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1 UvVOD

Monitorovani prvkovych necistot je nedilnou soucasti farmaceutické vyroby, a to jiz
od kontroly vstupnich surovin, t¢innych farmaceutickych latek az po samotné finalni 1é€ivé
piipravky. Monitoring prvkovych necistot vychazi z divodu toxicity a potencialnimu
nebezpec¢i prvkovych necistot vici lidskému organismu. Necistoty se zde mohou dostat
napiiklad ze vstupnich surovin, v priitbéhu vyroby (rozpoustédla, katalyzatory atd.), nebo

z obalového materialu.

Pocatkem roku 2018 vstoupily v platnost nové kapitoly 1€kopisu Spojenych stata
americkych (USP), a to <232> Elemental Impurities — Limits a <233> Elemental Impurities
— Procedures. Prvni ze zminénych kapitol upravuje maximalni povolené limity jednotlivych
prvkovych necistot. Druhd ze zminénych kapitol upravuje doporucené postupy stanoveni
prvkovych necistot, a to zejména ICP-OES a ICP-MS po piedchozim mikrovinném rozkladu
farmaceutickych produktli a soucasn¢ popisuje pozadavky na validacni parametry pro

alternativni metody stanoveni prvkovych necistot.

Experimentalni Cast je zaméfena na vyvoj a validaci LA-ICP-MS metody pro
stanoveni prvkovych necistot v ordlné¢ podavanych farmaceutickych meziproduktech
a produktech s doporucenou denni davkou nepiesahujici 2,0 g. Vyvoj LA-ICP-MS metody
zaméeiuje na kvantitativni stanoveni prvkl tiidy 1, 2A a 2B. Konkrétné se jedna o tyto
prvky: Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni, Tl, Au, Pd, Ir, Os, Rh, Ru, Se, Ag a Pt. Validace metody
zahrnovala linearitu, mez stanovitelnosti, spravnost, piesnost, specificita, robustnost
a rozsah. Nasledn¢ byla validovana metoda Gspésné aplikovéana pro stanoveni prvkovych
necistot v 9 ucinnych farmaceutickych substanci, 3 vstupnich surovinach a 2 findlnich
farmaceutické produktech. Ve vétSiné analyzovanych farmaceutickych produktech byly
nalezené koncentrace prvkovych necistot pod mezi detekce LA-ICP-MS metody, vyjimku

tvotila API 2, ve které bylo nalezeno mnozstvi 34,7 pg.g! Pd.



2  TEORETICKA CAST

2.1 Prvkové necistoty

V soucasné dobé je kontrola prvkovych necistot (Elemental impurities) ve vychozich
latkach, meziproduktech a finalnich lé¢ivych pfipravcich nedilnou soucasti vstupni
a vystupni kontroly kvality farmaceutické vyroby, a to zejména z diivodu, Ze jednotlivé
prvkové necistoty mohou piedstavovat vyznamné riziko pro lidské zdravi. Podle nové
implementovanych 1ékopisnych kapitol a smérnice ICH-Q3D, zahrnuji prvkové necistoty
skupinu toxickych prvki (Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni, Th, Au, Pd, Ir, Os, Rh, Ru, Se, Ag, Pt,
Li, Sb, Ba, Mo, Cu, Sn, a Cr), které ve vétSin€ ptipadl neposkytuji terapeuticky (pozitivni)
ucinek na lidské zdravi [1, 2]. Prvkové necistoty obsazené ve finalnich farmaceutickych
ptipravcich mohou pochéazet z riznych zdrojii zahrnujicich vstupni suroviny (aktivni
farmaceutické ingredience, pomocné latky, reak¢ni ¢inidla, katalyzatory, rozpoustédla (voda

atd.), vyrobni zatfizeni, obalovy material (Obr. 1).

Vyrobni zatizeni U¢inna latka
Prvkové necistoty ve
P findlnim
farmaceutickém
Voda Uzaviraci Pomocné latky

systém obalu

Obr. 1 Mozné zdroje prvkovych necistot béhem vyroby finalniho farmaceutického
ptipravku

Prvkové necistoty pochazejici z vody

Pfitomnosti prvkovych necistot ve vod¢ je velmi zredukovéana dodrZzenim pozadavkl
na lékopisnou kvalitu vody (napt. Iékopisné¢ Clanky uvedené v Evropském (Ph.Eur.),
Americkém (USP), Japonském (JP) 1ékopise atd.). Obzvlasté pak pokud se jedna o vysoce

¢isténou vodu ¢i vodu pro injekce.



Prvkové necistoty pochazejici z vyrobniho zarizeni

Ptitomnost prvkovych necistot pochdzejici z vyrobniho zafizeni je omezeno na prvky
odpovidajici slozeni materidlu zafizeni a jejich jednotlivych soucasti pouzitych béhem
celého vyrobniho procesu findlniho 1é¢ivého piipravku. Mnozstvi uvolnénych prvkovych
necistot z vyrobniho zafizeni lze omezit dobrou znalosti jednotlivych ¢asti vyrobniho
procesu (katalyzatory, agresivnéj$i prostredi, vyssi teplota, tlak atd.), vybérem vhodného
vyrobniho zafizeni a v neposledni fad¢ kvalifikaci a naslednou pravidelnou kontrolou

vyrobniho zatizeni dle pozadavkl spravné vyrobni praxe.

Prvkové necistoty pochazejici z aktivnich farmaceutickych ingredienci, nebo

pomocnych latek

V ptipad¢ jednotlivych slozek finalniho farmaceutického piipravku mohou prvkové
necistoty pochazet zrizné kombinace jednotlivych zdrojia: vstupni suroviny (zejména
pfirodni latky), vyrobni zafizeni, katalyzatory, rozpoustédla pouzitych b&éhem celého
vyrobniho procesu. V pfipadé, ze prvkové necistoty nejsou zamérné pridavany, tak
1 pfesto je nutné sledovat Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni (oralni zpiisob podani), Cd, Pb, As, Hg,
Co, V, Ni, Li, Sb, Cu (parenteralni zptisob podani) a Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni, Li, Sb, Ba,
Mo, Cu, Sn, Cr (inhala¢ni zptsob podani).

Prvkové necistoty pochazejici z obalového materialu

Identifikace zdroje prvkovych necistot uvoliiovanych z obalového materidlu spoc¢iva
v odhaleni (porozuméni) moznych chemickych interakci mezi findlnim 1é¢ivym produktem
a obalovym materidlem. V ptipad¢ pevné lIékové formy je pravdépodobnost vyluhovani
necistot z obalového materidlu zanedbatelna a vliv obalového materidlu nemusi byt zahrnut
do nésledné analyzy rizik pro hodnoceni prvkovych necistot ve finalnich 1éCivych
ptipravcich. V piipadé¢ kapalnych lékovych forem nebo suspenzi je pravdépodobnost
vyluhovéni prvkovych necistot z obalového materialu mnohem vyssi. Z tohoto divodu je
nutné provést stabilitni a vyluhovaci studie vedouci odhaleni stupné vyluhovani prvkovych
necistot z obalového materidlu po jeho CiSténi, sterilizaci ¢i ozafovani atd. Existuje zde
nékolik faktort, které mohou negativné ovlivnit vylouhovani necistot z obalu, jako napf. pH,

teplota, balici proces, degradace obalového materialu atd. [2].



2.1.1 Zpisoby podani finalnich 1é¢ivych pFripravki

Finalni 1éCivé pfipravky mohou byt pacienti podavany riznymi zpisoby,
a to v zavislosti na jejich ucincich a biologické dostupnosti U¢inné latky. Nejbéznéji
pouzivané zplisoby podani jsou oralni, parenterdlni a inhalacni. Mimo uvedené zptsoby
podani lze findlni léCivé piipravky pacienti podavat napt. rektdlnim, sublingvalnim
(pod jazyk), bukalnim (na sliznici), derméalnim (na kuzi), subkutidlnim (pod kuzi),

intramuskuldrnim (do svalu) zptisobem podani.

2.2 Lékopisné metody

V ramci nového vydani Amerického Iékopisu USP-NF vstoupily v platnost 1.1.2018
nové upravené kapitoly tykajici se povolenych limith pro jednotlivé prvkové nelistoty
a pozadavki na analytické metody vhodné pro jejich kvantitativni stanoveni, a to <232>
Elemental impurities — Limits* a <233> , Elemental impurities — Procedures®. Tyto kapitoly
nahradily s jiz tém¢éf sto let platnou 1ékopisnou kapitolu zamtenou na stanoveni tézkych kovi
(Pb, Hg, Bi, As, Sb, Sn, Cd, Ag, Cu a Mo) pomoci vizudlniho limitniho testu zalozené¢ho
na reakci kationtd tézkych kovil se sulfidovym aniontem za vzniku barevné koloidni

srazeniny nerozpustnych sulfida.

2.2.1 <232> Prvkové necdistoty — Limity

Tato 1ékopisna kapitola shrnuje maximalni povolené limity pro denni expozici (PDE)
prvkovymi necistotami. Prvkové necistoty jsou déleny do 4 zakladnich tfid (tfida 1, 2A, 2B
a 3) podle jejich toxicity pro lidsky organismus a pravdépodobnosti vyskytu ve finalnich

1é¢ivych piipravcich [2, 3].

Trida 1: Patii zde prvky As, Cd, Hg a Pb jenz jsou pro lidsky organismus velmi
toxické, a proto jiz nejsou prakticky pouzivany béhem piipravy farmaceutickych ptidavki.
Jejich pfitomnost ve findlnich 1éCivych pfipravcich tak souvisi zejména s pouzitim

ptirodnich vstupnich surovin (napf. téZené pomocné latky, extrakty bylin atd.) [2, 3].

Trida 2: Prvky ze druhé tfidy jsou stale povazovany za toxické pro ¢lovéka, pricemz
jejich toxicita silné zavisi na zpisobu podéani. Prvkové necistoty z tfidy 2 jsou proto
rozdéleny do 2 podskupin, a to na zékladé pravdépodobnosti jejich vyskytu ve finalnich

1é¢ivych ptipravcich [2, 3].



Trida 2A: Patii zde prvky Co, V, Ni, které maji relativné vysokou pravdépodobnost
vyskytu ve finalnich 1é¢ivych ptipravcich. Z tohoto divodu musi byt zahrnuty do analyzy
rizik pro hodnoceni prvkovych nelistot ve findlnich lé¢ivych ptipravcich pro vSechny

zpusoby podani [2, 3].

Trida 2B: Patii zde prvky Ag, Au, Ir, Os, Pd, Pt, Rh, Ru, Se a TI, jejichz
pravdépodobnost vyskytu ve finalnich 1éCivych ptipravcich je velmi nizkd. Tedy pokud
nebyly umysIné ptidavany v pritbéhu vyroby at’ uz 1é¢iva, pomocnych latek, nebo obalovych
materiall, tak nemusi byt zahrnuty do analyzy rizik pro hodnoceni prvkovych necistot

ve findlnich 1é¢ivych ptipravcich pro vSechny zptsoby podani [2, 3].

Trida 3: Patii zde prvky Cr, Cu, Li, Mo, Sb a Sn. Tyto prvky maji relativn¢ nizkou
toxicitu pro oralnim podani (vysoké PDE, obvykle >500ug/den). Tedy v ptipadé, Ze nebyly
umyslné¢ pifidavany v pribéhu vyroby at’ uz 1écCiva, pomocnych latek, nebo obalovych
materidlti nemusi byt zahrnuty do analyzy rizik pro hodnoceni prvkovych necistot. AvSak
pro parenteralni a inhala¢ni zptsob podani musi byt jednotlivé prvkové necistoty (Li, Sb, Cu
— parenteralni podani a Li, Sb, Ba, Mo, Cu, Sn, Cr — inhala¢ni podéni) zahrnuty do analyzy

rizik pro hodnoceni prvkovych necistot ve finalnich 1é¢ivych ptipravcich [2, 3].

Povolené denni expozice pro prvkové nelistoty a jejich prepocet na povolené

koncentraéni limity

PDE uvadény (pg/den) definuje maximalni mozny denni ptijem prvkové necistoty
v podobé 1é¢ivého ptipravku, proto pro ucely kontroly kvality farmaceutické vyroby je nutné
jednotlivé PDE limity pfepocitat na koncentra¢ni limity vyjadfené nejcastéji v pg.g.
Jednotlivé PDE limity jsou vypsany v Tab. I. K tomuto ucelu Ize vyuzit 4 zakladni postupy.
Prvni z nich je zalozen na pfedpokladu, Ze denni davka findlniho 1é¢ivého ptipravku, aktivni
farmaceutické substance, pomocné latky nepfesdhne hodnotu 10 g (zptsob 1) a jednotlivé

povolené koncentracni limity pro prvkové necistoty jsou vypocteny z rovnice (1).

Koncentrace( -1y = PDE(ug/den) 0
#-9 denni davka é¢iva(g/den)

Dalsi zpiisoby vypoctu povolenych koncentracnich limit pro prvkové necistoty jsou
zaloZzeny na pouziti aktudlnich dennich davkach ptislusného findlniho farmaceutického
pripravku jakozto celku (zptsob 2a, dle rovnice (1)) ¢i jednotlivych komponent finadlniho

farmaceutického produktu (zptisob 2b) s ohledem na jejich aktudlni denni davky. V ptipadé
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posledné¢ zminovaného postupu je nutné od vyrobct ziskat dopliujici informace
o pfitomnosti a koncentraci prvkovych necistot v jednotlivych komponentidch finalniho
1é¢ivého piipravku. Poslednim zplisobem je analyza finalniho produktu, kdy jednotlivé
povolené koncentracni limity pro prvkové necistoty jsou vypocteny z uvedené rovnice (1)

s vyuzitim maximdalni denni davky findlniho farmaceutického ptipravku (zptsob 3) [2].

