze (14). V kon¢nih farmacevtskih oblikah

koncentracij ni treba spremljati, ¢e v vseh SFU dosegamo specifikacijske meje, predpisane z



omenjeno smernico. Kovine v skladu z omejenim predpisom glede toksi¢nosti razdelimo na

tri skupine (10):

e l. skupina: uvrs¢amo kovine z veliko nevarnostjo za zdravje (platina, paladij, iridij,

rodij, rutenij, osmij, molibden, nikelj, krom, vanadjij).

o II. skupina: uvrS¢amo kovine z nizko nevarnostjo za zdravje (baker in mangan) in so

lahko esencialne ter prisotne v razli¢nih vrstah hrane ali prehrambenih dodatkih.

o I11. skupina: uvr§¢amo kovine z minimalno nevarnostjo za zdravje (Zelezo, cink), ki so

toksic¢ne Sele v visjih odmerkih in je njihovo toksi¢no delovanje poznano.

Dovoljen dnevni vnos (PDE — Permitted Daily Exposure), izrazen v pg/dan, je definiran kot
tista sprejemljiva koli¢ina, ki tudi ob kroni¢ni izpostavljenosti kovinam ne povzroca
Skodljivih u¢inkov za zdravje. PDE je definiran za posamezne skupine kovin in se razlikuje
glede na vrsto aplikacije (npr. peroralna, parenteralna ter inhalacija). PDE se giblje med 100
(I. skupina) in 13000 pg/dan (III. skupina) za peroralno aplikacijo in med 10 in 1300 pg/dan

za parenteralno aplikacijo (10, 14).

V dolocenih primerih, ko dokaZzemo, da SFU wvsebujejo manj kot 30 % dovoljene

koncentracije kovine, predpisane v omenjeni smernici, lahko testiranje opustimo.

Smernica kot primerne metode za doloCanje koncentracij kovin priporoca tiste, ki so
specificne in jih je moZno validirati. Uporaba nespecificnih metod ni dovoljena, razen v

izjemnih primerih, ko so v SFU prisotne samo kovine II. ali III. skupine (14).

1.3 NIKELJ, KADMIJ IN SVINEC

1.3.1 Lastnosti in toksikoloski podatki niklja

Nikelj je v VIIIL. stranski skupini periodnega sistema, v tako imenovani Zelezo-kobalt-nikljevi
skupini. Po svojih kemijskih in biokemijskih lastnosti je podoben kobaltu. V elementarni
obliki je nikelj v naravi redek, najpogosteje je v spojinah z Zveplom, arzenom in antimonom,
redkeje je zastopan v silikatnih mineralih. V naravi je poznanih pet nikljevih izotopov: **Ni
(67,9 %), °°Ni (26,2 %), ®'Ni (1,19 %), **Ni (3,66 %) in **Ni (1,08 %) (14). Znane so spojine

niklja z oksidacijskimi stanji od 0 do +4, v bioloskih sistemih pa je najpogostejSe oksidacijsko
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stanje +2 (14). Nikelj se uporablja v elektroindustriji pri izdelavi nikelj-kadmijevih baterij,
elektricnih vezij, pomembno vlogo ima tudi pri zasCiti materialov in izdelavi razli¢nih zlitin.
Nikelj in njegove zlitine se zelo pogosto uporabljajo kot katalizator pri reakcijah

hidrogeniranja v kemijski, prehrambeni in farmacevtski industriji.
Najbolj znan je Raney-nikelj, ki je fino porazdeljena nikelj-aluminijeva zlitina (16).

Nikelj je v manjsih koli¢inah za Zivali esencialen element, saj uravnava mikrofloro v ¢revesju,
pri ljudeh pa se predvideva, da je tudi esencialen, vendar je njegova funkcija nepoznana. Na
splosno se vodotopne nikljeve spojine, kot je nikljev nitrat, bolje absorbirajo kot netopne. Na
teSCe je absorpcija iz gastrointestinalnega trakta okoli 50 %, vendar se lahko dramati¢no
zmanjSa ob zauzitju nekaterih hranilnih sestavin kot so askorbinska kislina, tanini in fosfati. Iz
hrane se tako v povpre¢ju absorbira okoli 10 % zauzitega niklja, iz pitne vode pa okoli 25 %.
Srednja letalna koncentracija (LDso) za nikljev sulfat znasa 300 ppm, medtem ko je za skoraj
netopen nikljev oksid ve¢ kot 5000 ppm. Osnova za regulativne ocene, oziroma presoje je
dvoletna Studija aplikacije nikljevega sulfata skupaj s hrano na podganah. Najvisja
koncentracija, pri kateri ne zaznamo ucinka (NOEL) iz te Studije je 5 ppm niklja na dan (10).
Prav tako je bil dolocen NOEL z 90-dnevno Studijo na podganah za nikljev klorid. Pri tej
Studiji je bilo mo¢ opaziti zmanjSanje parametrov rdecih krvnih telesc in spremembe v
aktivnosti encimov v serumu (10). Za nikljev sulfat je bila narejena tudi dvoletna $tudija na
psih, ki je pokazala poskodbe kostnega mozga in plju¢ pri najvisjem odmerku. NOEL je bil
ocenjen na 29 ppm niklja na dan (10). Ceprav so porodali o majhni ”in vitro” genotoksi¢nosti
nikljevih spojin, ni dokazov, ki bi kazali, da so nikljeve spojine rakotvorne, zlasti pri peroralni
aplikaciji. Kromosomske aberacije so opazili pri “in vivo ”$tudijah pri ljudeh in laboratorijskih
zivalih z inhaliranjem. Po tej poti aplikacije pa je izpostavljenost niklju in nikljevim spojinam
rakotvorna oziroma kancerogena in povzroca plju¢nega raka in raka nosu. Zelo dobro je
poznan alergijski kontaktni dermatitis kot posledica izpostavljenosti niklju in nikljevim

spojinam, Se posebej pri Zenskah (verjetno zaradi nosenja nikljevih uhanov) (10).
1.3.2 Lastnosti in toksikoloski podatki kadmija

Kadmij je kemijsko podoben cinku in Zivem srebru in je v II. skupini periodnega sistema. V
naravi je poznanih osem kadmijevih izotopov. Dva izmed njih sta naravno radioaktivna, to sta
Bcd (12,22 %) in ''°Cd (7,49 %), za tri se pricakuje da razpadejo, vendar ta razpad ni
ekspirementalno dokazan. To so '°Cd (1,25 %), '°*Cd (0.89 %), '"*Cd (28,73 %). Vsaj trije

11



izotopi ''°Cd (12,49 %), '''Cd (12,8 %) in '*Cd (24,13 %) so stabilni. Kadmij je najpogosteje

v oksidacijskem stanju +2, obstaja pa tudi oksidacijsko stanje +1 (17).

