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Uporaba atomske spektroskopije v farmacevtski industriji

1 Uvod

Pomembnost analize razlicnih elementov, vklju¢no s kovinami in polkovinami, v
farmacevtski industriji je v zadnjih 10-15 letih moc¢no narasla, saj moderne analitske metode
dajejo analitikom mozZnost zagotavljanja specifi¢nih, natan¢nih in pomembnih informacij na
elementarni ravni, povezanih s farmacevtskimi izdelki. Analitiki so za potrebe v farmacevtski
industriji tako zaceli uporabljati tehnike atomske spektroskopije, kot so plamenska atomska
absorpcijska spektroskopija (FAAS), elektrotermi¢na atomska absorpcijska spektroskopija
(ETAAS), atomska emisijska spektroskopija z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-AES) in
masna spektrometrija z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS). V analitiki elementov v
farmacevtski industriji se zadnja leta posluzujejo tudi novejsih tehnik, kot sta spektroskopija
lasersko inducirane plazme (LIBS) in masna spektroskopija z vzoréevanjem z lasersko ablacijo

(LA-ICP-MS).

V tej seminarski nalogi je prikazan vidik uporabe razlicnih aplikacij atomske
spektroskopije v analizi kovin in polkovin v farmacevtski industriji, aktivnih farmacevtskih

ucinkovin, surovin in polizdelkov.

2 Prisotnost kovin in nekovin v farmacevtskih izdelkih

Varnost in ucinkovitost zdravil sta dva temeljna vprasanja, pomembna za zdravljenje
z ljudi z farmacevtskimi izdelki. Varnost farmacevtskega izdelka je dolocena z njegovega
farmakolosko-toksikoloskega profila kot tudi skodljive posledice, ki jih povzrocajo prisotne
necistote, tako kovine kot nekovine. NecistoCe imajo namre¢ pogosto nezaZelene
farmakoloske-toksikoloske ucinke in posledi¢no je lahko terapevtska ucinkovitost izdelka
veliko manjSa od moznih vplivov nedistoC. Zato je ocitno, da je potrebno farmacevtske

izdelke okarakterizirati ¢im bolj popolno in v vec fazah proizvodnje. Spremljanje in nadzor
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necisto¢ na sploSno daje zagotovilo za kakovost in varnost zdravil, zato je med najbolj

pomembnimi podrocji v sodobni farmacevtski analitiki [1].

Toksi¢nost razliénih elementov je dobro znana Ze vrsto let. Ze v drugem stoletju pred
nasim Stetjem, je bilo jasno, da je izpostavljenost svincu (Pb) Skodljiva. Znano je, da je kitajski
cesar Ying Zhen umrl zaradi zastrupitve z Zivim srebrom (Hg), ko je uzil tablete, ki so
vsebovale Hg in ki bi ga naj naredile nesmrtnega [2]. Tezke kovine, kot sta svinec in kadmij, v
farmacevtskih izdelkih predstavljata tveganje za resne nevarnosti za zdravje tudi pri zelo
nizkih odmerkih [3]. Pri daljsi izpostavljenosti skodljivo vplivata tako na psiholoske kot tudi
na vedenjske vzorce pri zivih bitjih. Dnevni vnos 0,06 mg svinca v obdobju enega meseca
zadosSéa za kroni¢no zastrupitev, ki povzroci okvaro ledvic, osteomalacijo in obstruktivne
pljucne bolezni. Kadmij je rakotvorna snov [4], ki povzroca resne nevarnosti za zdravje. Ta se
kopici v ¢loveSkem telesu in ima bioloSko razpolovno dobo 30 let. Toksikologi Se vedno
preucujejo ucinke razlicnih elementov na ljudi in spreminjajo dovoljene mejne vrednosti na
podlagi podatkov o varnosti, kar pa vodi do potrebe po testiranju farmacevtskih izdelkov na

razlicne elemente [2].

V farmacevtski analitiki se Ze ve¢ kot 100 let za testiranje zdravil na tezke kovine
uporabljajo standarde opisane v farmakopejah (ameriski (USP), evropski (PhEur),...). Prvotno
je bil test na tezke kovine namenjen le kot presejalno orodje za omejeno Stevilo elementov.
Ta postopek je bil ¢ez ¢as izpopolnjen, z namenom zagotavljanja zanesljivejsSih informacij.
Vendar pa nam tudi v sedanji ponovitvi poglavja o testu na tezke kovine metoda ne omogoca
specificne informacije niti o identiteti niti o koliCini elementa, zato rezultati veljajo le kot
mejni preizkus [2]. Farmakopeje namrec predlagajo spremljanje celotne vsebnosti kovin v
farmacevtskih izdelkov. Metode vklju¢ujejo obarjanje kovinskih sulfidov iz vodne raztopine.
Te metode so nespecifitne, manj obcutljive, zamudne in manj natancne. Zato obstaja velika
potreba po razvoju visoko obcutljivih in selektivnih tehnik za doloc¢anje sledi kovin in nekovin
v farmacevtskih izdelkih, ki niso le za izpolnjevanje strogih zahtev, temvec tudi z vidika

zagotavljanja varnosti in ucinkovitosti farmacevtskih izdelkov za ljudi [1].

Z razvojem modernih instrumentalnih tehnik pa je postalo mogoce zagotoviti
element-specificne in kvantitativne informacije glede vsebine kovine (vkljuéno s prehodnimi
kovinami, alkalijskimi in zemljoalkalijskimi kovinami,...) in nekovine (bor (B), silicij (Si),

germanij (Ge), arzen (As), antimon (Sb), telur (Te), polonij (Po)) v farmacevtskih izdelkih. Z
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naras¢anjem zahtev po bolj specificnih informacijah glede vsebnosti kovin in nekovin v
farmacevtskih izdelkih, se analitiki vse pogosteje posluzujejo tehnik atomske spektroskopije
za zagotovitev kljuénih informacij v zvezi z vsebino kovin in / ali nekovin na vseh stopnjah

postopka razvoja zdravil [2].

3 Vir nezeljenih kovin in nekovin v farmacevtskih izdelkih

V proizvodnji farmacevtskih izdelkov se uporabljajo razlicne kovine in nekovine in
nekatere imajo v farmacevtskem izdelku vlogo aktivne farmacevtske ucinkovine. Poleg kovin
ali nekovin, ki nastopajo v farmacevtskem izdelku v vlogi aktivne ucinkovine, pa se lahko v
izdelku znajdejo tudi druge kovine ali nekovine, ki pridejo v farmacevtski izdelek zaradi
prisotnosti v vhodnih surovinah, med sintezo ali ob stiku z proizvodno linijo in lahko

potencialno ogroZajo zdravje uporabnikov [5].

Proizvajalci ucinkovin, surovin in polizdelkov, ki se uporabljajo v farmacevtski
industriji, lahko pri procesu sinteze uporabijo katerikoli element, ki se nahaja na periodnem
sistemu elementov, prav tako lahko surovine, ki se uporabljajo za njihovo pripravo pridejo
med pripravo v stik z razliénimi materiali. Stevilne druge kovine in nekovine, ki sicer ne
predstavljajo pomembnih elementov v farmacevtskem izdelku, se lahko uporabljajo pri
sintezi farmacevtskega izdelka, kot reagenti in katalizatorji. Tako je v primeru Pb, Hg, As in
Cd, ki so ostanki kovinskih katalizatorjev [5]. Pogosto rabljena katalizatorja v farmacevtski

industriji sta tudi paladij (Pd) in platina (Pt) [6].