Tab. I Povolené limity pro denni expozici dle <232> Elemental Impurities—Limits [1, 2]

Prvek | Ttida Oralni podani Parenteralni podani Inhala¢ni podani
PDE (ng/den) PDE (ng/den) PDE (ng/den)
Cd 1 5 2 2
Pb 1 5 5 5
As 1 15 15 2
Hg 1 30 3 1
Co 2A 50 5 3
A% 2A 100 10 1
Ni 2A 200 20 5
Tl 2B 8 8 8
Au 2B 100 100 1
Pd 2B 100 10 1
Ir 2B 100 10 1
Os 2B 100 10 1
Rh 2B 100 10 1
Ru 2B 100 10 1
Se 2B 150 80 130
Ag 2B 150 10 7
Pt 2B 100 10 1
Li 3 550 250 25
Sb 3 1200 90 20
Ba 3 1 400 700 300
Mo 3 3 000 1 500 10
Cu 3 3 000 300 30
Sn 3 6 000 600 60
Cr 3 11 000 1 100 3




2.2.2 <233> Prvkové necistoty — Postupy

Tato Iékopisna kapitola popisuje jednak metody piipravy farmaceutickych vzorki od
jejich pfimého nafedéni vodou ¢i organickym rozpoustédlem, ptes mikrovinné asistovanou
extrakei prvki za vzniku suspenzi az po mikrovinny rozklad vzorku v uzavieném systému.
Kapitola dale popisuje dva zakladni postupy zalozené na pouziti ICP-OES a ICP-MS pro
kvantitativni analyzu elementarnich necistot. Soucasti kapitoly jsou i pozadavky na validaci

alternativnich metod (postupti) pro kvantitativni analyzu elementarnich necistot [2, 3].
Validace metody — valida¢ni parametry a poZadavky

Kazda ICP-OES, ICP-MS, ale i alternativni metoda musi byt pted vlastnim analyzou
prvkovych necistot v aktivnich farmaceutickych substancich, pomocnych latkach a finalnich
lé¢ivych produktech validovana. Validace metody zahrnuje nasledujici parametry: linearita,

mez stanovitelnosti, spravnost, pfesnost, specificita, robustnost a rozsah (Tab. II) [2, 3].



Tab. II Pozadavky na validaci analytické metody pro kvantitativni stanoveni prvkovych

necistot [2, 3]

Parametr Pozadavek Poznamka
Analyza nejméné 3 Xkalibra¢nich standardi
Linearita R?>0,99 vrozmezi od LOQ az po dvojnasobek
povoleného koncentra¢niho limitu.
Mez LOQ < 0,3 povoleného Analyza 3 vzorki spikovanych na 30 %
StanE)I\lettel)lOStl koncentra¢niho limitu povoleného koncentra¢niho limitu.
Analyza 3 vzorki spikovanych na 30 %
povoleného koncentra¢niho limitu.
Spravnost Analyza 3 vzorkd spikovanych na 100 %
Vytéznost 70-150 % o
(vytéznost) povoleného koncentra¢niho limitu.
Analyza 3 vzorkd spikovanych na 150 %
povoleného koncentra¢niho limitu.
Presnost Relativni smérodatna Analyza 6 vzorkd spikovanych na 100 %
opakovatelnost odchylka (RSD) <20 % ovoleného koncentra¢niho limitu.
P y p
Analyza 6 vzorkd spikovanych na 100 %
Piesnost povoleného koncentra¢niho limitu. Poté je
) RSD pro 6 vzorkl <20 % y N
(mezilehla opakovatelnost zopakovana jiny den, jinym
_ RSD pro 12 vzorkl < 25 % _ ) . .
preciznost) analytikem ¢i na jiném pfistroji, anebo
kombinaci obojiho.
o Analyza 3 vzorkd spikovanych na 100 %
Specificita Vytéznost 70-150 % o
povoleného koncentra¢niho limitu.
Analyza 6 vzorkd spikovanych na 100 %
povoleného koncentra¢niho limitu. Poté je
RSD pro 6 vzorki <20 % . .
Robustnost opakovatelnost zopakovana jiny den, jinym
RSD pro 12 vzorki <25 % . ) . .
analytikem ¢i na jiném pfistroji, anebo
kombinaci obojiho.
Analyza 3 vzorki spikovanych na 30 %
povoleného koncentra¢niho limitu.
Rozsah Vytéznost 70-150 % ]
Analyza 3 vzorkd spikovanych na 150 %
povoleného koncentra¢niho limitu.




2.3 Hmotnostni spektrofotometrie s indukéné vizanym plazmatem

Hmotnostni spektrofotometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) patii mezi
nejrychleji se rozsitujici techniky multielementarni analyzy kovii, polokovi a nekovii. Mezi
hlavni vyhody ICP-MS patii multielementarni analyza vétSiny prvkl periodické tabulky,
nizké meze detekce na koncentraéni Grovni pg.1™! az u g 1!, $iroky linearni dynamicky rozsah
az 10 koncentra¢nich tadi, vysokd selektivita, schopnost poskytnout informaci
0 izotopovém slozeni, moznost analyzy plynnych, kapalnych i pevnych vzorki. Technika
ICP-MS nasla Siroké uplatnéni pro ucely multielementarniho stanoveni stopovych
az ultrastopovych koncentraci prvkii ve vzorcich pochazejicich ze Zivotniho prostfedi
geologie, archeologie, farmaceutického, potravinatského, jaderné¢ho, polovodic¢ového
prumyslu, ale i biologického a medicinského vyzkumu. Specialni aplikaci ICP-MS jsou
studium izotopovych pomérl, zobrazovani prostorové distribuce prvki ve spojeni
s laserovou ablaci (LA) a prvkova speciacni analyza, kde ICP-MS ve spojeni se separa¢nimi

metodami (HPLC, GC, CE, FIA, aj.) slouzi jako prvkové specificky detektor [4-7].

V soucasné dobé se setkdvame s Sirokou nabidkou rozdilnych typti ICP-MS pfistrojt,
které vSak maji spole¢né konstrukéni prvky jako napiiklad systém zavadéni kapalnych
vzorkl (zmlzovac, mlzna komora), plazmova hlavice, hmotnostni analyzator a detektor.
Princip funkce ICP-MS spocivd ve vnaSeni nejCastéji kapalného vzorku, pomoci
peristaltické pumpy skrze zmlzova¢ a mlznou komoru do indukéné vazaného plazmatu
(ICP). Pti prachodu vzorku ICP dochazi k desolvataci, odpafeni, atomizaci a nésledné
ionizaci ptitomnych prvkl za vzniku kladné nabitych iontl, které jsou déale extrahovany
(transportovany) skrze spojeni (,interface*) do hmotnostniho spektrometru. K extrakci
a fokusaci svazku iontd prvka a matrice z ICP slouzi iontova optika umisténd ve vakuové
komoie mezi spojenim a hmotnostnim analyzatorem. Po separaci iontli v hmotnostnim
analyzatoru dle poméru hmotnosti ku naboji (m/z) dopadaji ionty na detektor, ktery prevadi
proud ionti na meéfitelny elektricky signal Schéma konstrukce ICP-MS uspotadéani
s kvadrupolovym analyzatorem je zndzornéno na Obr. 2. V nésledujicich kapitolach budou
podrobnéji diskutovany zakladni ¢asti ICP-MS s dlrazem na uspofddani vyuzivajici

kvadrupdlovy analyzator a kolizné/reakeni celu.
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Obr. 2 Schéma hmotnostniho spektrometru s kvadrup6lovym analyzatorem [8]

2.3.1 Zavadéni vzorku

Ve vétsin¢ pripadu se ICP-MS vyuziva k analyze kapalnych vzorka, které jsou
do ICP vnaSeny ve form¢ jemného aerosolu s velikosti ¢astic mensi nez 10 um. Systém
zavadéni kapalnych vzorki se sklada ze dvou ¢asti, a to zmlZzovace a mlzné komory. Princip
tvorby jemného aerosolu je zalozen na davkovani vzorku rychlosti 1 ml.min!' do zmlzovace
pomoci peristaltické pumpy (generovani polydisperzniho aerosolu) a nasledné separaci
jemného aerosolu v mlzné¢ komote. Vyhodou zatfazeni peristaltické pumpy je konstantni
davkovani vzorku bez ohledu na rozdily ve viskozit¢ mezi vzorky, kalibracnimi standardy
a slepymi pokusy a odvadéni nezmlzené Casti analyzovanych roztokd z mlzné komory
do odpadu. Vybér vhodného typu a konstruk¢éniho materidlu zmlzovace a mlzné komory

muze velmi ovlivnit kvalitu ziskanych ICP-MS dat [4-7].

2.3.2 Zmlzovace

Pfivadéna kapalina je ve zmlzovaci prevadéna (rozpraSovana) na polydisperzni
aerosol (pfiblizné 1-2 % plvodniho vzorku) vlivem pisobeni kinetické energie proudiciho
nosn¢ho plynu na kapalinu proudici tenkou kapilarou. Nejbéznéjsi typy pneumatickych
zmlzovaci jsou koncentricky, mikrokoncentricky a tthlovy (,,cross-flow*). Koncentricky
zmlzova¢ vykazuji dobrou citlivost a stabilitu pro analyzu ,,Cistych® roztoktli, zatimco
v pfipadé analyzy slozitych (zasolenych) roztokl a roztokl obsahujicich pevné Castice je

vhodnéjsi vyuzit thlového zmlzovace, ktery je méné nachylny k ucpavani. Zmlzovace jsou

10



vyrabény z kfemene, borosilikdtového skla a polymernich materidlit (PVF, PTFE, aj.)

odolngjsich vici korozivnim roztokiim [4-7].

2.3.3 Milzna komora

Hlavnim ucdelem mlzné komory je odstranéni kapek vétSich nez 10 pm
z polydisperzniho aerosolu a vyrovnani pulzi zptisobenych pulzaci peristaltické pumpy.
VétsSina mlznych komor je vybavena externim chlazenim, coZz poskytuje zvyseni teplotni
stability vzorku, redukci mnozstvi rozpoustédel vstupujicich do ICP vedoucich k zvySeni
stability signalu, snizeni zatizeni plazmatu (napf. organickymi rozpoustédly) NejcCastéji

pouzivanymi typy mlznych komor jsou Scottova (Obr. 3) a cyklonickd.mlznd komora [4-7].

Malé kapky
do ICP
Roztok Zmlzovac /
vzorku » Aerosol

\

Piivod Ar —

Odtok / - Velké kapky
vzorku do odpadu

Obr. 3 Schéma koncentrického zmlzovace a Scottovy mlzné komory [9]

K analyze pevnych vzorki, které nelze kvantitativné pievést do roztoku ptimo nebo
po pouziti mineralizaCnich postupi, se kvnaSeni do ICP-MS vyuzivd spojeni
s elektrotermickym vypafovanim a laserovou ablaci, které¢ bude dale vénovana samostatna
kapitola. Oproti klasickému zavadéni kapalnych roztok pomoci zmlZovace a mlzné komory
poskytuji obé techniky zavadéni pevnych vzorkl prechodové signaly s dobou trvani jen

nékolik sekund.
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2.3.4 Plazma

Plazma vytvatené z plynu po dodani dostatecné energie pievysujici ionizacni energii
atomu plynu mtizeme definovat jako elektricky vodivy, kvazineutralni ionizovany plyn,
ktery obsahuje dostate¢né mnozstvi kladné a zadporné nabitych ionth. V ptipadé¢ ICP-MS
se nejcastéji vyuziva argonového indukéné véazaného plazmatu (,inductively coupled
plasma* - ICP) udrZzovaného pomoci radiofrekvenéniho pole vytvafeného v plazmové
hlavici ovinuté indukcéni civkou napojenou na vysokofrekvencni generator. Mezi dalsi
pouzivané plazmata patii stejnosmérne vazané (,,direct current plasma‘* - DCP) a mikrovIné
indukované plazma (,,microwave induced plasma* - MIP), které vSak v analytické praxi

nejsou tak rozsitené jako ICP [4-7].

2.3.5 Plazmova hlavice

Plazmova hlavice (,,torch®) se sklada ze 3 soub&znych kiemennych trubic (vnéjsi,
prostiedni a injektor), kterymi proudi plazmovy plyn nejcastéji argon. Plazmové trubice jsou
konstruovany jako kompaktni, nebo kombinovatelné, které maji odnimatelny injektor.
K analyze korozivnich vzorki se pouziva injektory vyrobené z platiny, oxidu hlinité¢ho, nebo
safiru. Mezi vnéjsi a prostiedni trubici proudi vnéjSi plazmovy plyn (nositel vyboje)
o pritoku 12—17 L.min™', mezi vnitini trubici a injektorem proudi stiedni plazmovy plyn
(stabilizace vyboje a oddéleni plazmového vyboje od trubice) prittoku 1 1.min™! a injektorem
proudi nosny plyn o priitoku 1 Lmin! transportujici jemny aerosol vzorku a vytvarejici
analyticky kanal uprostfed plazmového vyboje. Plazmova hlavice obklopena indukéni
civkou je umisténa v horizontéalni poloze ptiblizn€ 10-20 mm od rozhrani. Induk¢ni civka je
pifimo pfipojena k vysokofrekvenénimu generatoru pracujicim s frekvenci 27,1 nebo
40,6 MHz a ucinnosti 70-75 %. Schéma konstrukce plazmové hlavice a jednotlivych tokt

plazmového plynu je znazornéno na Obr. 4 [4-7, 9].
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Soubézné RF civka
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Nosny piyn —»
transportujici jemny
aerosol vzorku

Analyticky kanal

Vnéjsi —»
plazmovy plyn

Obr. 4 Schéma plazmové hlavic [9]

2.3.6 Vytvaieni vyboje a ionizace prvki v ICP

Na tangencialné privadény proud vnéjsiho plazmového plynu prochazejiciho
plazmovou hlavici se aplikuje silné elektromagnetické pole, a to vlozenim radiofrekvencni
energie (obvykle 750-1500 W v zavislosti na typu vzorku) na indukéni civku obklopujici
plazmovou hlavici. Po vlozeni RF napéti na induk¢ni civku za¢ne vznikly stfidavy proud
oscilovat uvnitf induk¢ni civky s rychlosti odpovidajici frekvenci generatoru, coz vede
k vytvofeni silného elektromagnetické pole. Samotny plazmovy vyboj je iniciovan
vysokonapétovym pulzem z Teslova generatoru zptisobujiciho odtrzeni elektronii z atomt
plazmového plynu, argonu. Odtrzené¢ elektrony jsou zachyceny a urychleny
v elektromagnetickém poli a nésledné svou kinetickou energii predéavaji srazeji v podobé
srazek s ostatnimi atomy argonu a vyrazeji tak stale vice elektrond. Tato kolizi indukovana
ionizace pokracuje ftetézovou reakci za vzniku prstencového plazmatu o teploté
6 000-10 000 K slozené z neutralnich atomii argonu, kladné nabitych ionti argonu
a elektronti. Induk¢né vazané plazma je udrzovéano uvnitt plazmové hlavice a civky po dobu

vkladani RF energie na indukéni civku.