Ljudje smo dnevno izpostavljeni nizkim koncentracijam kadmija preko hrane, vode in zraka.
Glavni del dnevnega vnosa kadmija predstavlja hrana, vnos z vodo predstavlja le manjsi del,
preko koze pa ne vstopa. Visoke koncentracije kadmija najdemo predvsem v jetrih in ledvicah
odraslih zivali. Poglavitni vir kadmija predstavlja kajenje, saj vnos le tega podvoji. Ljudje
vsak dan zauzijemo od 20 do 40 pg kadmija z vdihavanjem in s hrano, vendar se ga od tega
absorbira samo od 5 do 10 %. Absorpcija v telo je odvisna od topnosti snovi, pa tudi od
vsebnosti kalcija, zeleza in beljakovin v hrani (18). Kadmij se v krvi veze na beljakovine
metalotionein, katere se v manjsSih koli¢inah izlo¢ajo v kri. Sinteza teh beljakovin verjetno
predstavlja telesu obrambni mehanizem proti strupenemu ionu kadmija (Cd*"). IzloGanje
kadmija iz telesa se odvija peko ledvic, kjer se prosto filtrira, reabsorbira in ostane v
tubularnih celicah. Nalaganje v skorji vodi v okvaro ledvic z izlo¢anjem beljakovin. Tako je

koncentracija kadmija v ledvicah deset tiso¢ krat visja kot v krvi (19).

Raven kadmija v telesu se povecCuje s starostjo do petdesetega leta, nato zacne upadati.
Bioloski razpolovni ¢as je dolg in znasa 10-35 let. Kadmij in njegove spojine v Cloveskem
telesu nimajo nobene vloge, so pa toksicne Ze v zelo majhnih koncentracijah. Eden od
mehanizmov njegove toksi¢nosti je motenje delovanja encimov, ki vsebujejo cink. Akutna
izpostavljenost kadmijevim spojinam drazi zelodec in lahko povzroc¢i bruhanje in drisko, ter
gripi podobne simptome, vklju¢no z mrzlico, povisano telesno temperaturo in boleinami v
miSicah. Moten je tudi metabolizem kalcija in vitamina D s posledi¢no osteomalacijo in
osteoporozo, kar povecuje tveganje za zlome. PovzroCa tudi tezave pri reprodukciji,

kardiovaskularne bolezni ter hipertenzijo.

Mednarodna agencija za raziskavo raka (IARC) je kadmij in kadmijeve spojine uvrstila med
rakotvorne snovi prve kategorije (20). Studije so pokazale in potrdile, da z inhaliranjem
povecamo tveganje za nastanek raka plju¢ in prostate, lahko pa povzrocajo tudi raka ledvic

trebusne slinavke in mod (21).
1.3.3 Lastnosti in toksikoloski podatki svinca

Svinec se nahaja v IV. skupini periodnega sistema. V naravi so poznani §tirje izotopi: *'Pb
(1,4 %), ki je rahlo radioaktiven, *Pb (24,1 %), **’Pb (22,1 %) in ***Pb (52,4 %). Izotopi

2pp, 27pp in ?®Pb so stabilni in so verjetno nastali iz radioaktivnega razpada dveh izotopov
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urana (*°U in **U) in enega izotopa torija (*°Th) (22). Svinec je neesencialen toksiéni
element, ki se kopi¢i v organizmu. Glavni vir pri nekadilcih sta voda in hrana (23). V
anorganski obliki vstopa v telo preko gastrointestinalnega trakta, nekaj pa tudi preko pljuc,
medtem ko v organski obliki lahko prehaja tudi preko neposkodovane koze (24). Svinec je
poznan kot nevrotoksin, akumulira se v kosteh in se iz njih mobilizira med nosecnostjo in
laktacijo ter tako povzroca izpostavitev ploda in dojenckov, pri tem pa je pomembna
izpostavljenost matere svincu do nosecnosti (25). Absorpcija vdihanega anorganskega svinca
je okoli 95 %, gastrointestinalna absorpcija pa je odvisna od fizioloskega stanja izpostavljene
osebe in pa od vrste svinceve spojine. Po podatkih svetovne zdravstvene organizacije (WHO)
je nevarna in toksi¢na doza ¢e zauzijemo ve¢ kot 500 pg/dan svinca. Danes je nivo svinca v

krvi, pri katerem je potrebno ukrepanje, 100 pg/l (26).

Posebno ogrozena skupina so otroci, ki zauzijejo okoli 50 % svinca direktno iz onesnaZenih
tal, od tega ga 40-50 % zadrZijo v telesu. Odrasli zadrzijo v telesu le 3-10 % zauzitega svinca.
Razlogi za vec¢jo ogrozenost otrok so odvisni od nekaterih bioloskih dejavnikov kot so nezrel
metabolizem, vecja izpostavljenost. Spodaj navedena tabela prikazuje koli¢ino svinca v krvi
in Skodljive u€inke na organizem pri otrocih. Te vrednosti so priblizne, ker nanje vplivajo
razliéni faktorji izpostavljenosti (doza, starost osebe ob izpostavi, trajanje izpostavljenosti,

zdravje in zivljenjski stil izpostavljene osebe, prehranjevanje, kemijske oblike svinca).

Tabela 1: Skodljivi ucinki razlicnih koncentracij svinca pri otrocih (26).