Zaradi ve¢ moznosti poti vstopa kovin in nekovin v farmacevtske izdelke, je
farmacevtska industrija zainteresirana za spremljanje elementov v vseh fazah razvoja

procesa.




Uporaba atomske spektroskopije v farmacevtski industriji

4 Atomska absorpcijska spektroskopija

Atomska spektroskopija se uporablja za kvalitativno in kvantitativho dolocanje okoli
70 kemijskinh elementov. Je tehnika, pri kateri prosti uparjeni atomi absorbirajo
elektromagnetno valovanje pri specificni valovni dolzZini. Rezultat je absorpcijski signal, ki je
sorazmeren s koncentracijo prostih atomov na opti¢ni poti. Obcutljivost AAS metod je reda
velikosti od 10® (ppm) do 10”° (ppb). Dodatne prednosti so $e hitrost, relativna enostavnost,
visoka selektivnost, obcutljivost, ponovljivost, pravilnost, dostopnost in zmerni stroski.
Spektroskopska dolocitev atomskih vrst se lahko izvaja samo v plinskem mediju, v katerem
so posamezni atomi ali njihovi ioni lo¢eni med seboj. Zato je atomizacija kriticna faza v
procesu. Temperature atomizacije so v obmocju 1200-3150 °C. Razliéne metode AAS se locijo

po nacinu atomizacije, ta je lahko plamenska ali elektrotermicna.

Merjeni fizikalni parameter pri AAS je absorbanca, ki je posledica svetlobne
absorpcije atomov v nevzbujenem stanju. Svetlobno vzbujeni atomi dajejo omejeno Stevilo
ozkih spektralnih vrhov in linij [7]. Temperatura dolo¢a stopnjo atomizacije in razmerje
vzbujenih, nevzbujenih, ioniziranih atomov. Ti parametri vplivajo na mo¢ opazovanega
signala. Razmerje med vzbujenimi in nevzbujenimi atomi opisuje Boltzmannova

razporeditvena enacba.

I|:ll_;:£§;_;®—AE/kT’ (1)
kjer je:
N*/N° razmerje atomov visjega in nizZjega energijskega nivoja,
q° Stevilo deformiranih stanj niZjega energijskega nivoja,
g* Stevilo deformiranih stanj viSjega energijskega nivoja,
AE energija, potrebna da atom preide na visji energijski nivo
[J/atom],
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k Boltzmannova konstanta (1,1381 x 103 J/K),

T temperatura plamena [K].

Dolocen energijski nivo atoma lahko absorbira samo toc¢no dolo¢eno koli¢ino
svetlobe s to¢no doloceno valovno dolzino. Ko je atom izpostavljen svetlobi dolocene
valovne dolzine (frekvenca ustreza enacbi 2), njegovi elektroni del te svetlobe absorbirajo in

prehajajo iz nizjih na visje energijske nivoje. Princip je prikazan na sliki 1.

L BB
h o, (2)
kjer je:
E; energija visjega (vzbujenega) energijskega nivoja [J/atom],
Eo energija nizjega (osnovnega) energijskega nivoja [J/atom],
h Planckova konstanta [6,626 x 10 3'4Js].

Intenzivnost vpadne svetlobe (/p) se ob prehodu skozi absorpcijski medij zmanjsa (/),
kar je posledica absorpcije nevzbujenih atomov. Iz izmerjenih parametrov /p in | se doloci
absorbanca (A), ki je sorazmerna koncentraciji prostih in nevzbujenih atomov analita v

plamenu/kiveti. Ta dogodek opisuje Beer - Lambertov zakon enacbe 3:

I =I,-e™ ™"
I .
T =—= e_k‘c
I )
A I (T) k I I
= —lag =——lc = olc
”’ 2.3 , (3)
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kjer je:
T propustnost,
k absorpcijski koeficient analita pri specific¢ni valovni dolZini [cm™],
o koeficient molarne absorptivnosti [em™],
/ dolzina plamena/kivete,
c koncentracija analita.

}I.I'F‘I.\i[

Slika 1: Princip absorpcijskega procesa.

5 Tehnike atomske spektroskopije

Vel razlicnih tehnik s podrocja atomske spektroskopije - plamensko atomsko
absorpcijsko spektroskopijo (FAAS), elektrotermi¢no atomsko absorpcijsko spektroskopijo
(ETAAS), atomsko emisijsko spektroskopijo z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-AES) in
masno spektrometrijo z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS) - uporabljajo Ze vrsto let za
analizo kovin, polkovin in nekovin v razlicnih vrstah vzorcev, vklju¢no s farmacevtskimi
izdelki. Od teh tehnik sta v farmacevtski industriji najbolj pogosti FAAS in ETAAS, ki temeljita
na Beer-Lambertovem zakonu. Za FAAS velja, da je manj obcutljiva metoda od ETAAS. Za
FAAS metodo se pricakuje, da ima obcutljivost reda velikosti 10°® (ppm), medtem ko ETAAS
zazna koncentracije reda velikosti 10° (ppb). Prav tako se metodi razlikujeta v koli¢ini

potrebnega vzorca za analizo. Medtem ko, v primeru FAAS metode potrebujemo mililiter
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vzorca, je pri ETAAS dovolj le mikroliter vzorca. FAAS je na sploSno cenejsa in hitrejSa izmed

obeh tehnik, obenem pa zahteva tudi manjSo raven usposobljenosti analitika kot ETAAS [2].

ICP-AES in ICP-MS, ki se uporabljata za razli¢ne vrste vzorcev, se v zadnjih letih v vedji
meri uporabljata tudi v farmacevtski industriji [2]. Obe tehniki sta sposobni hitre,
veCelementne analize, vendar pa ima ICP-MS veliko vecjo obcutljivost — reda velikosti 10
(ppt) - kot ICP-AES, ki omogota zaznavanje koncentracij reda velikosti 10 (ppb), vendar pa
ima ve€ moznosti spektralnih interferenc. ICP-AES in ICP-MS metodi od analitika, v nasprotju
z FAAS ali ETAAS, zahtevata dosti vecje spretnosti, predvsem ICP-MS, ki zahteva najvisjo
raven znanja izmed teh Stirih tehnik. Seveda pa je pomembno tudi dejstvo, da je ICP-MS
idealen za sklopitev s separacijskimi tehnikami, kot sta plinska (GC) in tekocinska
kromatografija (LC), pri cemer je separacijska tehnika kot del sistema za vnos vzorca. ICP-MS
je najdrazja od omenjenih instrumentalnih tehnik, prav tako pa je tudi potrosni material za

ICP-MS najdrazji.

Poleg teh, bolj pogosto uporabljenih tehnik atomske spektroskopije, pa je vidna tudi
vedno vecja uporabnost masne spektroskopije z vzorCevanjem z lasersko ablacijo (LA-ICP-
MS) in spektroskopije lasersko inducirane plazme (LIBS) [2]. Obe tehniki sta primerni za
vzorCenje trdnih vzorcev in zahtevata malo ali nikakrSne priprave vzorca. TeZave z
omenjenima tehnikama pa se pojavljajo predvsem zaradi pomanjkanja dostopnosti ustreznih
standardov v trdnem agregatnem stanju in pa v primeru LIBS-a, omejena razpolozZljivost

nespecializirane, standardizirane LIBS instrumentacije.