Ionizace analyzovanych prvkia a matrice probiha béhem prichodu jemného aerosolu
skrze jednotlivé zony plazmového vyboje, ve kterych dochdzi k desolvataci, odpateni,
atomizaci a ionizaci prvkil za vzniku kladné nabitych iontl prvkd a matrice. Argonové ICP
s hodnotou prvniho ioniza¢niho potencialu 15,8 eV je vhodné k ionizaci vétSiny prvki

periodické tabulky s vyjimkou helia, neonu a fluoru [4-7].
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2.3.7 Spojeni

Role spojeni (,interface) spoCiva ve stabilnim a U¢inném transportu iontd
z plazmatu (teplota 6 000-10 000 K, atmosférického tlaku), do hmotnostniho spektrometru
pracujiciho pii laboratorni teploté (300 K) a tlaku p¥iblizng 10 Pa [4-7]. Interface se sklad
z 2 kovovych konusii s velmi malymi vstupnimi otvory v jejich vrcholech (Obr. 5). Konusy
jsou nejcastéji vyrobeny z niklu, ale mohou byt i z jinych materiali jako naptiklad méd’,

hlinik a platina, jenzZ je odolné;si vii¢i korozivnim vzorktim [5, 7].

Kladné nabité ionty z ICP jsou pifi prichodu prvnim kénusem, ,,samplerem*
(s primérem otvoru ptiblizn€ 0,8 — 1,2 mm) oddé€leny od hlavniho toku argonu a vstupuji
do expanzni komory s teplotou 100-200 °C a tlakem 10? Pa [4]. Z expanzni komory jsou
ionty prvki a matrice vedeny skrze druhy konus ,,skimmer (s primérem otvoru piiblizné
0,4 — 0,8 mm) do hmotnostniho analyzatoru. Oba kénusy jsou zasroubovany do kovového
bloku intenzivné chlazené¢ho vodou tak, aby nedoslo k jejich roztaveni vlivem vysoké teploty
plazmatu. Béhem ICP-MS analyzy velkého poctu zasolenych ¢i slozitych vzorka s vysSim
obsahem rozpusténych pevnych ¢astic miaze dochazet k postupné depozici mén¢ tékavych

slozek matrice na obou kénusech a nésledn¢ az k ucpani jejich vstupnich otvort [4-7].

Skimmer
Sampler

Plazmovia RF civka Elektrostatické cocky
hlavice oo0co0 g wYy$

Plazma ‘ \
q

V Z01 € K e
Proud iontu

© 00O
Expanzni komora

Turbomolekularni
pumpa

.

Rotacni pumpa

Obr. 5 Schéma spojenti ,,interface* ICP-MS [10]
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2.3.8 Iontova optika

Jeji vyznam spocivd ve stabilnim a ucinném transportu iontd z plazmatu
do hmotnostniho analyzatoru. Dalsi funkci je oddé€leni neutralnich Castic a fotonl ze svazku
iontl a tim snizit pozadi a zvysit stabilitu detektoru. Iontova optika se sklada z nékolika
elektricky ovladanych ¢ocek v podobé kovovych desti¢ek ¢i valeckd (Obr. 6). Konstrukce
iontovych optik vychazi z ptedpokladu, Ze trajektorie neutrdlnich Castic a fotonl nejsou

ovlivitovany v elektromagnetickém poli, dle konstrukce se dé€li na 3 zakladni typy:

1) ,.In line* — vlozeni uzemnéné ,,photon stop* bariéry ptimo do proudu iontt prvkil
a matrice. Neutrdlni ¢astice a fotony narazi do bariéry, pfiCemz svazek iontl je
vychylen elektrickym polem iontovych cocek tak, aby se vyhnul bariéte
a zaroven opct utvorili zaostieny proud iontd vstupujici do hmotnostniho

analyzatoru.

2) ,,0ff axis* — osa hmotnostniho analyzéatoru je vytoCena vii¢i spojeni o tUhel

pfiblizng 45°.

3) ,,90%on optics design‘ — svazek iontil je vychylen ,,dutym iontovym zrcadlem*

o uhel 90°do hmotnostniho analyzatoru umisténého ,,off axis*

Neékteré iontové optiky byvaji doplnény o tzv. extrakéni Cocky nachdzejici se
za ,,skimmerem*, které podporuji extrakci lehkych prvkl vytlaovanych z iontového svazku
vlivem efektu ,,prostorového naboje“. Toto ma za disledek zlepSeni transportu iont

do hmotnostniho analyzatoru vedouciho ke zlepSeni mezi detekce pro lehké prvky [4-7, 9].
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Obr. 6 Schéma iontové optiky [7]

2.3.9 Hmotnostni analyzatory
K separaci iontli dle poméru hmotnosti ku naboji m/z se v ICP-MS pouzivaji
hmotnostni analyzatory, které podle principu separace iontli mizeme rozd¢lit

na kvadrupoélovy, sektorovy, nebo priletovy analyzator [4-7].
Kvadrupoélovy analyzator

Jedna se o nejpouzivangjSi hmotnostni analyzator. Skladd se ze 4 valcovych
v idealnim piipadé hyperbolickych kovovych ty¢i o stejné délce (15-25 cm) a pruméru
(okolo 1 cm). Kvadrupdly jsou vyrabény z nerezové oceli, nebo molybdenu a nékdy mohou

byt potazené keramickou vrstvou kvili odolnosti vici korozi [4-7, 9].

Separace ionti v kvadrup6lovém analyzatoru je zaloZzena na postupném vkladani
stejnosmérného (U) a fazove posunutého vysokofrekvenéniho napéti (V) na protilehlé tyce
se shodnou polaritou. Pti definované hodnoté€ napéti U a amplitudy stfidavého napéti V bude
mit v elektrickém poli kvadrup6lu stabilni trajektorii pouze ion s vhodnym m/z, piicemz
ostatni ionty budou vypuzeny z elektrického pole kvadrupdlu apo srazce s tyCemi
kvadrupdlu vybity (Obr. 7). Plynulou zménou hodnot napéti U a V se postupné prométi

vSechny ionty analyzovanych prvkl v definovaném rozsahu m/z [4-7, 9].
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Teoreticka skenovaci rychlost kvadrupélu je 2500 Da.s™' a miize tak proméfit cely
hmotnostni rozsah 0-300 Da pfiblizn¢ za desetinu sekundy. Ackoliv redlna analyza je
mnohem pomalejsi. Naptiklad kvantitativni analyza 25 prvkii muze trvat 1-2 minuty

v zavislosti na pozadavcich analyzy [4-7, 9].

Tyce
kvadrupolu

__» Do detektoru

C? _2'® — U+ V cos(wt)

™ Iont se stabilni trajektorii (detekovan)

Proud
iontl
X Iont s nestabilni trajektorii (vybiti)

Obr. 7 Princip separace dvojice iontl s rozdilnou hodnotou m/z s vyuzitim kvadrupélového

hmotnostniho analyzatoru [11]

Sektorovy analyzator

Sektorové analyzatory dosahuji v porovnani s kvadrup6ly velmi vysoké rozliSovaci
schopnosti (R ~ 10 000), coz predurcuje jejich vyuziti pro ucely ultra-stopové analyzy prvki
zatizenych spektralnimi interferencemi, kde jsou kladeny vysoké naroky na mez detekce
a presnost stanoveni. Dal§i vyznamnou aplikaci tzv. Multikolektord vybavenych sektorovym
analyzatorem pracujicich v médu nizkého rozliSeni (rozliSovaci schopnost R = 400)
a detektorem slozenym ze soustavy Faradayovych kleci a elektronasobici je velmi presné

méieni izotopovych pomért [4-7].
Priletovy analyzator

Princip priiletového analyzatoru je zalozena na ptedpokladu, Ze pokud iontim
s riznym pomérem m/z doddme stejnou kinetickou energii, tak se ionty budou pohybovat
riznou rychlosti v zavislosti na jejich hmotnosti. V ptipad priletového analyzatoru jsou
ionty vzorkovany v jeden okamzik a poté jsou urychleny napétovym pulzem 1 keV
do ortogonaln€ umisténé letové trubice, kde dochazi k jejich separaci. Detekci vzorkovanych

iontd 1ze ziskat simultanni zdznam hmotnostniho spektra v rozsahu od °Li — 2*8U. Pii pouziti
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teoreticky nasbirat az 20 000 kompletnich spekter za sekundu [4-7].

2.3.10 Detektory

Detektor, ptevadéjici proud iont na métitelny elektricky signal, je dilezitou soucasti
vSech ICP-MS. V soucasnosti jsou hmotnostni spektrometry sindukéné véazanym
plazmatem vybaleny elektronovym nasobic¢em s oddélenymi dynodami, jenz nejlépe spliuji
kladené pozadavky na potfeby stopové analyzy prvka, Siroky dynamicky rozsah a nizky

Sum. Dfive pouzivané typy detektorti byly ,,Chaneltron* a ,,Faradayova klec* [4-7, 9].
Elektronasobic¢ s oddélenymi dynodami

Elektronovy nasobi¢ s odd€lenymi dynodami je umistén tzv. ,off-axis® kviili
minimalizaci Sumu pochazejiciho z rozptyleného svétla a neutrdlnich Castic vznikajicich
v ICP. Sklada se z nékolika dynod (15-20 dynod) pokrytych vrstvickou oxidu s vysokou
emisi sekundarnich elektronii. Pfi dopadu iontu na prvni dynodu jsou vyrazeny sekundarni
elektrony, které¢ jsou smérovany pomoci elektrického pole k nésledujici dynod¢. Pti dopadu
elektronti na kazdou dalsi dynodu dochazi k postupnému vyrazeni stale vétsiho poctu
sekundéarnich elektroni (zesileni signéalu). Vznikly zesileny elektronovy pulz je poté
zachycen na anod¢. V ptipad¢ elektronového nésobice s oddélnymi dynodami dosahujeme
dostate¢n¢ Sirokého dynamického rozsahu pouzitim dvou méficich moda, a to analogového
(niz$i zesileni, detekce vysokych koncentraci) a pulzniho (vyssi zesileni, detekce nizkych

koncentraci) [4-7, 9].

2.4 Interference

Interference Ize rozdélit do dvou hlavnich skupin, a to na interference spektralni
a nespektralni, pficemz spektralni interference predstavuji nejvice problematicky druh
interferenci zatézujicich kvantitativni stanoveni prvki pomoci hmotnostnich spektrometrt

s nizkou rozliSovaci schopnosti.

2.4.1 Spektralni interference
Existuji 2 zakladni typy spektralnich interferenci, a to polyatomické a izobarické

interference. Polyatomické (molekularni) interference vznikaji kombinaci dvou, nebo vice
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atomt, jejichz vysledné hodnota m/z je téméf shodné s hodnotu m/z izotopu analyzovaného
prvku. Mezi nejznamé;jsi piiklady polyatomickych interferenci patii ionty vzniklé kombinaci
plazmového plynu (Ar) s atomy matrice, rozpoustédla anebo atomy ostatnich prvki
ve vzorku (polyatomicky ion “°Ar'®O* interferujici stanoveni *’Fe, *°Ar*>Cl" interferujici
stanoveni "°As). Dal§im zdrojem interferenci v ICP-MS miize byt vznik dvojnisobné
nabitych iontl vytvarejicich izotopicky pik v oblasti jejich poloviéni hodnoty hmotnosti.

Napriklad ion '**Ba** zat&zuje stanoveni *3Zn* [4-7].
Izobaricka interference

Jelikoz se az 70 % prvkil v ptirod€ nachazi jako smés nékolika izotopi, tak muize
dochdzet k pfipadiim, kdy dva izotopy odlisSnych prvka (napt. prvek matrice a analytu)
mohou mit velice podobnou hodnotu hodnotou m/z. Piikladem muize byt olovo majici
4 stabilni izotopy, a to 2°Pb, 2°Pb, 297Pb, 2°®Pb. Pi¢emz izotop 2**Pb je zatizen interferenci
izotopu 2**Hg a izotop 2®Pb zase interferenci izotopu 2**TI. Pro potladeni izobarickych
interferenci se vyuziva nejéastéji vhodné volby izotopu (v ptipadé Pb izotopt 2°°Pb, 2°’Pb,
208Pb) nebo pouziti matematickych korekénich rovnic zahrnujicich do vypoétu prirozené

zastoupeni jednotlivych izotopti [4, 6].

2.4.2 Nespektralni interference

Existuyji 3 zakladni typy interferenci zplisobené komplexni matrici vzorku,
a to interference ovliviiujici transport vzorku a jeho zmlZovani, interference ovliviiujici
ionizaci prvki v ICP vyboji a interference zptisobujici zandSeni az ucpani otvorl ve
vrcholech konusii rozhrani. Nespektralni interference jsou zpusobeny vysSSim obsahem
rozpusténych latek, nebo koncentraci kyselin a snadno ionizovatelnych prvka
v analyzovaném vzorku. Nejcastéjsi metodou korekce nespektralnich interferenci je vyuziti
vhodného interniho standardu pfiddvaného v nizké koncentraci (nejcastéji jednotky pg.I'l)
ke kalibra¢nim standarda, slepym a redlnym vzorkiim. Na vhodné zvoleny interni standard
jsou kladeny nasledujici poZzadavky: nesmi byt pfirozené obsazen v analyzovanych vzorcich,
musi mit podobny ionizacni potencial, chovani v plazmatu a pomér m/z jako analyzovany
prvek, coz v piipadé multielementarni analyzy pifedstavuje pouZiti rliznych internich

standardfi (°Li, **Sc, 3°Y, I, 2%Bi, aj.) pokryvajicich méfeny rozsah prvki [4-7].
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2.4.3 Moznosti eliminace spektralnich interferenci

Existuje n¢kolik moznosti eliminace spektralnich interferenci. Jeden ze zplsobu je
volba vhodného izotopu pro stanoveni, ktery je minimdlné zatizen spektralnimi
interferencemi anebo vyuziti ICP-MS pfistrojii s vysokym rozliSenim. Dalsi zpisob je
vyuziti matematickych korekénich rovnic, které jsou vhodné pro eliminaci izobarickych
interferenci, nebo méné zavaznych polyatomickych interferenci. Dal§im zptsobem je
pouziti ,,studeného plazmatu®“ (,,cool/cold plasma*) zalozeném na snizeni piikonu
do plazmatu (500-800 W) a zvySenim priitoku nosného Ar, coz vede k potlaceni vzniku
polyatomickych interferenci odvozenych od argonu (**Ar'H*, “Ar*, “Ar'%0", atd.). Dalsi
zpusob spociva v uziti kolizni/reakEnich cel, jejiz princip spociva ve vyuziti celé fady
ion-molekulovych kolizi a reakci k efektivnimu odstranéni polyatomickych interferenci.
Kolizné/reakéni cely se dle mechanismu eliminace a pouzitého multipolu déli na cely kolizni
a reakéni. Kolizni cely vyuZzivaji hexapdl ¢i oktapdl promyvany inertnim plynem (He, Ne,
Xe, atd.) a k potlaceni interferenci dochazi pomoci principu diskriminace kinetické energie
zaloZzeném na rozdilné pravdépodobnosti vicenasobnych srazek iontl analytu a interferentu
s koliznim plynem. Reak¢ni cely vyuzivaji kvadrupol promyvany reaktivnim plynem (Ho,
NH3, CH4, O> atd.) a mechanismus potlaceni interferenci spoc¢iva v reakei polyatomickych
iontl s reakénim plynem za vzniku neinterferujicich iontd s odliSnou hodnotou m/z nebo

neutralnich ¢astic [6, 7].