Koli¢ina svinca v krvi (ng/l) Ucinek
100 zmanjSana rast, manjsi inteligen¢ni kvocient,
slabsi sluh
200 spremembe Ziv¢nih funkcij
400 zmanj$ano nastajanje hemoglobina
600 trebusni krci
700 slabokrvnost
800 poskodbe ledvic
850 poskodbe mozganov
1300 smrt
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Toksi¢no delovanje na kardiovaskularni sistem povzroci predvsem povecan krvni pritisk, na
zivéni sistem pa najpogosteje povzroC€i svincevo encefalopatijo in periferno motoricno
nevropatijo. Prav tako je ugotovljeno, da izpostavljenost svincu povzro¢i anemijo, ki je glaven

znak zastrupitve s svincem, ter svin¢evo nefropatijo.

Izpostavljenost svincu in svin€enim zmesem poveca tveganje za nastanek plju¢nega raka in
raka na Zelodcu in mehurju. Povzroc¢a tudi kromosomske odklone (strukturne in Stevil¢ne
spremembe kromosomov), poskodbe DNA in fragmentacijo, inhibira aktivnhost DNA in RNA

polimeraze (27).
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1.4 MAGNEZIJEV STEARAT

Magnezijev stearat je zmes magnezijevih soli vi§jih mascobnih kislin. Glavnino tvorita
magnezijeva sol stearinske kisline in magnezijeva sol palmitinske kisline v razlicnih
razmerjih. Delez stearinske kisline v kislinski frakciji je vsaj 40,0 %, vsota delezev stearinske
in palmitinske kisline v kislinski frakciji pa je vsaj 90,0 % (13). Je lahek, fino mlet ali
precipitiran praSek z nizko gostoto, znacilnega vonja po stearinski kislini. Prasek je masten na
otip in se prilepi na kozo. Je netopen v vodi in brezvodnem etanolu (13). Uporablja se v
kozmeti¢ni, prehrambeni in farmacevtski industriji. V farmacevtski industriji se uporablja kot
ekscipient oziroma pomozZna snov v proizvodnji kapsul in tablet v koncentracijah med 0,25 %

do 5,0 % (28).
Uporaba v farmacevtski industriji (29):

e drsljivec oziroma lubrikant (mazivo) - zmanjsa trenje med delci in steno tabletirke med
stiskanjem in izmetom tablete

e pravo drsilo (glidant) - izboljsa pretocne lastnosti prahov

eantiadheziv - zmanjSa adhezijo med praSkom in pecati tabletirke in tako preprecijo

lepljenje

Slika 3: Prikaz delcev magnezijevega stearata z metodo vrsticnega elektronskega mikroskopa

(SEM) pri 600 kratni povecavi (28).
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Magnezijev stearat se pripravlja po dveh postopkih. Z reakcijo vodnih raztopin
magnezijevega klorida in natrijevega stearata, in z reakcijo magnezijevega oksida ali
magnezijevega karbonata s stearinsko kislino pri poviSani temperaturi. Ni kompatibilen z

mocnimi kislinami, alkalijskimi in Zelezovimi solmi, ter mo¢nimi oksidanti (28).

Magnezijev stearat je na sploSno netoksicna spojina po peroralni aplikaciji. Pri zauzitju
velikih koli¢in lahko povzro¢i odvajalni ucinek in drazenje mukusa. Toksi¢nostne ocene na
podganah so pokazale, da ne drazi koze in je netoksi¢en po peroralni aplikaciji in z
inhaliranjem. Magnezijev stearat ni rakotvoren. LDs, z inhaliranjem pri podganah znasa vec

kot 2 mg/1, peroralno pa vec¢ kot 10 mg/1 (28).

1.5 MASNA SPEKTROMETRIJA Z INDUKTIVNO SKLOPLJENO
PLAZMO (ICP-MS)

V farmacevtski industriji je dolo¢anje kovin v reagentih, intermediatih, ZU in gotovih
izdelkih nujno za zagotavljanje kakovosti farmacevtskih izdelkov. Regulatorne oblasti glede
vsebnosti kovin, vse veC pozornosti namenjajo sodobnim elementno specificnim
kvantitativnim informacijam in analiznim metodam, ki dosegajo izredno nizke meje detekcije
(LOD) in meje doloc¢ljivosti (LOQ). Pri¢akujemo lahko, da bodo te analizne metode v bliznji
prihodnosti popolnoma nadomestile nespecifi¢ne limitne metode. Specificne kvantitativne
metode so poleg ICP-MS metode tudi atomska absorpcijska spektrometrija (AAS), atomska
emisijska spektroskopija z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-AES), masna spektrometrija z

vzorcevanjem z lasersko ablacijo (LA-ICP-MS).

ICP-MS je metoda za kvantitativno doloCanje posameznih elementov oziroma izotopov v
vzorcih. Je kombinacija induktivno sklopljene plazme, ki je izvor vzbujenih ionov
posameznih elementov, in masnega spektrometra, katerega funkcija je merjenje razmerja

mase atomov oziroma izotopov elementov in njihovega naboja (m/z).

Prvi komercialni inStrumenti so se pojavili leta 1980 (30). Danes je ICP-MS ena izmed

vodilnih analiznih metod za dolo¢anje kovin in nekovin, ter razmerja njihovih izotopov.
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sistem za vzbujanje ionov sistem ionskih le¢ masni analizator

masni detektor
L A ——
e e
T— 1

plazemsko vakuumski vmesnik

sistem za vnos vzorca

sistem za obdelavo podatkov

Slika 4: Osnovna shema ICP-MS sistema (31).