5.1 Plamenska atomska absorpcijska spektroskopija (FAAS)

V plamenski AAS (FAAS) tekoce vzorce uvajamo v plamen preko razprsilnika, v
katerem se vzorec pretvori v aerosol. Aerosol uvajamo v razprsilno komoro, kjer se pomesa z
oksidantom in gorilnim plinom. Vzorec nato kontinuirno uvajamo v plamen. Plamen
predstavlja vir nevtralnih atomov ali molekul, ki absorbirajo energijo in sluzi za izparevanje
topila in atomizacijo vzorca. Za plamen se najpogosteje uporablja mesanica acetilen/zrak, ki

gori v temperaturnem obmocju 2120-2400 °C. V primeru spojin, ki tvorijo termi¢no stabilne
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okside, pa je primernejsi plamen iz mesSanice acetilen/didusikov oksid, ki gori v

temperaturnem obmocju 260-2800 °C [2,8].

PLAMEN

GORIVO
l GLAVA
OKSIDANT g GORILNIE A

PLOSCATE
ZAPORNICE

RAZPREILNA
VZOREC KOMORA
STEKLENA
KROGLICA
RAZPRSEVALEC

ODTOK

Slika 2: Razprsilna komora.

SEKUNDARNA
IZGOREVALNA
CONA PLAMENA

NOTRANIA
CONA

PRIMARNA
IZGOREVALNA
CONA PLAMENA PREDGRELNA
CONA

GLAVA
GORILNIKA

TOK AEROSOLA

Slika 3: Shema precnega prereza plamena pri FAAS.

Kot izvor svetlobe se pri FAAS uporabljata Zarnica z votlo katodo (angl. hollow
cathode lamp, HCL) ali brezelektrodna visokofrekvencna Zarnica (angl. electrodeless
discharge lamp, EDL). Naloga izvora svetlobe je emitiranje ustreznih spektralnih ¢rt za
vzbujanje elektronov v atomih. Absorpcija emitirane svetlobe je sorazmerna z mnoZino

nevzbujenih atomov v vzorcu in posledi¢no s koncentracijo analita [7,8].
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5.1.1 Prednostiin slabosti FAAS

Prednost FAAS je predvsem enakomeren in miren signal [9].

Slabosti FAAS:
e obcutljivost (mg/l),
e potrebne relativno velike kolicine vzorca,

e kratek ¢as zadrZevanja analita v plamenu, kar povecuje moZnost nepopolne

atomizacije [9].

5.2 Elektrotermicna atomska absorpcijska spektroskopija (ETAAS)

Tehnika elektrotermicne AAS (ETAAS) ima v primerjavi s FAAS tehniko nekatere
prednosti. Pri tej tehniki nadomestimo plamen z razprsilnikom z grafitno cevko, ki je v
aparaturo nameséena tako, da prehaja Zarek svetlobe iz izvora skozi sredino cevke. V
notranjosti cevke je namescena ukrivljena ali plos¢ata platforma (L'vovovva platforma).
Vzorec vnasamo v cevko na platformo skozi odprtino za vnos, ki se nahaja v zgornjem delu

cevke.

DOVOD
VZORCA

'

VHOD
#— SVETLOBE

IZHOD
SVETLOBE
STENA UKRIVLIENA
KIVETE LVOVOVA PLATFORMA

Slika 4: Shema bocno grete kivete z ukrivljeno L'vovovo platformo [8].

10
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Grafitna cevka se nahaja v vedji cevi, ki jo prepihujemo z argonom, s katerim
odstranimo presezni material med seZzigom in po atomizaciji, prepre¢imo oksidacijo grafita in
reakcije med ogljikom ter dusikom (nastanek cianogena). Grafitno cevko uporovno grejemo,
pri Cemer lahko temperaturni program poljubno uravnavamo ter s tem kontroliramo
procese, ki vodijo do nastanka prostih atomov. Uporabljamo vedstopenjske temperaturne
programe. V prvi stopnji (100 °C) vneseni vzorec posusimo. Nato sledi stopnja razkroja (300-
900 °C), v kateri odstranimo del analizirane snovi. Sledi stopnja atomizacije, pri kateri v zelo
kratkem casu segrejemo cevko na temperaturo, ki zadoS¢a za atomizacijo dolocenega
elementa (2500-2700 °C). Kot pri FAAS, se prav tako tudi pri ETAAS za zvezo med
koncentracijo preiskovane snovi in absorbirane svetlobe uporablja Beer-Lambertov zakon.
Pri ETAAS lahko pride do spektralnih interferenc, vendar jih lahko zmanjSamo ali celo

odstranimo z razlicnimi korekcijami [2,7].

CISCEMIE

ATOMIZACHA

CAS

Slika 5: Grafic¢ni prikaz segrevanja grafitne cevke.

5.2.1 Prednostiin slabosti ETAAS

Prednosti ETAAS:

e velika obcutljivost,

11
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e majhni volumni vzorca,
e nirektna analiza trdnih vzorcev,
* nizka cena delovanja,

* avtomatizacija.

Slabosti ETAAS:
o (Cas analize,
¢ slabsa natancnost,
* motnje,
e cena aparature,
e zahtevno optimiranje doloditve,
¢ enoelementnost,

* majhna mnozZina vzorca, kar je problem v primeru nehomogenosti vzorca.

5.3 Atomska emisijska spektroskopija z induktivno sklopljeno plazmo

(ICP-AES)

5.3.1 Atomska emisijska spektroskopija (AES)

Metode emisijske spektroskopske analize temeljijo na lastnosti atomov, da le-ti pri
dolocenih pogojih prehajajo zunaj orbital v energetsko visje nivoje. Ta vzbujena stanja so za
atome nestabilna in so zato kratkotrajna (10 s). Pri spontanih prehodih v nizja (osnovna)
energetska stanja se sprosca energija v obliki elektromagnetnega valovanja. Valovna dolzZina

sevane svetlobe je odvisna od razlike energij osnovnega in vzbujenega stanja [7,10].
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E=hoy=tf®
i, (4)
kjer je:
h Planckova konstanta,
c hitrost elektromagnetnega valovanja [m/s],
v frekvenca elektromagnetnega valovanja [s™],
A valovna dolZina [nm].

Atomi imajo lahko vec vzbujenih stanj, ki so odvisna predvsem od dovedene energije

pri vzbujanju. MoZne prehode med posameznimi stanji opisujejo pravila kvantne mehanike.

Vsak element ima znacilna energetska stanja oziroma karakteristicne elektronske
prehode, zato je tudi spekter emitirane svetlobe za vsak element znacilen in ga lahko

uporabljamo za identifikacijo elementov v vzorcu (kvalitativna analiza).

Intenziteta sevane svetlobe je odvisna od Stevila vzbujenih atomov in je v neposredni
zvezi z mnoZino elementa v vzorcu in pogojev pri vzbujanju. Za ¢im vecjo obcutljivost
emisijske spektroskopije mora biti razmerje med Stevilom atomov v vzbujenem stanju in

Stevilom atomov v osnovnem stanju ¢im vecje [10].