2.5 Laserova ablace

Laserova ablace (LA) je povazovana za nejrozsifené€jsi techniku vnéaseni pevnych
vzorki pro ICP-MS. Spojeni laserové ablace s hmotnostni spektrometrii s indukéné
vazanym plazmatem LA-ICP-MS naslo Siroké uplatnéni pro pfimou analyzu pevnych
vzorkl,, hloubkové profilovani, ale 1 mapovani prostorové distribuce prvki na povrchu
analyzovanych vzorkii. Systém laserové ablace se skladd zlaseru, ablacni komory
a transportniho systému. Vzorek je umistén v ablacni komote, kterd je vyplnéna a promyvana
nosnym plynem, ktery slouzi pro pienos ablovaného materialu do ICP-MS. Jako nosny plyn
se vétSinou pouziva He, nebo Ar. Pomoci CCD kamery lze skrze okno abla¢ni komory

pozorovat povrch analyzovaného materialu s cilem vybrat vhodné misto k LA-ICP-MS
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analyze, na které je poté presn¢ fokusovan (zaméfen) laserovy svazek. Schéma systému

laserové ablace je zndzornéno na Obr. 8 [4, 12].

CCTV
Kamera

Cocky

, <4
Laserovy paprsek Dielektrické
= > zrcadlo

< K. Objektiv

Vzorek
Vstup He [ \\\' /A 7 Vstup do ICP
— ——

Obr. 8 Schéma systému laserové ablace [13]

2.5.1 Princip

Vlivem piisobeni (dopadu) laserového svazku s vhodnou energii na povrch vzorku
dojde k rychlému zahtati vzorku a uvolnéni ablatovanych castic, které nasledné vytvareji
mikroplazma. To se sklada z pevnych ¢astecek vzorku, vypatrenych kapek, elektronti, atomti

a iontd analyzovanych prvkl a matrice [5]. Céste€né ionizovany aerosol je nasledné
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kontinualnim proudem nosného plynu (nejcastéji helium) zavadén do ICP, ve kterém je
aerosol atomizovan a ionizovéan za vzniku kladné€ nabitych iontl analytu a matrice. Béhem
interakce laseru s povrchem vzorku se uplatiuji nejCastéji dva typy mechanismi,
a to termicky (odpafovani) a netermicky (ablace). Termicky mechanismus zahrnuje taveni
a odparovani vzorku. Energie se pfendsi z fotont na elektrony a atomovou mtizku. Termicky
mechanismus se uplatiuje u laseri s delsi dobou trvani pulzu (mikrosekundové lasery)
a niz8i hustoté zafivého toku (<10® W.cm). Netermicky mechanismus (ablace) spocivajici
v pfimém naruseni atomové miizky a uvolnéni atomti bez difuize tepla se uplatiiuje u laserti
s krat§i dobou trvani pulzu (femtosekundové lasery) a vys§i hustoté zafivého toku
(>10° Wem™). U typi laseri s hustotou zaiivého toku 10°~10° W.cm™ dochazi b&hem

interakce laserového svazku s povrchem vzorku soucasné k odpatovani a k ablaci [14].

2.5.2 Laser

Laser je optické zafizeni, jehoz nazev je zkratkou z anglického ,,/light amplification
by stimulated emission of radiation®, coz v ptekladu znamena zesileni svétla s vyuzitim
stimulované emise zéafeni. Laser produkuje pulzni monochromatické, koherentni svételné
zéafeni o vysoké intenzité, které je soustfedéno do jednoho bodu. Z téchto diivodu je laser
vhodny zdroj pro interakci s povrchem analyzovaného vzorku za ucelem vzorkovani jeho
malé a presné definované casti. Laser se sklada ze 3 Casti, ze zdroje buzeni, aktivniho

prostiedi a optického rezonatoru.

Pomoci budicitho zdroje jsou elektrony aktivniho prostiedi excitovany
na metastabilni hladinu. Nasledn¢ dojde k tomu, Ze pocet excitovanych elektroni je vyssi
nez pocet elektronti v zékladnim stavu. Toto se nazyva inverzni populace. Aktivni prostiedi
ma z obou stran opticky rezonator, jehoz cilem je interferenci fotont zesilit pozadovanou
vlnovou délku a ostatni zeslabuje. Opticky rezonator je tvofen polopropustnym zrcadlem
a totalnim zrcadlem. Pfi pfechodu elektronu z metastabilni hladiny na zakladni dojde k emisi
elektronu (spontdnni emisi). Tyto fotony mohou byt odrazeny optickym rezondtorem
a mohou interagovat s jinymi excitovanymi atomy, coz zpusobi emisi svétla (stimulovana
emise). Polopropustné zrcadlo odrazi mezi 20 az 98 % zéfeni, v zavislosti na typu laseru.
Tento proces se opakuje, ¢imz je podporovana stimulovana emise. Vzniklé zafeni poté

prochazi polopropustnym zrcadlem mimo laser [6].
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2.5.3 Druhy laseri

Na zakladé typu laseru Ize ziskat emitované zatfeni o riznych vinovych délkach
od UV az po IR. Dale se lasery déli podle materialu aktivniho prostiedi (pevnolatkové,
plynové a excimerové), doby trvani pulzu (mikrosekundové, nanosekundové,
pikosekundové a femtosekundové). Za nejvyhodnéjsi lasery jsou povazovany UV
femtosekundové lasery, které diky ptisobeni velmi kratkého pulzu na povrch analyzovaného
vzorku dochézi k jeho u€innéjsi ablaci vedouci ke vzniku homogennéjsi distribuce velikosti
ablatovanych castic, stabiln¢jSiho signalu a minimalizaci elementarni a izotopické

frakcionace [5, 6].
Pevnolatkové lasery

Aktivni prostiedi laseru je tvofeno opticky propustnou pevnou latkou (obvykle sklo,
nebo prithledny krystal), ktery je dopovany malym mnoZstvim iontii kovu slouzicich jako
luminiscencni centra. Jako budici zdroj se pouzivaji vybojky nebo jiné lasery.

V LA-ICP-MS se pouzivaji zejména neodymovy a Nd:YAG laser.

V soucasnosti je vSak nejpouzivanéjSim laserem Nd:Y AG, kdy aktivnim materidlem
je izotropni krystal Ytrium Aluminium granatu (Y3AlsO12) dopovany ionty neodymu (Nd**).
Nd:YAG je schopen emitovat zafeni o riznych vinovych délkach. Zakladni vinovou délkou
Nd:YAG laseru je 1064 nm, pfi¢emz pomoci optickych soucastek lze ziskat a vyuzit laserové
paprsky s polovi¢ni (532 nm), tfetinovou (355 nm), ¢tvrtinovou (266 nm) nebo az pétinovou
(213 nm) vlnovou délkou. Nicméné jen Nd:YAG lasery majici vinovou délkou 213 nm

a 266 nm jsou soucasti ablacnich systému pro ucely LA-ICP-MS [6].
Plynové lasery

Aktivni prostfedi laseru je tvofeno plynnou fazi, ktera je homogenni, a tedy
pfi priachodu zatfeni aktivnim prostfedim nedochdzi k deformaci a rozbihavosti vystupniho
paprsku. V porovnani s pevnolatkovymi lasery, mé vystupni paprsek plynové laseru velmi
stabilni vlnovou délkou, ale nizsi vystupni vykon, a to z divodu niz§i objemové hustoty
poctu castic. Jako budici zdroj se pouziva elektricky vyboj. Plynové lasery maji velky rozsah
vlnovych délek a lze je rozdélit na lasery s vybojem v plynu, dynamické plynové lasery,
fotodisocia¢ni lasery, chemické lasery a excimerové lasery, piri¢emz posledni

ze jmenovanych je nejcastéji pouzivany typ v LA-ICP-MS [6, 14].
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Excimerové lasery

Nazev vychazi ze spojeni anglickych slov ,,excited a ,,dimers* a oznacuje dimerni
molekuly vzacného plynu a halogenidu (napt. ArF.), jejichz vznik je podminén vzajemnou
interakci excitované castice s Castici v zdkladnim energetickém stavu. Tyto excitované
molekuly jsou velmi nestabilni a v fddu n¢kolika nanosekund se rozpadaji ¢imz dojde
k vyzaieni pomérn¢ velké energie. Aktivnim prostfedim excimerovych laseri jsou smési
inertnich a reaktivnich plynt (Ar, Kr, Xe, Clz a F2) o vysoké Cistoté, které je nutné pravidelné

vvvvvv

Ar-F (193 nm), Kr-F (248 nm), Xe-Cl (308 nm) a Xe-F (351 nm) [14].

2.5.4 Parametry ovliviiujici abla¢ni proces

Mezi nejdilezitéjsi parametry ovliviiujici ablacni proces patii parametry
charakterizujici vlastnosti laseru a optického systému (vinova délka, energie, délka pulzu,
frekvence, energeticky profil laserového paprsku, zaostteni laseru), pouzity nosny plyn (druh
plynu, tlak a pritok abla¢ni celou — ovlivnéni transportu aerosolu do ICP-MS) a v neposledni

fad¢ matrice (optické vlastnosti, homogenita, morfologie).

Vinova délka laseru

vvvvvv

laserovou ablaci jsou preferovany predevsim lasery s vinovou délkou v UV oblasti, a to
nejen pro jejich netermicky mechanismus ablace (pifimé rozruSeni krystalové mtizky bez
zbytecného zahtivani zplsobujici frakcionaci), ale 1 moZnost jejich zaostfeni na mensi

plochu analyzovaného vzorku [6, 14].
Doba trvani pulzu

DalSim dualezitym parametrem ovliviiujici ablac¢ni proces je doba trvani pulzu.
Obecné plati, Ze ¢im kratsi doba trvani pulzu, tim se vice uplatiiuje netermicky mechanismus
ablace (snizeni termickych déji vedoucich ke zlepSeni prostorového ¢i hloubkového

rozliSeni). Nejcastéji se pouzivaji femtosekundové a nanosekundové lasery [6, 14].
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Energie laseru

V neposledni tad¢ je dalSim dulezitym parametrem energie laserového pulzu
ovliviiujici prabeh ablace a rozmér vzniklého krateru po ablaci. Energie laseru ovliviiuje
pribéh ablace, mnoZzstvi ablatovaného materialu a velikost krateru. Energie laserového pulzu
je volena v zavislosti na tloust’ce (napf. tenké fezy biologickych vzorki €i rostlin), tvrdosti
a optickych vlastnosti analyzovaného vzorku. Mimo to i energeticky profil laserového
svazku znacn¢ ovliviiuje tvar vznikajiciho krateru, excimerové lasery, paprsek s plochou
horni casti, vytvareji kratery srovnymi sténami, pficemz NAYAG lasery, paprsek

s Gaussovskym profilem, vytvareji kratery s kuzelovitym tvarem [14].

2.5.5 Frakcionace

Jde o jev vedouci k vyskytu nestechiometrickych jevii v pfechodovych signalech
projevujicich se odliSnym slozenim ablatovaného aerosolu vzorku od primérného slozeni
analyzovaného vzorku. K tomuto dochazi na zéklad¢ rGznych chemickych a fyzikalnich
vlastnosti. Jedna se o elementarni a izotopickou frakcionaci. U elementarni frakcionace
dochazi ke zménam pomeéru signali jednotlivych prvki. U izotopické frakcionace dochézi
ke zménam pomeéru signali jednotlivych izotopt. Pro kvantifikaci frakcionace se pouziva
»Index frakcionace®, ktery zavisi na typu vzorku a celkové dob¢ ablace. Pro jeho vypocet se
pouziva vnitinich standardii nejcastéji pomoci vapniki. K frakcionaci obvykle dochazi
pii samotné ablaci, transportu ¢astic z ablacni cely do ICP a v plazmatu (Obr. 9). Frakcionaci
1ze ovlivnit vybérem vhodného laseru, protoze UV lasery zplisobuji mensi frakcionaci, nez

IR lasery [14].
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Obr. 9 Zdroje chyb pti LA-ICP-MS

2.5.6 Priprava vzorku pro ablaci
Pted analyzou je dulezité, aby byl vzorek dostatecné homogenni a mél hladky
povrch. Specialni skupinou vzorkl jsou oceli a slitiny, jeZ jsou dostatecné homogenni

a nepotiebuji byt nikterak upravovany pred vlastni LA-ICP-MS analyzou.

Naopak pfi analyze hornin mohou byt stopové prvky distribuovany jako shluky
nahodné rozmisténé v materialu. Praskové vzorky se obvykle pripravuji 2 hlavnimi zpasoby:
lisovanim a tavenim. Pokud je vzorek ve formé prasku ¢i krystalu, tak se pomoci lisovani
pievede v tabletku. Pfi lisovani se také miize vyuzit pojiv jako jsou vysokomolekularni

alkoholy, nebo pryskyfice.