Osnovni deli ICP-MS sistema so:

e Sistem za vnos vzorca

¢ Induktivno sklopljena plazma, ki je sistem za vzbujanje ionov
¢ Plazemsko vakuumski vmesnik

e Sistem ionskih le¢

e Masni analizator

e Detektor

e Sistem za obdelavo podatkov
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Natanc¢nejsi prikaz komponent enega izmed modelov sistema ICP-MS je prikazan na sliki 5.

ionske le¢e  kvadrupol masni detektor

/
/

ICP . I
plazemski plin (Ar) plamenica VMesnik

pomozni plin (Ar)

razprsilna komora || | sl
|

nosilni plin (Ar) —— S
=] peristaltiéna
érpalka

1]

VZorec

posnemalni stoZec .
turbomolekularni
érpalki

plazma

vakuumski &rpalki

vzoréevalni stoZec povezava do

vakuumske crpalke

Slika 5: Natancnejsi prikaz komponent enega izmed modelov sistema ICP-MS (30, 32).

1.5.1 Sistem za vnos vzorca

Sistem za vnos vzorca je eden izmed najpomembnejSih komponent ICP-MS sistema. Glavni
namen je pretvorba tekoCega vzorca v aerosol in nato ucinkovit prenos manjsih kapljic
aerosola v srediS¢e plazme, medtem ko se vec¢je kapljice iz sistema odstranijo (30). Aerosol
nastane, ko tekoC vzorec potuje preko peristalticne ¢rpalke skozi pnevmatski razprSilec v
razprS$ilno komoro, katere funkcija je locitev vecjih kapljic od manjSih in odstranitev
pulzirajo¢ih nihanj tekoCega vzorca, ki nastanejo zaradi vnosa le tega preko peristalticne
¢rpalke (33). V pnevmatskem razprsilcu pride do meSanja tekocega vzorca in nosilnega plina
argona in tako do tvorbe finega aerosola. Konstantna temperatura v razprSilni komori

zagotavlja enakomeren vnos vzorca v plazmo (30).
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manjie kapljice na ICP
4

razpréilec

VZorec

— aerosol

nosilni plin (Ar) —

odvajanje vegjih —7

kapljic vzorca

Slika 6: Skica razprsilne komore (30, 32).

1.5.2 Induktivno sklopljena plazma (ICP)

Induktivno sklopljena plazma (ICP) je najpogosteje uporabljen plazemski izvor v masni
spektrometriji (33). Plazma je visokotemperaturni plamen v toku inertne atmosfere argona.
Njena vloga je ustvarjanje vzbujenih ionov iz aerosola (30). Nastaja v toku argona v kvarcni
cevi ali plamenici. Plamenica je sestavljena iz treh koncentri¢nih kvarénih cevi, skozi katere
teCe tok argona, katerega skupni pretok znasa 5 1/min do 20 I/min (8). Argon se uporablja za
generiranje plazme (vstopa skozi zunanjo cev), kot izolator (vstopa skozi zunanjo cev) in kot
nosilec vzorca (vstopa skozi osrednjo cev). Kvar¢na cev oziroma plamenica je obdana z

bakrenim navitjem, skozi katerega tece radiofrekvencni tok, ki ustvari mo¢no magnetno polje.

Teslina tuljava ob plamenici povzro¢i iskro, ki preleti tok argona. Tako se nekaj atomov
ionizira, kar privede do nastanka kationov in elektronov. Prelet nabitih delcev skozi magnetno
polje povzrodi njihovo nihanje in s tem trke med elektroni in Ar’ ioni z nevtralnimi Ar atomi,

kar privede do nastanka novih ionov in elektronov. Nastane plazma z visoko temperaturo,
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6500 K (1520 mm nad bakrenim navitjem) - 10000 K (jedro plazme)

kvaréna plamenica hakrena navitie {uljava)
iiz 3 koncentrinih ceviy

nosilni pling —e
(AN ZWZOrcem

plazemski plin (A

plazima (~10000 k)

aerosol vzorca (~B500 k)

(32).

Slika 7: Prikaz kvarcne cevi oziroma plamenice (30, 32).

Aerosol vzorca se v plazmi, ki potuje skozi osrednjo cev plamenice, pri visoki temperaturi

takoj razkroji, izpari, atomizira in ionizira (slika 8). Proces se imenuje ionizacija (30, 32).

RAZPRSITEV DESOLVATACIJA/IZPAREVANJE ATOMIZACIJA IONIZACIJA MASNA ANALIZA

VZOFQGV !
tekod plinasti fazi r
vzorec 25 4% %
b -
el > delci molekule atomi ioni masni spekter
frden
VZorec
Eaip[5|lec razpréilna plazma masni
(za tekoce vzorce) komora spektrometer
laser (za trdne vzorce)

Slika 8: Prikaz procesa v ICP-MS od vnosa vzorca do analize na masnem detektorju (30, 32).

Energija, ki je potrebna, da atomu ali molekuli v osnovnem stanju odvzamemo elektron, se

imenuje ionizacijska energija oziroma ionizacijski potencial in je specificen za posamezen

element (32, 34).
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1.5.3 Plazemsko vakuumski vimesnik

Vloga plazemsko vakuumskega vmesnika je ucinkovit prenos ionov iz plazme, kjer je
atmosferski tlak (760 mbar), v masni detektor, kjer je visok podtlak (10 mbar) (33). Ioni,
nastali v plazmi potujejo proti nizu vimesnih kovinskih ploskev s stozci. Najprej potujejo skozi
vzorcevalni stozec premera 0,8-1,2 mm, nato skozi posnemalni stozec premera 0,4-0,8 mm.

Med njima je omejen prostor imenovan vakuumska komora (30, 32, 33).

alni st

nosnemalnt stofec

Slika 9: Fotografija vzorcevalnega in posnemalnega stozca (30, 32).

vzoréevaini
stozec

Slika 10: Skica vmesnika (vzorcevalni in posnemalni stoZec, med njima je vakuumska
komora) (30, 32).

Ob prehodu ionov skozi vzor€evalni stoZec se zaradi obCutnega zniZanja tlaka (iz 1 bara v 1
mbar), ionski snop mocno pospesi, kar privede do ucinkovitega prenosa snopa skozi
posnemalni stoZzec v obmocje, kjer se nahajajo ionske lece, nato kvadrupol in masni detektor.
Velikost in oblika odprtin stozcev sta zelo pomembni in vplivata na obcutljivost inStrumenta,

masno odzivnost, tvorbo oksidov in dvojno nabitih ionov, ter vrednost tlakov v vakuumu (30).
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Visok podtlak (10°) mbar dosegamo poleg vakuumske &rpalke Se z  dvema

turbomolekularnima ¢rpalkama.