::ll_; :g_;GE—AE/kT (5)
Kjer je:
N* Stevilo atomov v vzbujenem stanju,
N° Stevilo atomov v osnovnem staniju,
q° Stevilo deformiranih stanj nizjega energijskega nivoja,
g* Stevilo deformiranih stanj visjega energijskega nivoja,
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AE energije, potrebna da atom preide v visji energijski nivo [J/atom],
k Boltzmannova konstanta (1,1381 x 10® J/K),
T temperatura plamena [°K].

Stevilo vzbujenih atomov je odvisno predvsem od temperature, zato moramo pri
emisijskih spektroskopskih metodah uporabljati izvore z visoko temperaturo. Uporabljamo
lahko istosmerni ali izmenicni elektri¢ni lok, visokonapetostno iskro ali razlicne plazemske

izvore [7,10].

Izvor ima dvojno nalogo: v prvi stopnji mora pretvoriti komponente vzorca v
atomarno obliko (atomizacija), v drugi stopnji pa vzbuditi elektrone v atomih (ekscitacija).
Obe stopnji vkljucujeta stevilne mehanizme, ki so odvisni predvsem od vrste izvora in narave

vzorca.

5.3.2 Induktivno sklopljena plazma (ICP)

Induktivno sklopljena plazma ICP je najpogosteje uporabljen plazemski izvor v

emisijski in masni spektrometriji.

Plazrna

-\k_(- ,/i%_-::_’::— Tuliava

wzorec
+
Ar

Meobwezen tok Ar

4/

!

" Tangentni tak Ar

Slika 6: Shema ICP bakle. Temperatura v jedru plamena je okrog 10.000 K,15-20 mm

nad tuljavo pa okrog 6000-8000 K. Tangentni tok Ar je namenjen termicni izolaciji cevk [10].
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ICP izvor je sestavljen iz treh koncentri¢nih kvarénih cevi, skozi katere tece tok
argona, katerega skupni pretok znasa 5 I/min do 20 I/min. Argon se uporablja za generiranje

plazme, kot izolator in kot nosilec vzorca.

Aerosol vzorca vstopa v plamen s tokom argona od 0,3 |/min do 1,5 I/min skozi

osrednjo cev. lonizacijo argona za generiranje plazme iniciiramo z iskro iz Teslove tuljave.

Okrog vrha zunanje cevi premera 2,5 cm je ovita vodno hlajena RF indukcijska
tuljava, ki jo napaja radiofrekvencni generator. Ta proizvaja od 0,5 kW do 2 kW modi od 27
MHz do 41 MHz. Na nastale ione in elektrone vpliva fluktujoce magnetno polje (H), ki izhaja
iz RF indukcijske tuljave. loni in elektroni znotraj tuljave krozijo po zakljuceni poti. loni in
elektroni se upirajo temu gibanju in posledica tega je ohmsko gretje. Temperatura plazme je
10000 K in je tako visoka, da zahteva termicno izolacijo zunanjega kvarcnega cilindra. To
doseZzemo s tangencialnim tokom argona okoli sten, ki nam hladi notranje stene osrednje

cevi in usmeri plazmo radialno.

Plazma ima intenzivno briljantno belo netransparentno jedro s plamenastim repom,
ki izhaja iz plamena nekaj mm nad osrednjo cevjo. V obmocju 10 mm do 30 mm nad jedrom
je plazma opti¢no transparentna. Emisijska spektroskopska opazovanja se navadno izvajajo
15 mm do 20 mm nad indukcijsko tuljavo, kjer je sevanje ozadja skoraj brez argonovih Crt,

kar je primerno za emisijsko spektroskopsko analizo.

Slika 7: Plazma.

Preden pridejo atomi vzorca do tocke opazovanja za emisijsko spektroskopsko
analizo, se 2 ms nahajajo pri temperaturi od 4000 do 8000 K. Cas in temperatura sta

priblizno 2 do 3 - krat visja kot v najbolj vro¢em plamenu acetilen/N,0. Posledica tega je bolj
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popolna atomizacija vzorca. Zaradi tega imamo manj tezav s kemijskimi interferencami.
Majhen je tudi ucinek ionizacijskih interferenc pri masni analizi, kajti koncentracija

elektronov je velika v primerjavi s koncentracijo ionov vzorca.

Plazma ima Se vec prednosti kot izvor za spektroskopsko analizo. Atomizacija namrec
poteka v kemijsko inertni atmosferi argona, ki preprecuje tvorbo oksidov. Temperaturni
profil plazme je enoten, zato pravimo, da je plazma opti¢no tanek izvor. Posledica tega je

linearnost umeritvene krivulje v obmocju Sestih velikostnih redov.

Kljub visoki temperaturi ni nevarnosti eksplozij, ker nimamo opravka s kemijskim

procesom, v primeru tezav se elektromagnetno polje samodejno izkljuci [11,12].

5.3.3 ICP-AES

ICP AES — atomska emisijska spektroskopija, imenovana tudi ICP OES - opti¢na
emisijska spektroskopija, je analitska tehnika, ki se uporablja za dolocitev kovin v sledovih. Je
vrsta emisijske spektroskopije, ki uporablja induktivnho sklopljeno plazmo za vzbujanje
atomov in ionov, ki emitirajo elektromagnetno sevanje pri valovnih dolZinah, karakteristi¢nih
za posamezen element. Intenziteta te emisije je odvisna od koncentracije elementa v vzorcu

[13].

ICP-AES uporablja za vzbujanje in ionizacijo elementarnih vrst v vzorcu argonsko
plazmo s temperaturo med 6000 in 10.000 °C. Vzorci se uvajajo v plazmo z razprsilnikom, ki
ustvarja majhne kapljice, te pa potekajo skozi razprsilno komoro in nato skozi centralno cev
koncentricnega torch-a. Procesi desolvacije, uparjanja, atomizacije in ionizacije vzorca se
pojavijo v visokih temperaturah plazme, trki ionov in elektronov argona v plazmi ioniziranjo
in vzbujajo atome analita. Vzbujeni atomi nato oddajajo razlicne frekvence svetlobe, ki so
znacCilne za energijo prehoda za dani analit. Jakost svetlobe je sorazmerna s koncentracijo
analita. Ker je na tisoCe potencialnih emisijskih ¢rt, je izbor valovne dolZzine analita

bistvenega pomena za analizo [2,7].
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5.3.4 Princip delovanja ICP — AES

Tehnika ICP — AES je vrsta atomske emisijske spektroskopije, kjer kot izvor svetlobe
uporabljamo induktivno sklopljeno plazmo. Metoda temelji na vzbujanju atomov in/ali ionov
v plazmi in merjenju intenzitete emitirane svetlobe. Vzbujevalna temperatura je v ICP izvoru
v primerjavi z ostalimi izvori (plamen, iskra, lok,..) precej viSja in znasa med 5000 K in 10000
K. Zaradi tako visoke temperature je veliko Stevilo razlicnih atomov oziroma ionov v
vzbujenem stanju, kar omogoca istoCasno detekcijo intenzitete emitirane svetlobe velikega
Stevila spektralnih ¢rt preiskovanih elementov. To je za elementno analizo pomembno, saj
lahko iz istega vzorca kvalitativno in kvantitativno dolo¢imo vecje Stevilo elementov, kar je

prednost zlasti pri majhni kolicini vzorca.