Dalsim zptisobem je taveni, jehoz velkd vyhoda je ziskani vysoké homogenity
vzorku. Taveni mize byt provedeno za pouziti tavidla jako je borax nebo bez néj. Pouziti
tavidla snizuje teplotu taveni a tim zabrafiuje odpareni t€kavéjSich prvki. Nicméné taveni
vzorku bez tavidla odstranuje nevyhody pouziti tavidla, a to fedéni vzorku a moznou

kontaminaci vzorku, jako u lisovani tabletek za pouziti pojiv.

Mezi dal$i postupy ptipravy vzorki pro LA-ICP-MS patii zaliti vzorkti do epoxidové

pryskyfice, parafinu ¢i jiného polymeru (zachovani 3D struktury), specidlni metodou
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ptipravy biologickych a rostlinnych tkani je jejich nafezani na tenké fezy s tloustkou

10 — 30 pm pomoci kryomikrotomu [13].

2.5.7 Kalibrace pro LA-ICP-MS

Pouzitim laserové ablace v propojeni s ICP-MS se daji ziskat uzite¢né informace
o kovovych a nékterych nekovovych prvcich v materidlu. MlUzZeme ziskat informaci
o distribuci jednotlivych prvkil v materidlu. Pro jejich kvantitativni analyzu vSak je potiebna
kalibrace, kterd potlaci odchylky zpusobené predevSim rozdilnou interakci laserového
svazku s povrchem vzorku, tvorbou reprezentativniho jemného aerosolu, transportem ¢astic
aerosolu do ICP a naslednym odpafenim, atomizaci, ionizaci prvkl v ICP. Kalibrace se da
provést nékolika zptsoby (vyhody a nevyhody jednotlivych postupli jsou popsany v Tab.
I11):

- Matric¢ni certifikované referencni materialy (CRM)
- Laboratorné ptipravené standardy

- Pfimichavani aerosolu kapalné¢ho standardu

- Izotopické zied’ ovani

- Inkoustovy tisk
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Tab. III Vyhody a nevyhody jednotlivych kalibra¢nich postupti [15]

Kalibrac¢ni postup

Vyhody

Nevyhody

Matric¢ni certifikované
referencni materialy

(CRM)

Ptizplisobend matrice,
rychlost, nezévislost

certifikované koncentrace

Omezena dostupnost,
jednobodova kalibrace, omezena
volba kalibra¢niho rozsahu,

obvykle vysusené standardy

Laboratorn¢
pfipravené standardy
s ptizptisobenou

matrici

Ptizplisobend matrice,
volba koncentra¢niho
rozsahu, ekvivalentni

obsah vody

Specificka aplikace, zdlouhava

ptiprava

Pifimichavani aerosolu

kapalného standardu

Rychlost, vyssi pocet
analytii, vyuzité
standardnich vodnich

kalibra¢nich roztoku

Doposud popsano omezené

mnozstvi aplikaci pro zobrazovani

Izotopické zied’ovani

Robustni jednobodova

kalibrace, pfesnost

Homogenni promichani
obohaceného standardu se
vzorkem je znacné obtizné,
naro¢nost provedeni, nepouzitelné

pro monoizotopické prvky

Inkoustovy tisk

Rychlost, snadna

prizptsobitelnost pro nové

aplikace, moznost

ptizpisobeni matrice

Doposud popsano omezené

mnozstvi aplikaci pro zobrazovani

Pti kalibraci i méfeni je vhodné pouziti interniho standardu, diky kterému ziskdme data

korigovana na interni standard. Toto umoziuje piesnéjsi méteni.

2.6

ve farmaceutickych produktech

Aplikace technik atomové spektroskopie pri analyze prvkovych necistot

Pro kontrolu prvkovych necistot ve farmaceutické vyrobé se pouziva mnoho technik.

Mezi tyto techniky patii naptiklad atomova absorpcni spektroskopie (AAS), rentgenova
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fluorescencni spektrometrie (RFS) a metody vyuzivajici indukéné vazané plazma (ICP-MS,

ICP-OES, LA-ICP-MS).

2.6.1 Atomova absorp¢ni spektrometrie

AAS je jednou ze starSich metod stanoveni obsahu prvkovych necistot ve vzorku.
V porovnani s Castéji pouzivanymi metodami jsou ICP-OES a ICP-MS, dosahuje obecné
horSich mezi detekce (zejména FA-AAS). Proto se pro zlepSeni mezi detekce vyuziva
elektrotermické atomizace (ETA-AAS) dosahujicich niz§ich mezi detekce, které jsou pro
vybrané prvky srovnatelné¢ s ICP-OES [16]. ETA-AAS umoziiuje stanoveni pevnych,
kapalnych, ale i suspenznich vzorkl. Nevyhodou technik AAS oproti ICP-OES a ICP-MS
je to, ze pii jedné analyze lze stanovit pouze jeden prvek, oproti mozné multielementarni
analyze za pouziti I[CP-OES a MS. Nicméné moznost analyzovat pevné vzorky piinasi

znacné snizeni Casu potfebného na piipravu vzorku, oproti ICP-OES a ICP-MS [17].

2.6.2 Rentgenova fluorescencni spektrometrie

Pomoci RFS Ize analyzovat pevné a kapalné vzorky bez jejich zdlouhavé ptipravy.
Dalsi vyhodou RFS jsou velmi nizké interference zptisobené matrici vzorku. RFS ale spise
nachazi své uplatnéni pfi kvalitativni analyze. Kvantitativné se daji stanovit pfedevsim Fe,

Ni, Zn, Cua Pd [17].

2.6.3 Metody vyuzivajici indukéné vazané plazma

ICP-OES a ICP-MS patii v dnesni dobé k nejrozSifenéjSim metoddm analyzy
prvkovych necistot. Vynikaji pfedev§im diky moznosti multielementarni analyzy a dosazeni
velmi nizkych mezi detekce. Limitace standardnich ICP-MS a ICP-OES pfistroji spociva
v moznosti analyzy piedevSim kapalnych vzorkd. Toto omezeni vedlo k vyvoji metod
zalozenych na ICP, které umozni pfimou analyzu pevnych vzorkt, a to laserovéa ablace

(LA-ICP-MS) [18] a elektrotermické vypatovani (ETV-ICP-MS a ETV-ICP-OES) [19].

Vyhodou ETV oproti LA je mnozstvi vzorku, které je transportovano do ICP. U ETV
to mize byt az 2,5 mg, zatimco u LA to byvaji ng. Jeji dals§i vyhodou je odstranéni (potlaceni)

matrice diky postupné pyrolyze vzorku dle pfedem nastavené¢ho teplotniho programu.
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Nicméné nekteré prvky nemohou byt stanoveny pomoci ETV, kvili ztratdm pii pyrolyze

vzorku [17].

2.6.4 Metody pripravy farmaceutickych vzorku

Pro ucely kvantitativniho stanoveni prvkovych necistot ve farmaceutickych
produktech byly navézeny dva zékladni zplsoby pfipravy farmaceutickych vzorkt, a to
v zé&vislosti na pouzité technice atomové spektrometrie. Obecné tyto postupy zahrnuji
piimou analyzu pevnych farmaceutickych vzorki, a nebo (Castéji) je nutné pired vlastni
analyzou vzorek prevést do roztoku (Obr. 10). K pfevedeni vzorku do roztoku se vyuziva
rozpusténi vzorku ve vodé ¢i jiném rozpoustédle, mikrovinné asistovanou extrakci az po

mikrovinné rozklady vzorku v otevieném a uzavieném systému.

: STANOVENI
FARMACEUTICKY .. :
VZOREK PRIPRAVA VZORKU PRVKOVYCH
NECISTOT
ROZPOUSTENI ICP-OES
(voda, nebo organické rozpoustédlo)
/
 EXTRAKCE N ICP-MS
I 1
} v 1
Konvenénia  _ - MOKRY ! o
Mikrovinné zah¥ivani IN/AAWVY |~ Otevienéa
I | Uzaviené Nadoby
M SPALOVANI [H
‘\ g . I’
FARMACEUTICKY PRIMA ANALYZA Psgégg\‘,’%gh
VZOREK PEVNEHO VZORKU NECISTOT

ETV-ICP-OES

ETV-ICP-MS

LA-ICP-MS

Obr. 10 Postup stanoveni prvkovych necistot pomoci metod zalozenych na ICP [17]
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Rozpousténi

Rozpousténi se provadi budto ve vodé nebo v organickych rozpoustédlech.
Rozpousténi ve vodé se vétSinou provadi roztoky zifedénych mineralnich kyselin (obvykle
HCI, nebo HNOj;). Avsak rozpousténi ve vodé mé znacné omezeni v podobé spatné
rozpustnosti  ufinnych  farmaceutickych substanci (10-100 mg). Rozpousténi
farmaceutickych produktt v organickych rozpoustédlech (nejcastéji N,N-dimethylformamid
a ethanol), vSak v piipad¢ ICP-MS a ICP-OES pfiinasi fadu obtizi v podobé omezeni vnaseni
organickych rozpoustédel do ICP (do 5 -10 %), zvySeni pravdépodobnosti vzniku
polyatomickych interferenci. Toto omezeni Ize potladit pouzitim membranovych
desolvatacnich jednotek, pridavanim kysliku do nosného plynu vedouciho k dokonalému
spaleni organické matrice v ICP a korek¢énimi rovnicemi (polyatomické interference
odvozené od uhliku). Pouziti vnaSeni kysliku do ICP a membranovych desolvatacnich

jednotek patii mezi nakladné ptistupy ICP-MS a ICP-OES analyzy zvysujici [17].
Extrakce

Je to alternativni zpusob pfipravy farmaceutickych vzorkt zaloZzeny na predpokladu
ze prvkoveé necistoty nebyvaji obsazeny piimo ve struktuie API. Existuji dvé hlavni metody
extrakce a to ,,cloud point extraction* (CPE), mikrovInn¢ asistovana CPE a extrakce pomoci
ultrazvuku. Jako extrakeni €inidla se pouziva smés povrchové aktivni latky a ligandu, jako

je naptiklad smés Tritonu X-100 s 2-merkaptobenzothiazolem [17].
Rozklad na mokré cesté

Vétsinou se organické matrice rozkladaji ptisobenim oxidujicich kyselin, jako je
naptiklad kyselina dusi¢na. Diky pouziti kyseliny dusicné je zajisténo, ze vétSina prvkovych
necistot bude v mineralizatu ve formé rozpustnych dusi¢nantl. Casto se také vyuzivaji smési
kyseliny dusi¢né s oxidujicim ¢inidlem, jako je napiiklad peroxid vodiku nebo kyselina
chloristd. Kvuli nizké stabilité nckterych prvka (Ru, Os, Ir, Pt, Au) ve vzniklych
mineralizatech se pfidavaji dalsi latky, které zvysuji jejich stabilitu. Jedna se napiiklad
o kyselinu chlorovodikovou, smés thiomoc€oviny a kyseliny askorbové. Pro rozklad je ¢asto
nutno pouzit rozklad za zvySeného tlaku, a to proto, abychom dosahly vyssi teploty varu
rozkladné smési. Rozklad se proto miize délit podle nddoby, ve které probihaji (otevieny,
uzavieny) a podle zpisobu, jakym je teplo dodavano (konven¢nim zahtivanim, zahtivani
pusobenim mikrovinného ¢i infracerveného zatreni). Vyhodou rozkladu v uzavieném

systému je snizeni kontaminace vzorku a minimalizace ztrat analytu z rozkladné nadoby
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béhem rozkladu. Nejcastéji se pouzivd mikrovinnych rozkladl v uzavienych systémech.

Priklady pouziti rozkladnych smési na rizné matrice jsou uvedeny v Tab. IV [17].

Tab. IV Ptiklady rozkladii na mokré cesté [17]

Matrice Rozkladna smés Stabilizace Os/Hg Citace
Kyselina acetylsalicylova Os a Hg —smési HCl a
. HNO; ) ) [20]
L-serin thiomoCoviny
Antibiotické tabletky HNO; + H2O2 - [21]
. HNOs + HCl, poté
Antihypertenzni tabletky - [19]
H>SO4 + HNOs + HC1
Arbidol HNOs3 + H202 - [18]
Fingolimod HNOs; + HCIO4 - [22]
Levetiracetam HNO3 + H202 - [23]
Levodopa
Primaquine difosfat,
. HNO3 / HNO3 + HCl - [24]
Propranolol hydrochlorid
Sulfamethoxazole
Lu tabletky HNOs + HCl - [25]
Os — smési CH3COOH,
Mikrokrystalicka . .
HNO; thiomocoviny a kys. [26]
celuloza
askorbové
Nékteré API
Voda + HNOs; + HCI - [27]
Tabletky
Nekteré API tabletky HNO;3 + H202 - [28]
Spalovani

Spalovani zahrnuje 4 kroky. Je to suSeni, spalovani, zpopelnéni a nasledné rozpusténi
(louzeni) vzniklého popela v mineralni kyseling. Diky tomu, Ze vétSina u€¢innych latek jsou
organické slouceniny, tak spalovani mize byt velice u¢inny zptsob rozkladu pfii, kterém je
organicka matrice prevedena predev§im na CO;, HoO a anorganicky zbytek (popel)
rozpustny ve ziedénych mineralnich kyselinach. Spalovani probiha v otevienych kelimcich,

coz muze vyustit ve ztratu t€kavéjSich prvkl. V posledni dobé se mikrovin¢ indukované
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spalovani (MIC) ukazuje jako uc¢inna metoda spalovani API, diky které jdou stanovit i t¢kavé

prvky jako jsou halogenidy [17].
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EXPERIMENTALNI CAST