1.5.4 Sistem ionskih le¢

Vloga elektrostati¢nih le€ je, da ohranjajo ione v kompaktnem ionskem snopu, ko ti potujejo v
obmocje, kjer se nahaja masni spektrometer. Prva skupina le¢ skrbi za zadostno ionsko
obcutljivost vseh mas ionov na analizatorju. Druga skupina le¢ pa skrbi za fokusiranje
ionskega snopa, s ¢imer izboljSamo obcutljivost inStrumenta. Zadnji sistem le¢ lo¢i ione od
fotonov in ostalih nevtralnih delcev, ki bi povecali ozadje in Sum, ter s tem motili detekcijo.
Po teh lec¢ah tece nizka napetost, katero lahko spreminjamo in s tem vplivamo na ozadje in
obcutljivost inStrumenta. Med seboj so zamaknjene, kar povzroca odklon ionskega snopa s

¢imer je nevtralnim delcem onemogocen prehod, saj se ti zaradi nevtralnosti ne odklonijo (30,

32).

neviralnim delcem
je pot skozi leCe

1 onemogocena

]
|

kompakten snop ionov |
na poti skozi lece

Slika 11: Skica elektronskih lec, skozi katere potuje snop ionov (30, 32).

1.5.5 Masni analizator

Po prehodu skozi ionske lece ioni vstopajo v obmocje, kjer se nahajata analizator in detektor.
Masna separacija temelji na razmerju med maso in nabojem iona (m/z) dolocenega elementa

(30).
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Poznamo pet vrst masnih analizatorjev:

e Kvadrupolni

e Analizator na Cas preleta ionov (ang. Time of Flight oz. TOF)
e Magnetni sektorski

e 7 ionsko pastjo (ang. lon Traps)

e lonsko ciklotronsko resonan¢ni analizator (ang. Ion Cyclotron Resonance oz. ICR)

Glavni parametri, ki oznacujejo masne analizatorje, so njihova obcutljivost, locljivost in
obmocje delovanja. Najbolj pogost je kvadrupolni analizator. Odklon delcev pri tej vrsti
analizatorja je zasnovan na vplivu magnetnega polja na potovanje ionov. Analizator
sestavljata dva para vzporednih cilindri¢nih elektrod, ki delujejo kot ionski filter. Obe
diagonalni elektrodi sta med seboj elektricno sklopljeni, kar v prostoru med elektrodami
ustvarja dinamicno elektri¢no polje. Ioni priletijo med elektrode po daljsi smeri elektrod. Med
seboj jih lo¢imo glede na stabilnost potovanja iona skozi elektricno polje elektrod.
Trajektorijo ionov lahko nadzorujemo z vrsto casovno-odvisnih sil, ustvarjenih s konstantno
istosmerno napetostjo (U), ki ji je pristet radio-frekvenéno oscilirajo¢i potencial na
elektrodah. Pri nastavljeni vrednosti napetosti elektrod lahko skoznje na masni detektor prileti
le ion z dolo¢enim razmerjem m/z. Ostali ioni, ki pri nastavljeni vrednosti napetosti elektrod

nimajo stabilne trajektorije, kon¢ajo izven ionskega snopa (26, 30, 32).

Slika 12: Predstavitev trajektorije ionov v masnem analizatorju (kvadrupol) (30)
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1.5.6 Masni detektor (elektronska pomnoZevalka) in sistem za obdelavo

podatkov

Ko ion zapusti kvadrupol, prileti na masni detektor, ki izmeri ionski tok pri posamezni
vrednosti m/z. Tako dobimo masni spekter za vse mase atomov oziroma v primeru vecih
izotopov elementa, porazdelitev Stevila izotopov po masi. Detektor je zelo obcutljiva
elektronska pomnozevalka, ki Steje vsak ion posebej in shrani skupni signal za vsako razmerje
m/z ter preko racunalniSke obdelave podatkov prikaze masni spekter. Ko kation prileti v ustje
elektronske pomnozevalke, se odkloni k prvi dinodi, ki je pod visoko negativno napetostjo.
Udarec kationa ob dinodo sprosti nekaj prostih elektronov iz njene povrSine in le-ti se zaradi
mocne negativnosti odbijejo od povrSine dinode in zadenejo drugo dinodo. Vsak elektron, ki
zadene naslednjo dinodo, sprosti nekaj novih elektronov iz njene povrSine. Od tu ime

elektronska pomnozevalka (30, 32, 33).

,—bojac";evalnik

@ elektroni

kation@

dinoda

Slika 13: Shematski prikaz delovanja masnega detektorja elektronske pomnozevalke (30, 32).

Medtem, ko elektroni dosegajo zadnjo dinodo, ojacevalnik ustvari dovolj moc¢an pulz za

zanesljiv rezultat dolocitve iona (32).

Masni detektor Steje vsak ion posebej in shrani skupni signal za vsako razmerje m/z. Ojacen
signal poslje na rekorder ali raCunalnik. Rezultat tega je masni spekter, v katerem je viSina

posameznega vrha sorazmerna koncentraciji elementa v vzorcu.
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1.6 VALIDACIJA ANALIZNE METODE

Validacija je dokumentiran postopek preizkuSanja in potrjevanja, da metoda z veliko
gotovostjo zagotavlja rezultate, ki to¢no odrazajo lastnosti preiskovanega vzorca (10).
Najnovejsa zakonodaja v evropskem in severnoameriskem prostoru (EMA in FDA) zahteva

validacijo vseh kriti¢nih parametrov, procesov, sistemov in osebja (35).