Na sliki 8 je shematski prikaz vnosa vzorca pri ICP — AES. Vzorec uvajamo v plazemski
izvor s pomocjo razprsilca. TekocCi vzorec in tok argona prideta v stik pravokotno druga na
drugega in vzorec se razprsi v obliki aerosola. Aerosol vzorca nato pride v plamen s tokom

argona skozi osrednjo cev [10].

razprsilec

[ —

Ar
—eq
odpad

GH
L

vZorec

Slika 8: Shema vnosa vzorca pri ICP atomski emisijski spektrometriji.
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5.3.5 Prednosti ICP — AES:

* dobra ponovljivost,
* nizke meje zaznavnosti,

e primerna je za Siroko koncentracijsko obmocje, kar omogoca veliko natanc¢nost (0,5 —

5%),

e uporabna je za analizo trdnih in tekocih vzorcev [10].

5.3.6 Tipi instrumentov ICP-AES

Obstaja vec tipov inStrumentov, ki se loCujejo po naravi spektrometra in detektorja.
Starejsi tipi ICP-AES sistemi so za detekcijo predhodno izbranih valovnih dolZin uporabljali
fotopomnozZevalke. To je omejevalo Stevilo elementov, ki jih je bilo mogoce dolociti, saj so
valovne dolzine fiksne, ko je inStrument enkrat narejen. Sekvencni tip (slika 9) lahko izbere
katero koli valovno dolzino in jo fokusira na detektor. Vendar pa je to moZno samo za

posamezen element hkrati, kar lahko vodi do dolgih analiznih postopkov.

Concave Mirror Exit Slit

o Diffraction Grating
@ Collector
e R |] Optics

Contative Mirror Entrance Slit

Slika 9: Sekvencni tip ICP-AES.
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V danasnjih modernih ICP-AES sistemih se uporabljajo simultani tipi (slika 10), ki
uporabljajo Echelovo uklonsko mrezZico kot disperzijski element in detektorje trdne faze, ki
slonijo na CCD (angl. charge-coupled) napravah ter tako predstavljajo fleksibilen sistem in
izloCijo potrebo po velikem Stevilu posameznih fotopomnoZevalnih detektorjev. Ta
kombinacija omogoca vecelementne meritve katerekoli valovne dolZzine. Najpomembnejsa
lastnost simultanega tipa je visoka hitrost, saj nam posreduje informacijo o vseh 72

izmerjenih elementih v 1 do 2 minutah.

Slika 10: Simultani tip ICP-AES.

Karakteristika ICP nam prav tako omogoca vnos vzorca v ozkem obmodcju in
zagotavlja opti¢no tanek emisijski izvor in kemijsko inertno atmosfero. Pri visoki temperaturi
je povecana ucinkovitost vzbujanja, zato je ICP emisijska spektrometrija mnogo bolj
obcutljiva kot ostale emisijske tehnike. Posledica tega sta Siroko dinami¢no obmocje in
minimalne kemijske interakcije v samem analiznem postopku, SirSe je tudi linearno obmodje,
prav tako je mogoca tudi veCelementna analiza. Zaradi temperaturne stabilnosti izvora, je

natanc¢nost meritev s to tehniko velika.

Na sliki 11 so prikazani elementi, ki jih lahko dolo¢amo z ICP-AES in tipicne meje

Zaznave.
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Slika 11: Prikaz elementov, ki jih lahko zaznamo z ICP-AES in tipicne meje zaznave.

5.4 Masna spektrometrija z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS)

5.4.1 Masna spektrometrija (MS)

Z masno spektrometrijo

[7] dolo¢amo strukturo molekul,

izmerimo njihovo

molekulsko maso in opredelimo molekulsko formulo. Masna spektrometrija je ucinkovita

tehnika za identifikacijo snovi na osnovi analize ionov, nastalih iz osnovne molekule; sicer pa

je masna spektrometrija zelo obcutljiva analizna metoda, s katero lahko zaznamo vsebnost

spojine v obmod¢ju ng do pg. Spodnja meja detekcije je pogosto odvisna od uporabljenega

postopka ionizacije.

Masni spektrometer je instrument, ki loci ione v plinski fazi glede na njihovo maso m

in naboj z, tj. glede na razmerje m/z. Obic¢ajno poteka locitev (razklon, disperzija) ionov v

homogenem magnetnem polju (masni spektrometer na magnetni razklon), lahko pa jo

dosezemo tudi na druge nacine, npr. v visokofrekvencnih elektri¢nih poljih (kvadrupolni

masni spektrometri), na osnovi ¢asa preleta ionov.
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Bistveni sestavni deli masnega spektrometra so: ionski izvor, analizator, detektor in

procesor za obdelavo podatkov.

V ionskem izvoru se molekule ionizirajo, nastale ione pospesi posebno elektri¢no
polje. Tako dobimo curek pozitivnih ionov, ki ga analizator loci v posamezne komponente z
razlicnimi vrednostmi razmerja m/z. ioni, ki nastanejo iz molekul v plinastem agregatnem
stanju v ionizacijski komori, imajo veliko energijo, so zelo nestabilni in razpadejo na znacilne
fragmente. Fragmentni ioni se zaradi razlike npr. v hitrosti in v vrednosti m/z v magnetnem
ali elektricnem polju (analizator) razlicno odklonijo. Posledica tega je serija signalov, ki jo
imenujemo masni spekter. Pri tej metodi molekule ioniziramo in nastali ioni dalje razpadejo
na fragmentne ione, ki jih zaznamo kot signale v masnem spektru. Na osnovi signalov v

spektru in njihove relativne jakosti lahko sklepamo na strukturo molekul.

5.4.2 ICP-MS

Kot prikazuje Ze ime, je ICP masna spektrometrija (ICP-MS) kombinacija induktivno
sklopljene plazme in masnega spektrometra. ICP-MS izrablja zmoZnost ICP izvora iz argona za
ucinkovito tvorbo enojno nabitih ionov iz elementarnih snovi v vzorcu. Ti ioni so nato
usmerjeni v masni spektrometer. Funkcija masnega spektrometra je podobna tisti, ki jo ima
monokromator pri ICP-AES sistemu. Vendar pa separacija ionov na masnem spektrometru ne
poteka s separacijo svetlobe glede na posamezne valovne dolZine, ampak z lo¢evanjem glede
na njihova razmerja mase z nabojem (m/z). loni izbranega razmerja m/z so usmerjeni k
detektorju, ki doloci Stevilo prisotnih ionov (slika 12). Po navadi se uporablja kvadrupolni
masni spektrometer, saj je le-ta enostaven za uporabo, robusten in hiter. Glede na
podobnost tehnike uvajanja vzorca in obdelave podatkov, je uporaba ICP-MS sistema

podobna uporabi ICP-AES [7,14,15,16].
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Slika 12: Poenostavljen prikaz osnovnega ICP-MS sistema.

5.4.3 Prednosti in slabosti ICP-MS

ICP-MS zdruzuje razlicne sposobnosti ICP tehnike z izjemnimi mejami zaznavami, ki so
primerljive ali celo boljSe od tistih pri ETAAS. Ta tehnika je tudi ena izmed redkih, ki omogoca
kvantifikacijo koncentracij in izotopskih razmerij elementov. Vendar pri ICP-MS obstajajo
omejitve v koli¢ini vzorca, ki ga lahko uvedemo. Metoda zahteva povecane vzdrievalne
ukrepe v primerjavi z ICP-AES. Med ICP torch-em in masnim spektrometrom je postavljen Se
vmesni stozec, ki zagotavlja visok vakuum zahtevan za delovanje masnega spektrometra, in

ionske leCe, ki potrebujejo redno Cis€enje za sprejemljivo delovanje inStrumenta.