.1 Chemikalie, pFfistroje a pomiicky

.1.1 Chemikalie
Certipur® Vanad ICP Standard; ¢ = 995 = 5 mgkg™, (1 000 mg.1""), Merck s.r.o, Némecko.
Certipur® Kobalt ICP Standard; ¢ = 987 £ 5 mgkg™ (1 000 mg.1™"), Merck s.r.0, Némecko.
Certipur® Nikl ICP Standard; ¢ = 988 = 5 mgkg™ (1 000 mg.I""), Merck s.r.o, Némecko.
Certipur® Arsen ICP Standard; ¢ = 992 = 5 mgkg™ (1 000 mg.I""), Merck s.r.o, Némecko.
Certipur® Selen ICP Standard; ¢ = 990 = 8 mgkg™! (1 000 mg.1""), Merck s.r.0, Némecko.
Certipur® Ruthenium ICP Standard; ¢ = 968 + 8 mgkg™! (1 000 mg.I'), Merck s.r.o,
Némecko.
Certipur® Rhodium ICP Standard; ¢ =988 + 6 mgkg™' (1 000 mg.I""), Merck s.r.o, Némecko.
Certipur® Paladium ICP Standard; ¢ =984 + 5 mgkg™ (1 000 mg.I""), Merck s.r.o, Némecko.
Certipur® Stiibro ICP Standard; ¢ = 987 + 5 mgkg™ (1 000 mg.1""), Merck s.r.o, Némecko.
Certipur® Kadmium ICP Standard; ¢ = 988 = 5 mgkg! (1000 mg.l"), Merck s.r.o,
Némecko.
Certipur® Osmium ICP Standard; ¢ = 964 + 5 mgkg™ (1 000 mg.I'"), Merck s.r.0, Némecko.
Certipur® Iridium ICP Standard; ¢ = 969 + 8 mgkg" (1 000 mg.1""), Merck s.r.o, Némecko.
Certipur® Platina ICP Standard; ¢ = 963 + 5 mgkg™ (1 000 mg.1""), Merck s.r.o, Némecko.
Certipur® Zlato ICP Standard; ¢ = 969 =4 mgkg™ (1 000 mg.I""), Merck s.r.o, Némecko.
Certipur® Rtut ICP Standard; ¢ = 947 + 8 mgkg™ (1 000 mg.I""), Merck s.r.o, Némecko.
Certipur® Thallium ICP Standard; c = 988 +£4 mgkg™ (1 000 mg.I""), Merck s.r.o, Némecko.
Certipur® Olovo ICP Standard; ¢ = 987 + 6 mgkg™” (1 000 mg.I""), Merck s.r.o, Némecko.
Jednoprvkovy kalibra¢ni roztok ASTASOL® Skandium; ¢ =1 000 + 2 mg1"' ve 2 % HNO;,
Analytika spol. s.r.o., Praha.
Jednoprvkovy kalibraéni roztok ASTASOL® Yttrium; ¢ = 1 000 + 2 mgl”' ve 2 % HNOs,
Analytika spol. s.r.o., Praha.
Jednoprvkovy kalibraéni roztok ASTASOL® Indium; ¢ = 1 000 + 2 mgl” ve 2 % HNO3,
Analytika spol. s.r.o., Praha.
Jednoprvkovy kalibraéni roztok ASTASOL® Bismut; ¢ = 1 000 + 2 mgl™! ve 5 % HNO;,
Analytika spol. s.r.o., Praha.
Viceprvkovy kalibraéni roztok ASTASOL — MIX; Bi, In, Sc, Tb, Y; ¢ = 10 £ 0,1 mgl’,
Analytika spol. s.r.o., Praha.
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Ladici roztok pro ICP-MS (7500 Series PA Tuning 1); As, Be, Cd, Zn;
¢ =20 mgl', Mg, Ni, Pb; ¢ = 10 mgl", Al, Ba, Bi, Co, Cr, Cu, In, Li, Lu, Mn, Na, Sc, Sr,
Th, T1, U, V;c=5mgl', Y, Yb; ¢ = 2.5 mgl', Agilent Technologies, USA.

Ladici roztok pro ICP-MS (7500 Series PA Tuning 2); Ge, Mo, Pd, Ru, Sb, Sn;
c=10mgl", Ir, Ti; c = 5 mg 1", Agilent Technologies, USA.

Ladici roztok pro ICP-MS; Ce, Co, Li, T1, Y; ¢ = 10 pgl”, Agilent Technologies, USA.
Kyseliny dusi¢na Analpure®, 69 %, Analytika spol. s.r.o., Praha.

Kyseliny chloristd Analpure®, 68 %, Analytika spol. s.r.0., Praha.

Kyseliny chlorovodikova Analpure®, 36 %, Analytika spol. s.r.o., Praha.

3.1.2 Pristroje

Agilent 7700x ORS-ICP-MS, Agilent Technologies, Japonsko

Analyte G2 LA systém s ArF excimerovym laserem, Photon Machines, USA
Milestone MLS 1200 Mega mikrovinny rozkladny systém, Milestone, Italie
NK200-1B koncentrator vzorku, Hangzhou Miu Instruments Co., Ltd., Cina
Hydraulicky lis do 15 tun, GRASEBY SPECAC.

Laboratorni kulovy vibra¢ni mlynek Pulverisette 21, Fritsch, Némecko.
Elektronické vahy Mettler Toledo New Classic MS, Mettler Toledo, Svycarsko

Ptistroj na ptipravu deionizované vody, Milli-Q® Reference systém, Millipore, Francie

3.1.3 Pomiicky

Sklenéné a plastové laboratorni nadobi
Automatické pipety, Spicky na automatické pipety
Teflonové kelimky na rozklad s teflonovymi vicky
Achatova tfeci miska

Sada na lisovani tablet

Mikroskopicka sklicka

Veskeré plastové i sklenéné nadobi, pouzité k pfiprave standardl a vzorkd, bylo pred

pouzitim ponechdno v 10 % kyseliné dusi¢né po dobu 24 hodin. Poté bylo nékolikrat

promyto deionizovanou vodou, vysuSeno v suSarn¢ a skladovano v uzaviratelnych

plastovych saccich, kvili zabranéni kontaminace okolnim prostfedim.
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3.1.4 Analyzované farmaceutické latky

Validace stanoveni prvkovych necistot pomoci LA-ICP-MS byla provedena na
14 riznych farmaceutickych materidlech, a to 9 rGznych uU¢innych farmaceutickych
substanci (API 1, API 2, API 3, API 4, API 5, API 6, API 7, API 8, API 9), 3 vstupnich
surovinach (VS 1, VS 2, VS 3) a 2 findlnich farmaceutickych produktech (FIN 1, FIN 2)

s doporucenou denni davkou mensi nez 2,0 g.

3.1.5 LA-ICP-MS a ICP-MS

Pro LA-ICP-MS stanoveni prvkovych necistot bylo vyuzito laserového abla¢niho
systému Analyte G2 vybaveného nanosekundovym ArF excimerovym laserem s vinovou
délkou 193 nm, dvou objemovou abla¢ni komorou HelEx II a barevnou CCD kamerou v HD
rozliSeni. K propojeni LA s 7700x ORS-ICP-MS bylo vyuzito Tygon® hadicky
(4 mm x 1.2 m). ORS-ICP-MS byl vybaven oktapolovou kolizné-reakéni celou pracujici
v heliovém modu pro potlaceni spektralnich interferenci. Pro ovéfeni koncentrace
a homogenity kalibra¢nich standardi s pfizplisobenou matrici bylo vyuZzito roztokové
ICP-MS analyzy po pfedchozim mikrovinném rozkladu v rozkladném systému MLS 1200
Mega. Pred vlastni LA-ICP-MS analyzou byla provedena optimalizace parametri LA
(energie laseru, frekvence, pritoky nosnych plynti) a ORS-ICP-MS (optimalizace pritoku
kolizniho plynu skrze kolizné-reakéni celu). Optimalizované parametry nastaveni

LA-ICP-MS jsou uvedeny v tabulce (Tab. V).
Optimalizace energie laseru

Pro jednotlivé matrice byla testovdna energie laseru, a to v rozmezi 10-100 %
po 10 %. Pro optimalizaci byla pfipravena sada kalibracnich standardi s pfizpisobenou
matrici o koncentraci 10 pg.g”'. Optimalizace se provadéla s velikosti laserového paprsku
150 um, rychlosti posunu 150 ums™, frekvenci 10 Hz a prittokem He kolizné-reakéni celou
2,0 mlmin™!. Optimalizace probihala 90 sekund, z ¢ehoZ prvnich 10 sekund a poslednich 30

sekund byla sbirana data pozadi.
Optimalizace priitoku He kolizné-reakéni celou

Pro optimalizaci byl testovan pritok He kolizné-reakéni celou, a to v rozmezi od
0,0-3,5 mlmin™' po 0,5 mlmin™'. Pro optimalizaci byl vyuZito ablace kalibraéniho standardu

s ptizptisobenou matrici (VS1) o koncentraci 10 pg.g™! Optimalizace se provadéla s velikosti
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laserového paprsku 150 um, rychlosti posunu 150 um ™, frekvenci 10 Hz a optimalizovanou

energii laseru 40 %. Optimalizace probihala 90 sekund, z ¢ehoz prvnich 10 sekund

a poslednich 30 sekund byla sbirana data pozadi.

Tab. V Parametry nastaveni méieni

LA-ICP-MS Roztokova ICP-MS
Hustota zafivé energie
4,24 -
laseru (J.cm™)
Frekvence (Hz) 20

Ablaéni mod

liniovy sken

Primér laserového paprsku (um) 150
Rychlost pohybu vzorku (ums™) 150
Vzdalenost mezi liniemi (um) 10 -
Nosny plyn He (Imin™) 0,65 -
Ptikon RF generatoru (W) 1200 1550
Vnéjsi plazmovy plyn (Imin™) 15,0 15,0
Sttedniho plazmovy plyn (Imin™) 0,9 0,9
omocny/nosny plazmovy
p y Y.P y 0.75 11
plyn (Imin!)
Integracéni cas prvkovych
' 40 100 (mimo Se — 300)
necistot (ms)
Integracni Cas internich
10 100

standardt (ms)

Meéfeni izotopy

4SSC, SIV, 59CO, 60Ni,
75AS, 788@, 89Y, IOIRU,
103Rh, IOSPd, 107Ag,
IUCd, 11511’1, 159Tb, 18905,
19311', 195Pt, 197Au, 202Hg,
205T1, ZOSPb, 209Bi

4SSC, SIV, 59CO, 60Ni,
75AS, 7886, 89Y, IOIRU,
103Rh, IOSPd, 107Ag,
IUCd, 11511’1, 159Tb,
18905’ 19311', 195Pt, 197Au,

202Hg 205T1 ZOSPb 209Bi

Prutok He kolizné-reakéni celou

(mlmin 1)

2,0

4,3
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3.2 Priprava vzorki pro ICP-MS s laserovou ablaci

Navazi se presn¢ asil00 mg vzorku (kalibra¢ni standard s pfizpisobenou matrici,
APIL, VS, FIN atd.), rozdrti se to v achatov¢ tifeci misce s tlouckem, piida se 10 % hmotnosti
prasku placeba, které obsahuje interni standardy (Sc, Y, In a Bi) o koncentraci 100 pgg’!
aprovede se homogenizace. Poté se zhomogenizovaného materidlu lisuji tabletky
o prumé&ru 12 mm pii tlaku 10 t po dobu 1 minuty. Takto pfipravené vzorky jsou nasledné

piimo analyzovéany promoci LA-ICP-MS.

3.3 Piiprava kalibra¢nich standardu s prizpisobenou matrici pro LA-ICP-MS

Pro kvantitativni LA-ICP-MS stanoveni prvkovych necistot ve farmaceutickych
produktech byla ptipravena sada 7 kalibra¢nich standardu s prizptisobenou matrici. Provadi
se analyza 7 vzorkt o koncentracich 0 (blank); 1; 5; 10; 25; 50; 100 a 200 pug.g™! pro Cd, Pb,
As, Hg, Co, V, Ni, Tl, Au, Pd, Ir, Os, Rh, Ru, Se, Ag, Pt. Postup pfipravy kalibra¢nich
standardll s pfizplisobenou matrici a nasledného ovéfeni koncentrace a homogenity je

znazornén na Obr. 11.
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Odparovani standardi

Odpafreni kazdého kalibraéniho roztoku CERTIPUR" V, Co, Ni, As, Se, Ru, Rh,
Pd, Ag, Cd, Os, Ir, Pt, Au, Hg, Tl a Pb pod dusikem (odstranéni kysel¢ matrice),
rozpousténi v deionizované vod¢.

Spikovani standardni matrice

Ptidani pfesného mnozstvi zdsobniho roztoku prvku (Kalibra¢ni standard 200
ug.g"), nebo spikované substance do nespikované farmaceutické substance
(placebo), suSeni standardu pii pokojové teploté ptes noc v Holten safe 2010
1.2 laminarnim boxu (Live Technologies, Ceska Republika).

Homogenizace

Homogenizace vysuSené farmaceutické substance pomoci kulového mlynu
Pulverisette 21 (Fritsch, Némecko) po 1 minutu nésledovaného finalni
homogenizaci v achatové tieci misce.

Testovani homogenity

Koncentrace a homogenita kazdého kalibra¢niho standardu byla zkontrolovana
roztokovou analyzou ICP-MS s mikrovinnym rozkladem. Navic byla
analyzovéna prostorova distribuce analytu a interniho standardu ve slisované
tabletce pomoci LA-ICP-MS.

Obr. 11 Postup ptipravy kalibracnich standardii s pfizpisobenou matrici

Ovéreni koncentrace a homogenity pomoci roztokové ICP-MS analyzy

Pro ovéfeni koncentrace a homogenity kalibranich standardii s pfizpisobenou
matrici byly z kazdého standardu odebrany tfi 50 mg navazky, které byly podrobeny
mikrovinnému rozkladu v systému MLS 1200 Mega. Koncentrace Cd, Pb, As, Hg, Co, V,
Ni, Tl, Au, Pd, Ir, Os, Rh, Ru, Se, Ag, Pt v mineralizitech matri¢nich standardi byly
stanoveny pomoci validované¢ ICP-MS metody, kdy validace zahrnovala nasledujici
valida¢ni parametry: linearitu, mez stanovitelnosti, spravnost, ptesnost, mezilehlou pfesnost,

specificitu, robustnost a rozsah.
Rozklad farmaceutickych vzorku

Navazi se presné asi 50 mg vzorku do teflonovych nadobek a ptidaji se 4,0 ml
koncentrované kyseliny dusicné, 1,0 ml kyseliny chlorist¢ a 0,25 ml kyseliny
chlorovodikové. Teflonové nadobky se uzaviou teflonovymi vicky a umisti se do
mikrovlnného rozkladného systému Milestone MLS 1200 Mega. Pro mineralizaci byl pouzit

jiz ptedem optimalizovany program viz. Tab. VI. Po mineralizaci se pfevede vznikly roztok
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do 25 ml odmérnych banék a doplni se deionizovanou vodou po rysku. Po pievedeni vzorki
se mineraliza¢ni kelimky n¢kolikrat promyji deionizovanou vodou a po napipetovani 3 ml 67 %
kyseliny dusi¢né se provede kompletni proces mineralizace (Cistici krok). Slepy vzorek
pfipravuje se stejné jako realné vzorky, kdy do mineraliza¢nich kelimkt je napipetovana jen

rozkladna smés kyselin.