Osnovni parametri validacije analiznih metod so:

1. Tocnost (Accuracy)

2. Natancnost(Precision)

3. Linearnost (Linearity)

4. Obmocje (Range)

5. Specificnost/selektivnost (Specificity/Selectivity)
6. Meja zaznavnosti (Limit of Detection)

7. Meja dolocljivosti (Limit of Quantitation)

8. Robustnost (Robustness)

Tocnost

Tocnost analizne metode oznacuje, kako blizu je rezultat meritve njegovi resnicni, oziroma
pravi vrednosti. Je merilo stopnje ujemanja rezultatov, ki jih izmerimo z naSo metodo, s pravo
vrednostjo. Razlike v rezultatih so lahko posledica stalnih in/ali proporcionalnih sistemati¢nih

napak. Pravo vrednost dobimo na tri nacine:

e Uporaba analiznega postopka za analit znane Cistote
¢ Primerjava rezultatov metode z rezultati validirane metode z definirano tocnostjo
e V primeru, da so dokazane natancnost, linearnost in specifi¢nost lahko toc¢nost

predpostavimo

Za dolocanje to¢nosti izvedemo vsaj devet doloCitev v vsaj treh koncentracijah, ki pokrivajo
celotno obmoc¢je metode, na primer 50 %, 100 % in 150 % tar¢ne koncentracije v treh
ponovitvah. Obicajno jo izrazamo kot izkoristek, ki je merilo za to¢nost na osnovi analiz

znane dodane koli¢ine merjene komponente.
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Izkoristek % = (enacba 1)

Natanc¢nost

Natanc¢nost metode izraza stopnjo ujemanja (stopnjo razprsenosti) rezultatov med serijo analiz
istega homogenega vzorca pod predpisanimi pogoji. Obi¢ajno jo izrazamo kot standardno
deviacijo (SD) ali relativna standardno deviacijo (RSD). Cim manjga je standardna deviacija,
bolj natan¢na je metoda. Natanc¢nost metode po ICH smernicah dolo¢amo tako, da izvedemo
po tri analize v treh koncentracijah, ki pokrivajo obmocje metode, ali Sest analiz pri 100 %

tar¢ni koncentraciji. Ovrednotimo jo lahko na treh nivojih:

e ponovljivost (natan¢nost dobljena iz rezultatov meritev v kratkem ¢asu pri ponovljivih
pogojih, kot so isti reagenti, isti analitik, isti dan, isti laboratorij itd.)

e rigidnost (natancnost dobljena iz rezultatov meritev pri obnovljivih pogojih, kot so
razliéni analitiki, razli¢ni dnevi, razli¢ni laboratoriji, druga oprema itd.)

e reproducibilnost (natancnost dobljena iz rezultatov meritev razli¢nih laboratorijev

(farmakopejski postopki, kolaborativne Studije itd.))

a) Standardna deviacija (SD)

(enacba 2)

SD.....standardna deviacija

Xj...... vrednosti posameznih meritev

X oo povprecna vrednost vseh meritev

N........ Stevilo meritev
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b) Relativna standardna deviacija (RSD)

SD %100

RSD (%) = (enacba 3)

RSD... relativna standardna deviacija (%)

X oo povpre¢na vrednost vseh meritev
SD......... standardna deviacija
Linearnost

Linearnost analizne metode je lastnost, ki nam pove ali so merjeni signali v dolo¢enem
koncentracijskem obmocju sorazmerni koncentraciji analizirane snovi v vzorcih.
Sorazmernost je lahko direktna ali po definirani matemati¢ni transformaciji. Izrazimo jo z

enacbo premice, ter korelacijskim koeficientom.

a) Enacba premice: v=k-x+b (enacba 4)
b)Naklon regresijske premice: i ; % =x) (2, =) (enacba 5)
Z (xi - )_6)2
i=1
¢)Odsek na ordinatni osi: b= }/ —k-x (enacba 6)
|:Z(xi _f)'(yi _)_/):|
y o= i=1
Z(x[ _f)2 'Z(yi _)_/)2
d)Korelacijski faktor: = =l (enacba 7)
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=]

C...aritmeti¢na sredina meritev

Xi...posamezna meritev

"...povprecna vrednost signala instrumenta

¥i...posamezna vrednost signala instrumenta

Dolocamo jo skozi celotno obmocje analiznega postopka v najmanj petih razlicnih
koncentracijah. Cilj je dobiti model, ki ¢imbolje opisuje razmerje med koncentracijo in

odzivom.

Obmocje

Obmocje analizne metode je interval med najvi§jo in najnizjo koncentracijo analita v vzorcu,
za katerega so bile dokazane toCnost, linearnost in natancnost. Obic¢ajno ga dolo¢imo iz
obmocja linearnosti in je odvisno od namena metode. Izrazamo ga v enakih enotah kot

rezultate analizne metode (%, ppm, itd).

Specificnost/selektivnost

Selektivnost je sposobnost, da pravilno dolo€imo lastnost preiskovane snovi v vzorcu ob
prisotnosti drugih (podobnih) snovi, ki so lahko prisotne. Ugotavljamo jo tako, da analiziramo
razlicne vzorce in opazujemo merjeno lastnost elementa, ki ga dolo¢ujemo. Metoda je
selektivna, ¢e na doloCeno lastnost ene komponente v mesSanici ne vpliva nobena druga

komponenta iz meSanice. Metodo, ki je popolnoma selektivna imenujemo specificna metoda.

Meja zaznavnosti

Meja zaznavnosti je najniZja koncentracija analita v vzorcu, ki jo z dolo€eno analizno metodo
Se zaznamo, ni pa nujno, da jo lahko tudi kvantitativno dolo¢imo. Dolo¢imo jo na ve¢

nacinov:

a)Na podlagi razmerja signal/Sum (3:1 ali 2:1), kjer primerjamo signal nizke koncentracija
analita s signalom in Sumom na bazni liniji
b)Po naslednji enacbi s pomocjo standardne deviacije odziva detektorja in naklona

linearne regresijske premice
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3xSD

Lov = x (enacba
8)