5.5 Analizne tehnike za trdne vzorce

Spektroskopija lasersko vzbujene plazme (LIBS) in masna spektroskopija z
vzoréevanjem z lasersko ablacijo (LA-ICP-MS) sta koristni tehniki pri analizi trdnih vzorcev, z
malo ali brez priprave vzorca, in se uporabljata Ze vrsto let, vendar v omejenem obsegu [2].
Za obe tehniki so na voljo razli¢ni laserji, in izbira laserja je odvisna od analitiéne potrebe. V

farmaciji so se le-ti izkazali kot potencialno orodje za vzorcenje pri analizi tablet.

Pri LIBS-u, je laser usmerjen na povrsino trdnega vzorca, in ko je energija laserja
zadostna, se vzorec upari in proizvaja nevtralne in ionske zvrsti v vzbujenem stanju. V
sklopitvi z ICP-AES, je LIBS tudi tehnika, ki temelji na emisiji in ker je LIBS trdna tehnika
vzorCenja, se lahko uporablja za globinsko profiliranje in dolocanje karakteristi¢nih

elementov v vzorcu.
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LA-ICP-MS je zelo podobna tehnika kot LIBS in se prav tako lahko uporablja v sklopitvi
z ICP-AES. Laserski zarek je usmerjen na povrsino trdnega vzorca in povzroci, da material iz
vzorca izhlapi ali se tankoplastno razprsi. Nosilni plin argon te delce prenese v plazmo, kjer se
atomizirajo in ionizirajo. Kot LIBS, se tudi LA-ICP-MS lahko uporablja za globinsko profiliranje

in doloCanje karakteristi¢nih elementov v vzorcu.

Obe tehniki zagotavljata dobro obcutljivost (ppm do ppb), vendar za kvantitativno
dolotitev potrebujemo trdne standarde. Ce standardov ni mogoée kupiti, jih lahko tudi

pripravimo, pri Cemer je bistveno temeljito mesanje.

Teoreti¢no naj bi imela LA-ICP-MS vec prednosti pred LIBS tehniko. Pri LA-ICP-MS sta
ablacija in atomizacija med seboj neodvisna procesa, zato lahko instrumentalne parametre
optimiziramo za vsakega posebej. Pri LIBS-u, kjer obstaja samo en vir energije, obstaja
konkurenca med procesoma ablacije in vzbujanja, saj se pojavljata na istem mestu in v
priblizno enakem ¢asovnem okviru. Posledi¢no je LIBS bolj obcutljiv na vplive matriksa. To pri
LA-ICP-MS ni problem, saj lahko ucinek procesa ablacije zmanjSamo z uporabo internega
standarda in izraCunamo koncentracijo iz razmerja signalov analita in standarda [17]. Pri LIBS
tehniki pa lahko vpliv matriksa zmanj$amo ali celo izni¢imo nekoliko drugace. Ceprav tablete
vsebujejo organske sestavine, v vecini primerov zdravilna ucéinkovina vsebuje neki element,
ki se razlikuje od drugih sestavin tablete (matriksa). Koli¢ino zdravilne ucinkovine torej lahko

dolo¢imo na podlagi izmerjene koli¢ine tega elementa [18].

5.5.1 Spektrometrija lasersko vzbujene plazme (LIBS)

Tehnika, ki se uporablja za vecino analitskih postopkov v farmacevtski industriji je
visokotla¢na tekocinska kromatografija (HPLC). Vendar pa je neuporabna pri analizi maziv in
merjenju debeline obloge tablet. Poleg tega, zahteva tehnika HPLC pripravo vzorca, zato ta ni
primerna za hitre analize na mestu proizvodnje. Pripravo (razklop) vzorca prav tako
zahtevajo tudi druge analitske tehnike, kot so ICP-AES ali ETAAS. Pri tehnikah, ki zahtevajo
pripravo vzorcev, je lahko ¢as analize dolgotrajen. Nasprotno tem tehnikam, LIBS ne zahteva
pripravo vzorca in zato je ¢as analize obcutno krajsi. Analiza vzorcev lahko poteka na mestu

izdelave, kar zagotavlja dragocene podatke v nekaj minutah [18].
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Spektrometrija lasersko vzbujene plazme (LIBS) je uporabna metoda za dolocanje
elementne sestave razlicnih trdnih snovi, tekocin in plinov. Temelji na analizi atomskih
emisijskih ¢rt, nastalih blizu povrsine vzorca. Ta tehnika uporablja veliko mo¢ laserja, ki je
usmerjen v vzorec, kjer polje visoke intenzivnosti sprozZi plaz ionizacije elementov vzorca in
ustvari se plazma. Emisija atomov in ionov v plazmi se zbere na leci ali opticnemu vlaknu, ki
jo analizira spektrografski detektor. Elementarno sestavo vzorca in koncentracijo
posameznih elementov se doloCi na podlagi atomskih spektralnih ¢rt. Analiza je podobna
tisti, ki se uporablja v primeru ICP analize. Velika prednost LIBS tehnike je v tem, da je
potrebno malo ali nikakrSne priprave vzorca, kar v prihodnosti omogoca uporabo le te na

terenu ali znotraj industrijskega obrata.

5.5.1.1Tehni¢ne podrobnosti LIBS tehnike

Kratek laserski pulz je usmerjen na povrsino vzorca, pri Cemer ustvari plazmo. Laser z
dobrim Gaussovim profilom omogoca usmeritev blizu tocke loma Zarka. OZja je usmeritev,

manj energije je potrebne za laserski razklop. Potrebna energija je le deset mJ.

PULSED LASER A PLASMA EMMISION
(TYPICALLY INTO
S5ns PULSE 1064nm) 2n STERADIANS
A
/

17'\ 3
\

I—

SAMPLE

PLASMA
PLUME

Slika 13: Plazemski oblak, ki ga inducira laserski pulz.

Visoko intenziven laserski pulz vpliva na vzorec in proizvede plazemski oblak. Laserski
pulz navadno traja 5-20 ns. Emisija iz plazemskega oblaka se zbere in analizira z detekcijskim
sistemom. Emisija se zbere na neki razdalji od vzorca, s ¢imer se zmanjsa povrsinski vpliv ali

vpliv samo-adsorpcije. Plazma v vzorcu unici kemijske vezi in ionizira sestavne elemente.
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Spektralna emisija nastane, kot rezultat nadaljnjih sprostitev vzbujenih sestavnih zvrsti. V
spektru, opazovanem prvih 100 ns, prevladuje nenehno, intenzivno, belo svetlobno sevanje
in posledi¢no ni opaznih diskretnih linij. Plazemski oblak se Siri s ¢asom, zato se vzbujene
zvrsti sprostijo kasneje. Po priblizno 1 ps postanejo vidne diskretne spektralne Crte, ki izvirajo
iz razlicnih ionskih zvrsti. Ta Cas se razlikuje glede na vrsto vzorca, oddaljenost od centra

plazme in od valovne dolzine laserske svetlobe, vendar ostaja znotraj milisekundne skale.