Tab. VI Program pro rozklad vzorki (vlevo) a Cistici krok (vpravo)

Krok & Doba trvani Vykon Krok & Doba trvani Vykon

kroku (min) (W) kroku (min) (W)

1 10 250 1 10 600

2 2 0 Ventilace: 5 minut

3 5 400

4 2 0

5 10 600

6 2 0

7 10 600

Ventilace: 10 minut

Piiprava kalibra¢nich standardu, interniho standardu a QC vzorku

Pro ptipravu kalibra¢nich roztokii pro roztokovou ICP-MS analyzu byly vyuZzity
jednoprvkové vodné kalibraéni roztoky Certipur® (Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni, T, Au, Pd, Ir,
Os, Rh, Ru, Se, Ag, Pt) s koncentraci 1,000 g/l. Pro pfipravu kalibrac¢nich roztokd byly
pouzivany 10 a 25 ml sklenéné odmérné barky, pipetovaci Spicky a plastové kelimky pfedem
predpfipravené pro stopovou analyzu prvka. Pfi pfipravé bylo v jednom zied'ovacim kroku
uplatnéno maximalné 100 nasobné fedéni a finalni roztoky byly okyseleny smési kyseliny
dusi¢né, chlorist¢ a chlorovodikové tak, aby koncentrace kyseliny v kalibra¢nich roztocich
odpovidala pridavku kyseliny k rozlozenym vzorkt kalibracnich standardt s pfizptisobenou
matrici. Kalibrace pro ORS-ICP-MS stanoveni prvkovych necistot se sestavala z 7 kalibracnich
roztokil o koncentraci 0; 0,5; 1; 10; 100; 250; 500 pg.1"! pro Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni, Tl, Au,
Pd, Ir, Os, Rh, Ru, Se, Ag, Pt. Roztok interniho standardu o koncentraci 100 pg.I"! (Sc, Y,
In, Yb, Bi) byl ptipraven 100 nasobnym fedénim zasobniho roztoku interniho standardu pro

ICP-MS (INT MIX 1) skoncentraci 10 mg.I"'. Navic pro kontrolu kvality naméfenych
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vysledkii byl pfipraven roztok kontrolniho vzorku (QC vzorek) o koncentraci 100 pg.1!,

ktery byl v pritbéhu ICP-MS analyzy opakované méien (kazda 10. analyzy).

3.4 Validace metody

Pro zdokonaleni jiz validované metody ICP-MS byly validovany parametry linearita,

mez stanovitelnosti, spravnost, pfesnost, mezilehla ptesnost, specificita, robustnost a rozsah.

Tab. VII Povolené koncentracni limity a jejich nasobky [1, 2]

Prvek | Trida PDE 30 % limitni 100 % limitni 150 % limitni
ug/den | koncentrace pg.g” | koncentrace ug.g”' | koncentrace pg.g”
Cd 1 5 1 3 1
Pb 1 5 1 3 1
As 1 15 P 3 5
Hg 1 30 5 5 3
Co 2A 50 8 25 33
\Y% 2A 100 15 30 -3
Ni 2A 200 30 100 150
TI | 2B 8 12 1 -
Au 2B 100 15 30 s
Pd 2B 100 15 30 -5
Ir | 2B | 100 15 = =
Os 2B 100 15 30 s
Rh 2B 100 15 30 =
Ru 2B 100 15 30 =
Se 2B 150 23 75 3
Ag | 2B 150 23 7 3
Pt 2B 100 15 30 s

Limitni koncentrace byly vypocteny pomoci rovnice (1).
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3.4.1 Rovnice
Vypocet vytéZnosti
— Cys

c
Vytéinost (%) = SOy
Ca

100 @)

kde cs je koncentrace analytu ve spikovaném vzorku (pg.g!), cys je koncentrace

analytu ve nespikovaném vzorku (ng.g') a ¢, je spikované mnozstvi (ng.g™).
Vypocet relativni smérodatné odchylky

smérodatnd odchylka
RSD (%) = , ————100 (3)
aritmeticky primér

3.4.2 Linearita
Provadi se analyza 7 vzorkii o koncentracich 0 (blank); 1; 5; 10; 25; 50; 100 a 200
ng.gpro Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni, Tl, Au, Pd, Ir, Os, Rh, Ru, Se, Ag, Pt. Vyhodnocuje se

zda-li ma kalibra¢ni kfivka linearni zavislost a poté korelacni koeficient (R).

Akceptacni kritérium: Linearni zavislost kalibrac¢ni kiivky, R > 0,99

3.4.3 Mez stanovitelnosti
Provadi se analyza 3 vzorka spikovanych Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni, Tl, Au, Pd, Ir,
Os, Rh, Ru, Se, Ag, Pt na koncentra¢ni hladinu 30 % povoleného koncentra¢niho limitu

viz. Tab. VII. Vyhodnocuje se vytéznost, kterd je vypocitana pomoci rovnice (2).

Akceptacni kritérium: LOQ < 30 % limitni koncentrace, vytéznost 70-150 %

3.4.4 Spravnost (vytéZnost)
Provadi se analyza 3 vzorkl spikovanych Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni, Tl, Au, Pd, Ir,
Os, Rh, Ru, Se, Ag, Pt na koncentracni hladinu 30; 100 a 150 % povolené¢ho koncentra¢niho

limitu viz. Tab. VII. Vyhodnocuje se vytéznost, ktera je vypocitand pomoci rovnice (2).

Akceptaéni kritérium: vytéznost 70-150 %.
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3.4.5 Presnost (opakovatelnost)

Provadi se analyza 6 vzorka spikovanych Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni, Tl, Au, Pd, Ir,
Os, Rh, Ru, Se, Ag, Pt na koncentrac¢ni hladinu 100 % povoleného koncentracniho limitu
viz. Tab. VII. Vyhodnocuje se relativni smérodatna odchylka, kterd je vypocitand pomoci

rovnice (3).

Akceptacéni kritérium: RSD <20 %

3.4.6 Presnost (mezilehla preciznost)

Provadi se analyza 12 vzorkt spikovanych Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni, TI, Au, Pd, Ir,
Os, Rh, Ru, Se, Ag, Pt na koncentra¢ni hladinu 100 % povoleného koncentra¢niho limitu
viz. Tab. VII. Pot¢ je analyza zopakovana jiny den, jinym analytikem ¢i na jiném pfistroji,
anebo kombinaci obojiho. Vyhodnocuje se relativni smérodatnd odchylka, kterd je

vypocitand pomoci rovnice (3).

Akceptacéni kritérium: RSD <25 %

3.4.7 Specificita
Provadi se analyza 3 vzorka spikovanych Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni, Tl, Au, Pd, Ir,
Os, Rh, Ru, Se, Ag, Pt na koncentra¢ni hladinu 100 % povoleného koncentra¢niho limitu

viz. Tab. VII. Vyhodnocuje se vytéznost, kterd je vypocitana pomoci rovnice (2).

Akceptacni kritérium: vytéznost 70-150 %.

3.4.8 Robustnost

Provadi se analyza 12 vzorkt spikovanych Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni, Tl, Au, Pd, Ir,
Os, Rh, Ru, Se, Ag, Pt na koncentrac¢ni hladinu 100 % povoleného koncentracniho limitu
viz. Tab. VII. Poté je analyza zopakovana jiny den, jinym analytikem ¢i na jiném pfistroji,
anebo kombinaci obojiho. Vyhodnocuje se relativni smérodatnd odchylka, ktera je

vypocitand pomoci rovnice (3).

Akceptaéni kritérium: RSD <25 %
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3.4.9 Rozsah
Provadi se analyza 3 vzorka spikovanych Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni, Tl, Au, Pd, Ir,
Os, Rh, Ru, Se, Ag, Pt na koncentracni hladinu 30 a 150 % povoleného koncentra¢niho

limitu viz. Tab. VII. Vyhodnocuje se vytéznost, ktera je vypocitand pomoci rovnice (2).

Akceptacni kritérium: vytéznost 70-150 %.

3.4.10 Zajisténi kvality méreni

V pribéhu LA-ICP-MS méieni se prabézné méti QC vzorek pro kontrolu stability
kalibrace. U LA-ICP-MS se méfi po kazdém 5. vzorku farmaceutického produktu kalibra¢ni
standard s pfizptisobenou matrici o koncentraci 10 pg.g™* pro Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni, T,
Au, Pd, Ir, Os, Rh, Ru, Se, Ag, Pt.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Validace metody
Valida¢ni parametry pro jednotlivé parametry pro validaci vychazi z pozadavkl
kapitol ICH-Q3D, USP <232> Prvkové necistoty — Limity a USP <233> Prvkové

necistoty — Procedury. Stru¢ny piehled validace je uveden v Tab. VIII.

Tab. VIII Validované parametry

o Vyhovuje akceptacnimu
Parametr Akceptacni kritérium o
kritériu
Linearita Linearni zavislost, R > 0,99 N4
LOQ <0,3 povolen¢ho
Mez stanovitelnosti (LOQ) koncentra¢niho limitu, v
vytéznost 70-150 %
Spravnost (vytéznost) Vytéznost 70-150 % v
Ptesnost (opakovatelnost) RSD <20 % v
Ptesnost (mezilehla
‘ RSD pro 12 vzorki <25 % v
preciznost)

Specificita Vytéznost 70-150 % v
Robustnost RSD pro 12 vzorku <25 % v
Rozsah Vytéznost 70-150 % v

4.1.1 Linearita

Méteni bylo provedeno pii koncentra¢nich hladinach 0; 1; 5; 10; 25; 50; 100
a 200 pgg! pro Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni, T1, Au, Pd, Ir, Os, Rh, Ru, Se, Ag, Pt. Hodnoty
korelac¢nich koeficientli pro prvkové necistoty jsou shrnuty v Tab. IX a kalibrac¢ni zavislosti

jsou prezentovany na Obr. 12 az Obr. 28.

Akceptaéni kritérium: Lineédrni zévislost kalibrac¢ni kfivky, R > 0,99
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Tab. IX Linearita

Prvek Akceptacni kritérium Korela¢ni koeficient (R) Vyhovuje kritériu
Y R>0,99 0,9979
¥Co R >0,99 0,9992 v
60Nj R >0,99 0,9994 v
SAs R >0,99 0,9991 v
8Se R>0,99 0,9993 v
10IRu R>0,99 0,9996 v
103Rh R >0,99 0,9993 v
105pq R >0,99 0,9958 v
07Ag R >0,99 0,9978 v
Hcd R >0,99 0,9967 v
%905 R>0,99 0,9963 v
93r R>0,99 0,9936 v
195pt R >0,99 0,9977 v
Y7 Au R >0,99 0,9987 v
202Hg R >0,99 0,9996 v
20571 R >0,99 0,9963 v
208pp R >0,99 0,9979 v
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Obr. 28 Kalibra¢ni kiivka 2°Pb

Zavér: Akceptacni kritérium splnéno. Korelacni koeficient se pohyboval od 0,9958 az do
0,9996 pro vSechny kalibra¢ni kiivky (Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni, Tl, Au, Pd, Ir, Os, Rh, Ru,
Se, Ag, Pt).

4.1.2 Mez stanovitelnosti (LOQ)
Mg¢fteni bylo provedeno na 3 vzorcich spikovanych Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni, T,
Au, Pd, Ir, Os, Rh, Ru, Se, Ag, Pt na koncentra¢ni hladinu 30 % povoleného koncentra¢niho

limitu. Hodnoty vytéZznosti jsou prezentovany na Obr. 29.

Akceptaéni kritérium: LOQ < 30 % limitni koncentrace, vytéznost 70-150 %
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Obr. 29 Vytéznost pro mez stanovitelnosti

Zavér: Akceptacni kritérium splnéno. Vytéznost se pohybovala v rozmezi 87,3-115,6 % pro

vSechny prvkové necistoty.

4.1.3 Spravnost (vytéZnost)
Mg¢fteni bylo provedeno na 3 vzorcich spikovanych Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni, T,
Au, Pd, Ir, Os, Rh, Ru, Se, Ag, Pt na koncentra¢ni hladinu 30, 100 a 150 % povoleného

koncentracniho limitu. Hodnoty vytéZznosti jsou prezentovany na Obr. 30.

Akceptacni kritérium: vytéznost 70-150 %.
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Obr. 30 Vytéznost u spravnosti (vytéznosti)

Zavér: Akceptacni kritérium splnéno. Vytéznost pii 30 % povoleného koncentracniho
limitu se pohybovala v rozmezi 87,3-115,6 % pro vSechny prvky. VytéZnost pii 100 %
povoleného koncentra¢niho limitu se pohybovala v rozmezi 88,5-115,6 % pro vSechny
prvky. Vytéznost pii 150 % povoleného koncentracniho limitu se pohybovala v rozmezi

91,1-116,5 % pro vSechny prvkové necistoty.

4.1.4 Presnost (opakovatelnost)

Mg¢fteni bylo provedeno na 6 vzorcich spikovanych Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni, T,
Au, Pd, Ir, Os, Rh, Ru, Se, Ag, Pt na koncentra¢ni hladinu 100 % povoleného koncentra¢niho
limitu. Hodnoty RSD jsou prezentovany na Obr. 31.

Akceptaéni kritérium: RSD <20 %
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Obr. 31 Relativni smérodatna odchylka u piesnosti (opakovatelnosti)

Zavér: Akceptacni kritérium splné€no. Relativni smérodatnd odchylka se pohybovala

v rozmezi 1,1-11,7 % pro vSechny prvkové necistoty.

4.1.5 Presnost (mezilehla preciznost)

Mg¢fteni bylo provedeno na 12 vzorcich spikovanych Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni, Tl,
Au, Pd, Ir, Os, Rh, Ru, Se, Ag, Pt na koncentracni hladinu 100 % povoleného koncentra¢niho
limitu. Hodnoty RSD jsou prezentovany na Obr. 32.