LOD............ meja zaznavnosti

N1 D standardna deviacija odziva detektorja

| SRR naklon linearne regresijske premice

Meja doloéljivosti

Meja dolocljivosti je najnizja koncentracija analita v vzorcu, ki jo z doloceno analizno metodo

dolo¢imo s sprejemljivo natancnostjo in tocnostjo. Dolo¢imo jo na ve¢ nacinov:

a)Na podlagi razmerja signal/Sum , ki mora biti vsaj 10:1

b)Po naslednji enacbi s pomocjo standardne deviacije odziva detektorja in naklona

linearne regresijske premice

LOO = 10 = 50
@= k (enacba
9)
LOQ............ meja dolo€ljivosti
N1 D I standardna deviacija odziva detektorja
Kovooooiainl, naklon linearne regresijske premice
Robustnost

Robustnost metode je njena sposobnost, da ostane neprizadeta zaradi majhnih vendar
namernih razlik v parametrih metode. Predstavlja merilo zanesljivosti med normalno uporabo.
Obicajno jo dolo¢imo med razvojem analizne metode. Izrazamo jo s primerjavo relativne

standardne deviacije ali izkoristka pri spremenjenih pogojih s tistimi pri obicajnih pogojih.
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2 NAMEN DELA

Magnezijev stearat je v proizvodnji zdravil ena najpogosteje uporabljenih pomoznih snovi
(najveckrat kot drsljivec). Evropska farmakopeja za magnezijev stearat predpisuje doloCanje
kadmija (3 ppm), svinca (10 ppm) in niklja (5 ppm); vse tri z atomsko absorpcijsko
spektrometrijo (AAS) z metodo standardnih dodatkov (poglavje 2.2.23., metoda II). ICP-MS
metoda spada med novejse analizne metode, ki omogoca hkratno dolocanje kovin. Metoda je

hitra in obcutljiva.

V okviru magistrskega dela Zelimo razviti alternativni analizni postopek za hkratno dolocanje
niklja, kadmija in svinca v magnezijevem stearatu z metodo ICP-MS in sicer z dodatkom
internega standarda in direktno kalibracijo. Ocenjujemo, da bi bila tak§na metoda (z manjSimi
modifikacijami) primerna za njihovo dolocanje tudi v drugih substancah za farmacevtsko
uporabo. Najprej bomo optimizirali postopek priprave vzorca v mikrovalovni peci in pogoje
merjenja kovinskih ionov z ICP-MS. Analizni postopek bomo validirali v skladu z ICH
smernicami. Pri preverjanju ustreznosti metode bomo preverili toCnost, natancnost
(ponovljivost metode in sistema), linearnost, stabilnost standardnih raztopin in vzorcev,
robustnost, ter dolo¢ili mejo zaznavnosti (LOD) in mejo dolo¢ljivosti (LOQ). Ker so zahteve
cedalje strozje bomo poskusili doseci ¢im visjo obcutljivost te metode in s tem ¢im nizjo mejo
dolocljivosti oziroma kvantifikacije. Prav tako bomo ovrednotili natan¢nost (ponovljivost
metode) in mejo dolo€ljivosti farmakopejske metode AAS z metodo standardnih dodatkov ter
lastnosti obeh metod medsebojno primerjali. Medsebojno bomo primerjali tudi rezultate
vsebnosti niklja, kadmija in svinca v razli¢nih vzorcih magnezijevega stearata z metodo ICP-

MS in AAS.
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3 EKSPIREMENTALNI DEL
3.1 MATERIALI

3.1.1 Delovni standardi

e Multielementna standardna raztopina (c=10 mg/l, matriks 5 % HNO;): Ag, Al, As, Ba,
Be, Ca, Cd, Co, Cr, Cs, Cu, Fe, Ga, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Rb, Se, Sr, Tl, U, V,
Zn; Agilent Technologies (ZDA); LOT 1-94YP

e Raztopina internih standardov (¢c=100.00 pg/ml, matriks 7 % HNO3): Bi, In, Li°, Sc, Tb,
Y; Inorganic Ventures (Spanija); LOT E2-MEB380068

e Standardna raztopina niklja (c=1000 pg/ml, matriks 5 % HNOs): Ni; Specpure Alfa
Aesar (Nemcija); LOT HC802075

e Standardna raztopina kadmija (c=1000 pg/ml, matriks 5 % HNOs): Cd; Specpure Alfa
Aesar (Nemcija); LOT 61000985

e Standardna raztopina svinca (¢c=1000 pg/ml, matriks 5 % HNOs): Pb; Specpure Alfa
Aesar (Nemcija); LOT 61100414

3.1.2 Reagenti

e Magnezijev nitrat heksahidrat (Mr=256,41, vsebnost 98,0-102 %), Mg(NO3),- 6H,0;
Sigma-Aldrich (Nemcija)
e Amonijev dihidrogenfosfat (Mr=115,03), NH4H,POy; Sigma-Aldrich (Nem¢ija)

3.1.3 Topila

¢ Dusikova kislina (65 %), HNO3; Merck (Nemcija)
¢ Vodikov peroksid (30 %), H,O,; Merck (Nemcija)
¢ Deionizirana voda (Mili-Q Advantage A10, Millipore ZDA)

3.1.4 Vzorci magnezijevega stearata

e UF2791, magnezijev stearat

e Vzorec 1 (K-514708831), magnezijev stearat
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e Vzorec 2 (DN 649, 650 (574/72A)), magnezijev stearat
e Vzorec 3 (FT1), magnezijev stearat

e Vzorec 4 (Mariborske lekarne), magnezijev stearat

3.2 APARATURE

e Masni spektrometer z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS) 820 MS (Varian,
Avstralija)

e Atomski absorpcijski spektrometer ETAAS 4100 (Perkin Elmer, ZDA)

o Atomski absorpcijski spektrometer ETAAS 240Z AA (Agilent Technologies, ZDA)

e Mikrovalovna pe¢ ETHOS1 (Milestone, Nemcija)

e Analitska tehtnica AT 261 Delta Range® (Mettler Toledo, Svica)

e Aparatura za ultra ¢isto vodo Mili-Q Advantage A10 (Millipore ZDA)

e Avtomatske pipete: Brand (100-1000 pl, 0,5-10 pl, 0,5-5ml, 25 ul, 50 ul)

e Steklovina: steklene merilne bucke (10,0 ml, 50,0 ml, razred A), steklene polnilne
pipete (1,0 ml, 0,5 ml, 10,0 ml), ¢ase (50 ml)

e Polipropilenske viale (15 ml, 2 ml)

e Software ICP-MS Expert v2.2 b126

e Program Excel (Microsoft Office 2007)
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3.3 METODE