Plazma je emitirana pod kotom 2 steradianov, tako da hitra f/1 lec¢a zbere ¢im ved
svetlobe. Vcasih se uporabi zadrievalni filter, da odstrani razprsenost vpadne laserske
svetlobe — vendar pa sta vpadni laserski Zarek in signal ¢asovno locena, zato se filter redko

uporablja. Zbrano lasersko svetlobo analizira detektor, pritrijen na spektrograf.

Za analizo raznolikih vzorcev je priporocljiva uporaba spektrografa, ki omogoca
kombinacijo visoke resolucije z Sirokim obsegom valovnih dolZin. Intenzivnost plazemske
emisije je obicajno dovolj velika, da lahko posnamemo dober spekter. Shemati¢en prikaz

tipi¢ne LIBS aparature je prikazan na spodniji sliki.

Slika 14: Shematicen prikaz LIBS aparature.

5.5.1.2 Prednosti in slabosti LIBS tehnike:

Prednosti
J omogoca vsestransko vzorcéenje trdnih snovi, plinov ali tekocin,
. zahteva malo ali nikakrSne priprave vzorca,
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. spada med nedestruktivne tehnike, saj potrebuje za analizo minimalno

koli¢ino vzorca (od 0.1 pug do 1 mg),

. omogoca analizo izredno trdih materialov, ki jih je tezko raztopiti, npr.

keramika in superprevodniki,

J omogoca hkratno vecelementno analizo,

. omogoca neposredno analizo v aerosolih (trdnih ali tekocih delcev v plinastem
mediju),

. omogoca enostavno in hitro analizo.

Slabosti LIBS tehnike:

. vecja cena in kompleksnost sistema,
. tezave pri pridobivanju ustreznih standardov,
. velike interference (vpliv matriksa, v primeru analize v aerosolih pa je mozna

interferenca velikost delcev),

J meje zaznave obicajno niso tako dobre, kot jih zagotavljajo tekocinske
tehnike,
. slabsa natancnost (5-10 %, odvisno od homogenosti vzorca, vzorénega

matriksa in eksitacijskih lastnosti laserja),

] moznost oCesnih poskodb, zaradi visokih energij laserskih pulzov.

5.5.1.3 Analiza maziva (magnezijev stearat) z uporabo LIBS tehnike

Magnezij (Mg) je mogoce uporabiti kot ciljni element, saj ta obi¢ajno ni prisoten v

matrici ali oblogi tablete. Magnezijev stearat je navadno prisoten v koncentraciji 0,5-1 %,

tako da je elementarna koncentracija Mg dokaj majhna (priblizno 0,02 % v tem primeru). V

spektru na sliki 15 sta vidna dva vrhova za Mg, in sicer pri 285,21 nm in 518,36 nm, na sliki 16

pa je prikazan spekter magnezijevega stearata z koncentracijo pod 2 %. Ker je vrh pri 285,21

26



Uporaba atomske spektroskopije v farmacevtski industriji

nm resonancna linija, je pripadajoci odziv nasi¢en zaradi samo-adsorpcije. Za ne-resonancno

linijo pri 518,36 nm, ni opaziti takSne nasicenosti. Torej se ta linija lahko uporabi za dolocitev

vsebnosti magnezijevega stearata v tem delovhnem obmogju [18].

Slika 15: Spekter na katerem sta vidna tipicna vrhova za
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Slika 16: Spektra, ki prikazujeta Mg vrh pri 518,36 nm (a) in krivulji intenzivnosti

vrhov za Mg v odvisnosti od koncentracije magnezijevega stearata (b).
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5.5.1.4 Hitra analiza enotnosti in debeline obloge tablet z uporabo LIBS tehnike

V tem primeru [19] so LIBS prvi¢ uporabili kot hitro tehniko za soasno dolocanje
enotnosti in debeline oblog stisnjenih tablet. Jedro tablet vsebuje visoko koncentracijo
kalcija (Ca), obloga pa titan (Ti), silicij (Si) in magnezij (Mg). Vsi izmed nastetih elementov so
odli¢ni za dolocanje z LIBS-om. Emisijske spektre vseh stirih elementov so hkrati spremljali v
odvisnosti od Stevila laserskih pulzov na isti lokaciji, ob »vrtanju« skozi oblogo in v jedro
tablete. Ugotovili so, da je ta tehnika vsekakor primerna za hitro sofasno dolocanje

enotnosti in debeline oblog tablet, saj so za analizo 10-ih tablet potrebovali 15 minut.

[Top view]

)/\ ~ ~ N ~ S ~ N Al
‘ Y ~ ~ ~ ~ N ~ Ay \/(
Is Te L W e P IS = . .
H S S A ks St
- . v Ty A
B .

| foam

-
s
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to spectrograph

laser
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Slika 17: Tlorisni prikaz postavitve tablete v drzalo za vzorec in pot laserskega Zarka.

Slika 18 prikazuje podobo tablete, v katero je bilo na ve¢ mest izstreljeno razlicno
Stevilo laserskih pulzov. Na sliki je vidno, da je izgled kraterjev odvisen od Stevila laserskih

pulzov.
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Slika 18: Slika tablete prikazuje tipi¢en heksagonalni vzorec, ki nastane ob vzorcenju.

Stevilke oznacujejo Stevilo laserskih pulzov.

Z vecjim Stevilom laserskih pulzov se lahko doseze ucinek »vrtanja« skozi oblogo
tablete. Ko laser prebija oz. odstranjuje oblogo, ta zoogleni in postane ¢rne barve, ko pa laser
odstranjuje (vzorci) jedro tablete, pa je ta pretezno bele barve. Na sliki 19 je emisijski
spekter, ki je nastal ob prodiranju laserja skozi oblogo do jedra tablete. Ko laser vzorci
oblogo tablete so najbolj intenzivni signali Mg, Si in Ti. Ko pa laser prodre v jedro tablete pa ti

signali postanejo manj intenzivni, poveca pa se intenzivnost signala Ca.

Slika 19: LIBS emisijski spekter v odvisnosti od Stevila laserskih pulzov.
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Spremembe v emisijskem spektru med Ti, Si, Mg in Ca, oznacujejo prehod preko
obloge v jedro tablete. Na ta nacin se lahko poleg dolocitve koncentracije zdravilne

komponente, doloci tudi debelina obloge.

5.5.2 Masna spektroskopija z vzoréevanjem z lasersko ablacijo (LA-ICP-MS)

Z masno spektroskopijo z vzoréevanjem z lasersko ablacijo (LA-ICP-MS) lahko
izvajamo direktno trdno vzorcenje raznovrstnih anorganskih ali organskih materialov s
pomocjo laserskega mikro-zZarka (s premerom v obmocju od 4 do 250 nm) s takojSnjo
elementno detekcijo z ICP-MS. ZmozZnosti sistema LA-ICP-MS nam omogocajo izvajanje
prakticno nedestruktivnih mikroanaliz z visoko prostorsko locljivostjo (za povrSinsko in
globinsko profiliranje) v nizkem koncentracijskem obmocju vecine elementov periodnega

sistema.