Akceptaéni kritérium: RSD <25 %
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Obr. 32 Relativni smérodatna odchylka u piesnosti (mezilehlé preciznosti)

Zavér: Akceptacni kritérium splné€no. Relativni smérodatnd odchylka se pohybovala

v rozmezi 2,4-15,8 % pro vSechny prvkové necistoty.

4.1.6 Specificita
Mgfteni bylo provedeno na 3 vzorcich 3 rtiznych matric spikovanych Cd, Pb, As, Hg,
Co, V, Ni, Tl, Au, Pd, Ir, Os, Rh, Ru, Se, Ag, Pt na koncentra¢ni hladinu 100 % povoleného

koncentracniho limitu. Hodnoty vytéznosti jsou prezentovany na Obr. 33.

Akceptacni kritérium: vytéznost 70-150 %
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Obr. 33 Vytéznost u specificity

Zavér: Akceptacni kritérium splnéno. Pro matrici 1 se vytéznost pohybovala v rozmezi
82,2-112,8 % pro vSechny prvky. U matrice 2 byla vytéznost v rozmezi 83,4-118,3 % pro
vSechny prvky. Pro matrici 3 se vytéznost pohybovala v rozmezi 82,6-114,9 % pro vSechny

prvkové necistoty.

4.1.7 Robustnost

Meéfeni bylo provedeno na 12 vzorcich spikovanych Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni, TI,
Au, Pd, Ir, Os, Rh, Ru, Se, Ag, Pt na koncentra¢ni hladinu 100 % povoleného koncentra¢niho
limitu Poté je celd analyza zopakovéna jiny den, jinym pracovnikem na stejném pfistroji.

Hodnoty RSD jsou prezentovany na Obr. 34.

Akceptaéni kritérium: RSD <25 %
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Obr. 34 Relativni smérodatna odchylka u robustnosti

Zavér: Akceptacni kritérium splnéno. Relativni smérodatna odchylka se pohybovala

v rozmezi 2,4-15,8 % pro vSechny prvky.

4.1.8 Rozsah
Mg¢fteni bylo provedeno na 3 vzorcich spikovanych Cd, Pb, As, Hg, Co, V, Ni, T,
Au, Pd, Ir, Os, Rh, Ru, Se, Ag, Pt na koncentra¢ni hladinu 30 a 150 % povoleného

koncentracniho limitu. Hodnoty vytéZznosti jsou prezentovany na Obr. 35.

Akceptacni kritérium: vytéznost 70-150 %

58



N
AN\

Vytéznost (%

N 0 QO @ o > O B N D Q
s o,q(’ b°$ ’\"v ’\q’c) \o\Q\ \o"’q\g \O@Q \0'\ ?90 ,{\\(’ \%")o ,\q”’\ ,\QO’Q '9’\ V‘ ,LOWQ\QO ,1/0(9« ’»o‘bQ\o
% Limit vytéZznosti ®30% 0O150%

Obr. 35 Vytéznost u rozsahu

Zavér: Akceptacni kritérium splnéno. Vytéznost pii 30 % povoleného koncentracniho
limitu se pohybovala v rozmezi 87,3-115,6 % pro vSechny prvky. VytéZnost pii 150 %
povoleného koncentra¢niho limitu se pohybovala v rozmezi 91,1-116,5 % pro vSechny

prvkové necistoty.

4.1.9 Zajisténi kvality méreni

Méieni QC vzorku probihalo po kazdém 5. vzorku pii koncentraci 10 pg.g™! pro Cd,
Pb, As, Hg, Co, V, Ni, T, Au, Pd, Ir, Os, Rh, Ru, Se, Ag, Pt. Hodnoty vytéznosti a RSD
jsou prezentovany na Obr. 36 a Obr. 37.

Akceptacni kritérium: VytéZnost 80-120 %, RSD <20 %
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Obr. 36 Vytéznost QC vzorku

20
18
16
14
12

10

RSD (%)

2
0l.lllllllll 11 1

' AN
S "’Q(Jo “’OQ “o’vb /\%c)@ \O\Qg .\o""QS\ ,p"’Qb S v \\"(“b ,390‘) '96’\& @"Q\' S ?“Owow‘z‘% ,19"« WO%Q\O

Obr. 37 Relativni smérodatnd odchylka QC vzorku

Zavér: Akceptacni kritérium splnéno. Vytéznost QC vzorku se pohybovala v rozmezi
99,3-105,5 % pro vSechny prvkové necistoty. Relativni smérodatna odchylka se pohybovala

v rozmezi 0,02-6,74 % pro vSechny prvkoveé necistoty.
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4.2 Analyza prvkovych necistot v realnych vzorcich

Nové validovana metoda LA-ICP-MS byla pouzita k analyze readlnych vzorkl a to
9 u¢innych farmaceutickych latek (API 1-9), 3 vstupnich surovin (VS 1-3) a 2 finalnich
farmaceutickych produkti (FIN 1-2) s doporuc¢enou denni davkou 2 g/den. Vysledky
LA-ICP-MS analyzy jsou shrnuty v Tab. X (G¢inné farmaceutické produkty), Tab. XI
(vstupni suroviny) a Tab. XII (findlni farmaceutické produkty)

Tab. X Vysledky LA-ICP-MS stanoveni prvkovych necistot v u¢innych farmaceutickych
latkach (API 1-9).

Vzorek API1 | API2 | API3 | API4 | API5 | API6 | API7 | API8 | API9
STV | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ

¥Co | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ

ONi | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ

As | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ

Se | <LOQ | <LOQ | <L0OQ | <L0Q | <L0Q | <L0Q | <L0Q | <L0OQ | <LOQ

IRy | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ

15Rh | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ

15pd | <LOQ | 34,7 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ

7Ag | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ

MCd | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ

905 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ

(;-8311) soenUaOUOY

9Ir | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ

195pt | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ

Y7Au | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ

22Hg | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ

25T | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ

208ph | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ

<LOQ — pod mezi stanovitelnosti
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Tab. XI Vysledky LA-ICP-MS stanoveni prvkovych necistot ve vstupnich surovinach

(VS 1-3).
Vzorek VS 1 VS 2 VS 3

Sy <LOQ <LOQ <LOQ

¥Co <LOQ <LOQ <LOQ

0N <LOQ <LOQ <LOQ

As <LOQ <LOQ <LOQ

8Se <LOQ <LOQ <LOQ

IRy <LOQ <LOQ <LOQ

Z 103Rh <LOQ <LOQ <LOQ
§ 105pd <LOQ <LOQ <LOQ
§ Ag <LOQ <LOQ <LOQ
% mcd <LOQ <LOQ <LOQ
%_ 1890s <LOQ <LOQ <LOQ
193r <LOQ <LOQ <LOQ

195pt <LOQ <LOQ <LOQ

97Au <LOQ <LOQ <LOQ

202Hg <LOQ <LOQ <LOQ

20571 <LOQ <LOQ <LOQ

208pp <LOQ <LOQ <LOQ

<LOQ — pod mezi stanovitelnosti
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Tab. XII Vysledky LA-ICP-MS stanoveni prvkovych necistot ve finalnich farmaceutickych
produktech (FIN 1-2).

Vzorek FIN 1 FIN 2

Sty <LOQ <LOQ

¥Co <LOQ <LOQ

SONi <LOQ <LOQ

As <LOQ <LOQ

8Se <LOQ <LOQ

0IRy <LOQ <LOQ

Z 105Rh <LOQ <LOQ
g 105pq <LOQ <LOQ
g Ag <L0Q <L0Q
EF: icd <LOQ <LOQ
"i-_ 13905 <LOQ <LOQ
193¢ <LOQ <LOQ

195pt <LOQ <LOQ

YTAu <LOQ <LOQ

202Hg <LOQ <LOQ

20571 <LOQ <LOQ

208pp <LOQ <LOQ

<LOQ — pod mezi stanovitelnosti

U vétSiny testovanych API byly namétené koncentrace prvkovych necistot pod mezi
kvantifikace vyjimku tvoti vzorek oznaceny API 2, v kterém byla nalezena koncentrace Pd
34,7 ng.g!. Koncentrace Pd ve vzorku API 2 je vsak stile pod hodnotou povoleného
koncentra¢niho limitu pro oraln¢ podévané farmaceutické produkty s denni davkou 2,0 g.
Nicméné u vSech testovanych vstupnich surovin a findlnich farmaceutickych produktech
byly nalezené koncentrace prvkovych necistot pod mezi stanovitelnosti. Tedy analyzované
farmaceutické produkty splnily pozadavek USP a ICH-Q3D na obsah prvkovych necistot,
ktery stanovuje, ze koncentrace prvkovych necistot ve farmaceutickych produktech by méla

byt mensi nez 30 % povoleného koncentra¢niho limitu.
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5 ZAVER

Metoda LA-ICP-MS byla vyvinuta a validovana pro stanoveni prvkovych necistot
v 1é¢ivech s oralnim zplisobem podani. Jednalo o prvky tfidy 1, 2A a 2B, konkrétné Cd, Pb,
As, Hg, Co, V, Ni, Tl, Au, Pd, Ir, Os, Rh, Ru, Se, Ag a Pt. Validovaly se parametry linearita,
mez stanovitelnosti, spravnost (vytéznost), presnost (opakovatelnost), pfesnost (mezilehla
preciznost) specificita, robustnost a rozsah. Pro kontrolu kalibrace se po kazdém 5. vzorku

métil QC vzorek.

U parametru linearita byla prokézand linedrni zavislost a korelacni koeficient se
pohyboval v rozmezi 0,9958-0,9996. U parametru LOQ se vytéznost pohybovala v rozmezi
87,3-115,6 %. U parametru spravnost (vytéznost) se vytéznost pohybovala v rozmezi
87,3-116,5 %. U parametru ptesnost (opakovatelnost) se RSD pohybovalo v rozmezi
1,1-11,7 %. U parametru piesnost (mezilehld preciznost) se RSD pohybovalo v rozmezi
2,4-15,8 %. U parametru specificita se vytéZznost pohybovala v rozmezi 82,2-118,3 %.
U parametru robustnost se RSD pohybovalo v rozmezi 2,4-15,8 %. U parametru rozsah se
vytéznost pohybovala v rozmezi 87,3-116,5 %. Pifi méfeni QC vzorku se vytéZnost
pohybovala v rozmezi 99,3-105,5 % a RSD v rozmezi 0,02-6,74 %. Akceptaéni kritéria byly
splnény pro vSechny vySe zminéné validacni parametry, a tedy LA-ICP-MS metoda splituje
pozadavky na alternativni metody vyplyvajici z Iékopisné kapitoly <233> , Elemental

impurities — Procedures®.

Metoda LA-ICP-MS byla poté aplikovana na rutinni stanoveni prvkovych necistot
ve 14 oralné€ podavanych farmaceuticky vzorcich. Jednalo se o 9 u€innych farmaceutickych
substancich, 3 vstupni suroviny a 2 findlni farmaceutické produkty s doporu¢enou denni
davkou nizsi nez 2,0 g. Pfi analyze 14 vzorkl byly koncentrace vSech prvkovych necistot
pod limitem kvantifikace, mimo Pd ve vzorku API 2, s hodnotou 34,7 nug.g™', ktera je nizsi
nez maximalni povolend koncentrace (50 pg.g'). Zavérem lze fici, Ze validovani
LA-ICP-MS metoda umoziiuje piimé, presné a spravné stanoveni prvkovych necistot

v krat§im Case a s niz$i spotfebou vzorku a chemikalii.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAS

API

CCD

CE

CPE

CRM

DCP

ETA

ETV

FA

FIA

FIN

GC

HD

HPLC

ICP

ICP-MS

ICP-OES

ICH

IR

Atomova absorp¢ni spektrometrie (Afomic absorption spectrometry)
Uginna farmaceuticka latka (Active pharmaceutical substance)
Zatizeni s vazanymi naboji (Charged-coupled device)
Kapilarni elektroforéza (Capillary Electrophoresis)

(Cloud point extraction)

Certifikovany referencni material (Certified reference material)
Stejnosmérné vazané plazma (Direct current plasma)
Elektrotermicka atomizace (Electrothermal atomization)
Elektrotermické odpatovani (Electrothermal vaporization)
Plamenova atomizace (Flame atomization)

Pritokova analyza (Flow injection analysis)

Finélni farmaceuticky produkt (Final pharmaceutical product)
Plynova chromatografie (Gas chromatography)

Vysoké rozliseni (High definition)

Vysoce uc¢innd kapalinovd chromatografie (High pressure liquid

chromatography)
Indukéné vazané plazma (Inductively coupled plasma)

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (Inductively

coupled plasma mass spectrometry)

Opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (Inductively

coupled plasma optical emission spectrometry)

Mezinarodni rada pro harmonizaci technickych pozadavkl na registraci
humannich 1é¢iv (International conference on harmonisation of technical

requirements for registration of pharmaceuticals for human use)

Infracervené zaieni (Infrared radiation)
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JP
LA
LOQ
MIC
MIP
MS

Nd:YAG

ORS-ICP-
MS

PDE
Ph.Eur.
PTFE

PVF

QC

RSD

USP-NF

Uuv

VS

Japonsky 1€kopis (Japanese pharmacopeia)

Laserova ablace (Laser ablation)

Mez stanovitelnosti (Limit of quantification)

MikrovIné indukované spalovani (Microwave-induced combustion)
MikrovIng indukované plazma (Microwave-induced plasma)
Hmotnostni spektrometrie (Mass spectrometry)

Yttrium-aluminiovy grandt dopovany neodymem (Neodymium-doped

yttrium aluminum garnet)

ICP-MS s oktapdlovym reakénim systémem (ICP-MS with octopole reaction

system)

Doporucena denni expozice (Permitted day exposure)

Evropsky l1ékopis (European pharmacopeia)

Polytetrafluorethylen (teflon)

Polyvinyl fluorid

Kontrola kvality (Quality control)

Korela¢ni koeficient (Correlation coefficient)

Radiofrekvenc¢ni (Radiofrequency)

Rentgenova fluorescencni spektroskopie (X-ray fluorescence spectrometry)
Relativni smérodatnéa odchylka (Relative standard deviation)

Americky 1€kopis — narodni sbirka ptedpist (United States pharmacopeia —

national formulary)
UV zateni (Ultraviolet radiation)

Vstupni surovina
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