3.3.1 ICP-MS metoda z dodatkom internega standarda in direktno

kalibracijo

Pred uporabo smo vso steklovino ¢ez no¢ namakali v 10 % HNOs;, ter jo nato sprali z

deionizirano vodo.
3.3.1.1 Priprava standardnih raztopin

Priprava osnovne standardne raztopine (SR)

V 50,0 ml merilno bucko, ki je ze vsebovala priblizno 20 ml deionizirane vode, smo
odpipetirali 5,0 ml koncentrirane HNOj3 in 5,0 ml Multielementne standardne raztopine (10

mg/1). Nato smo raztopino dopolnili z deionizirano vodo do oznake (SR1).
Koncentracija osnovne standardne raztopine — SR1: 1 mg/I

Priprava delovne standardne raztopine (DSR)

DSR smo pripravili tako, da smo v 50,0 ml merilno bucko, ki je Ze vsebovala 20 ml
deionizirane vode, odpipetirali 8,0 ml koncentrirane HNO; in ustrezni volumen SR1, ter

raztopino dopolnili z deionizirano vodo do oznake (tabela 2).

Tabela 2: Priprava in koncentracije delovnih standardnih raztopin.

Volumen osnovne Koncentracije delovne
Raztopina
standardne raztopine (SR1) standardne raztopine (DSR)
DSRI1 50 pul 1 pg/l
DSR2 250 pl 5 pg/l
DSR3 500 pl 10 pg/l
DSR4 1250 pl 25 pg/l
DSR5 2500 pl 50 pg/l
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Priprava slepe raztopine standarda (SRS)

V 50,0 ml merilno bucko, ki je Ze vsebovala priblizno 20 ml deionizirane vode, smo
odpipetirali 8,0 ml koncentrirane HNOs. Nato smo raztopino dopolnili z deionizirano vodo do

oznake (SRS).

Priprava raztopine internih standardov (IS)

V 50,0 ml merilno bucko, ki je Ze vsebovala priblizno 20 ml deionizirane vode, smo
odpipetirali 8,0 ml koncentrirane HNO; in 25,0 ul raztopine internega standarda (100 pg/l).

Nato smo raztopino dopolnili z deionizirano vodo do oznake.
Koncentracija raztopine internih standardov- IS: 50 pg/l

Priprava raztopine kontrolnih standardov (KS)

V 50,0 ml merilno bucko, ki je ze vsebovala priblizno 20 ml deionizirane vode, smo
odpipetirali 8,0 ml koncentrirane HNO; in 50,0 pl standardne raztopine niklja (1000 mg/l),
50,0 pl standardne raztopine kadmija (1000 mg/l) in 50,0 pl standardne raztopine svinca
(1000 mg/l). Nato smo raztopino dopolnili z deionizirano vodo do oznake (KS1). Raztopino
kontrolnih standardov KS2 smo pripravili tako, da smo v 50,0 ml merilno bucko, ki je ze
vsebovala 20 ml deionizirane vode, odpipetirali 8,0 ml koncentrirane HNO; in 1,0 ml KS1 ter

raztopino dopolnili z deionizirano vodo do oznake.

Koncentracije raztopin kontrolnih standardov so:
KS1: 1 mg/l

KS2:20 pg/l
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3.3.1.2 Priprava raztopin vzorcev (RV)

V 100 ml politetrafluoroetilenske (PTFE) posodice smo to¢no zatehtali 100,0 mg
posameznega vzorca, dodali 8,0 ml koncentrirane HNO; in 1,0 ml H,O,. Posodice smo zaprli
in postavili v notranjost mikrovalovne peci. Mikrovalovni razkroj vzorca je potekal, kot je

prikazano v tabeli 3:

Tabela 3: Temperaturni program za razkroj vzorcev v mikrovalovni peci.

Cas za doseganje | Cas zadrZevanja
Temperatura Najvecja
Korak temperature temperature
O mo¢ (W)
(min) (min)
1 200 10 20 1000
2 ohlajanje

Posodice smo nato ohladili na sobno temperaturo, raztopine kvantitativno prenesli v 50,0 ml

merilne bucke in dopolnili z deionizirano vodo do oznake.
3.3.1.3 Priprava raztopin vzorcev za natancnost (ponovljivost metode in sistema)

Raztopine vzorcev za natan¢nost smo pripravili po postopku, ki je opisan v poglavju 3.3.1.2 z
razliko, da smo pred mikrovalovnim razkrojem v PTFE posodice odpipetirali 25,0 pl
mesanice standardnih raztopin niklja, kadmija in svinca, kar je predstavljalo 5,0 ppm niklja,

2,5 ppm kadmija in 10,0 ppm svinca v vzorcu.

Mesanico standardnih raztopin niklja, kadmija in svinca smo pripravili tako, da smo v 50,0 ml
merilno bucko odpipetirali ustrezne volumne posameznih standardnih raztopin niklja (1000
mg/l), kadmija (1000 mg/l) in svinca (1000 mg/l) in dopolnili z deionizirano vodo do oznake
(tabela 4).
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(ponovljivost metode in sistemay).

Tabela 4: Priprava meSanice standardnih raztopin niklja, kadmija in svinca za natancnost

Standardna Standardna Standardna
raztopina Ni raztopina Cd | raztopina Pb
(1000 mg/1) (1000 mg/1) (1000 mg/l)
Dodan volumen
posamezne standardne 1,0 0,5 2,0
raztopine(ml)
Redc¢itev (ml) 50,0
Kon¢na koncentracija 200 10,0 40,0
(ng/D

3.3.1.4 Priprava raztopin vzorcev za to¢nost metode

e 50 % limitne vrednosti

Raztopine vzorcev smo pripravili po postopku, ki je opisan v poglavju 3.3.1.2 z razliko, da
smo pred mikrovalovnim razkrojem v 