V farmaciji se lahko ta tehnika uporablja za elementarno analizo farmacevtskih
izdelkov, prav tako pa lahko z izotopsko analizo preverjajo kvaliteto embalaze za
farmacevtske izdelke. Izotopsko analizo z masno spektroskopijo z induktivno sklopljeno
plazmo (ICP-MS) so namrec¢ uporabili tudi pri forenzi¢nih studijah, v katerih so npr. vzorce
traku, stekla, plastike, itd, analizirali in na ta nacin povezali s kriminalnimi dejavnostmi. V
taksnih primerih, se lahko izotopske razlike med vzorci uporabljajo za razlago izvora ali za
vzpostavitev povezave med obdolZzencem in zlo¢inom. V zadnjem casu, pa so LA-ICP-MS
uporabili tudi za zagotavljanje visoke natancnosti meritev razmerja Zveplovega izotopa v

prepoznavanju ponarejenih farmacevtskih zdravil [20].

5.5.2.1Tehni¢ne podrobnosti LA-ICP-MS tehnike

Pri LA-ICP-MS tehniki, vstavimo vzorec v drzalo ali lasersko ablacijsko celico, kjer je
namescena tudi kamera (slika 20). S pomocjo kamere, lahko analitik poveca interesna
podrocja na zaslonu racunalnika, in na vzorcu natancno dolodi cilino mesto za ablacijo z

laserjem. Z uporabo racunalniske programske opreme integrirane v sistem laserske ablacije,
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lahko analitik doloci niz tock, ki naj bodo cilj laserju med ablacijo. Za optimalno analizo mora
analitik glede na lastnosti vzorca doloditi tudi lasersko energijo in Stevilo pulzov laserja.
Velikost ablatiranega obmocja se razlikuje glede na matrico vzorca, vendar je premer

kraterja navadno manjsi od 500 um in globina pod 20 um [21].

™
camera
1. Vzorec v ablacijski komori
(5x5cm),
< Lens

2. UV laser zadane povriino vzorca, i

Laser beam <
3. pretvorba energije v toploto, l Dielectric mirror

s L g < Laser focusing

4. taljenje, vrenje, izmet delcev, Sample Y objective
5. nosilni plin odnese nastale pare i \ iyi i |

in aerosol v ICP-MS. Argon in To ICP Torch

Slika 20: Shematicni prikaz vzorcevanja z lasersko ablacijo.

Med analizo, usmerimo laser z visoko energijo na vzorec in ablatirani delci vzorca se
sprostijo kot fini gosti aerosol z delci premera 1mm. Te delce nato odnese argon ali mesanica

argona in nosilnega plina (npr. helij ali dusik) v torch ICP-MS. Shematicni prikaz delovanja

sistema LA-ICP-MS je opisan na sliki 21.
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Slika 21: Shematicni prikaz delovanja sistema LA-ICP-MS.

5.5.2.2 Prednosti in slabosti LA-ICP-MS:

Prednosti LA-ICP-MS:

* vecelementnost,

¢ hitrost analize,

¢ Siroko linearno delovno obmodje,

e mozZnost sklopitve s separacijskimi tehnikami (npr. z ionsko kromatografijo pri

dolocevaniju zvrsti elementov),
* mozZnost analize sledov, mikro, makro komponent iz iste raztopine (ICP-AES),

e velika obcutljivost oz. nizke meje zaznavnosti (10-1 ppb pri ICP-AES in 1-0,01 ppb

pri ICP-MS za vecino elementov),
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* mozZnost uvajanja organskih in anorganskih topil v plazmo.

Slabosti LA-ICP-MS:

] tezave pri pridobivanju ustreznih standardov,
. meje zaznave obicajno niso tako dobre, kot jih zagotavljajo tekocinske
tehnike.

5.5.2.3 Analiza farmacevtskih tablet z uporabo LA-ICP-MS tehnike

Pogosto so v tabletah kovinski elementi (npr. K, Mg, Fe), vendar so prisotni samo v
zdravilni ucinkovini in ne v matrici ali oblogi tablete, kar omogoca selektivho detekcijo z

atomsko spektroskopijo.

Ekipa Salina in sodelavcev [17] je analizirala neobloZene tablete, ki vsebujejo
magnezij aluminijev silikat v mikrokristalni celulozni (MCC) matrici. Za dolocitev ponovljivosti
sistema laserske ablacije so uporabili povezavo z ICP-AES in ablatirali polirani kos kovine
Cistega bakra. Laserska ablacija Cistih kovin je na sploSno ponovljiva in se lahko uporablja kot
kazalnik natancnosti laserske modi. Izstreljenih je bilo petdeset laserskih pulzov s hitrostjo 10
Hz, pri cemer so nastali kraterji s premerom priblizno 100 pum. Za devet naklju¢no izbranih

mest so pri primerjavi vrhov Cu (A=327,4 nm) dobili relativni standardni odklon (RSD) 3%.

Rezultati z detektorjem ICP-MS so prikazani v preglednici 1. Detektor je zaznaval le
signale za Al (m/z=27) in Mg (m/z=24). Enako analizo so izvedli tudi z AES detektorskim
sistemom, vendar so primeru MS detektorja potrebovali manj laserskih pulzov (namesto 50,
le 2) in z manjSo energijo (0,5 mlJ). Vendar pa se vizualno krater kljub manjSemu stevilu
pulzov in manjsi energiji ni bistveno razlikoval od kraterjev, ki so nastali pri analizi z AES

detektorskim sistemom. Imel je le manjsi zunanji rob in bil je nekoliko bolj krozne oblike.

Relativni standardni odklon (RSD) za Al in Mg je bil 47 % in 61 %, medtem ko je se je
RSD pri primerjavi razmerja signalov Mg:Al izboljsal na 29 %. Za bolj natan¢no LA-ICP-MS

analizo tablet bi potrebovali niZje koncentracije ali spremljanje manj zastopanih izotopov.
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Preglednica 1: Rezultati analize tablet z LA-ICP-MS metodo.

Laser pulses Sites sampled : " RSD ratio
{at 1 Hz) Laser power on tablet Laser focus RSD *7Al RSD *'Mg (Mg : Al)
2 0.5ml 6 2 mm below surface 47% 61% 2%

5.5.2.4 Analiza embalaze z uporabo LA-ICP-MS tehnike

Premazan karton papirja se pogosto uporablja kot embalaZa za vse vrste proizvodov,
vklju¢no s farmacevtskimi izdelki. Spojine, ki se uporabljajo za kakovost premaza embalaze
omogocajo na povrsini embalaze sijaj, gladkost in vpojnost €rnila. Na primer kaolinit in
kalcijev karbonat se pogosto uporabljata za premaz embalaze v komercialnem tiskanju, kar
pojasnjuje prisotnost relativno visokih koncentracij kalcija v embalazi. Pricakuje se, da je
poleg kalcija (Ca) v embalazZi prisoten tudi svinec (Pb). MoZnost dolocitve natancnega
razmerja kalcijevih in svinCevih izotopov z lasersko ablacijo (LA-ICP-MS) omogoca

razlikovanje med pristno in ponarejeno farmacevtsko embalazo [20].

Emnt

ZENTEL il ZENTEL Qi ZENTEL

Authentic Counterfeit: Origin China Counterfeit: Origin Nigeria

Slika 22: Primerjava pristne Zentel™ kartonske embalaZe z ponarejeno embalazo

kitajskega in nigerijskega izvora.

Dokazana je bila moZnost preciznega merjenja razmerja Ca in Pb izotopov, kar
omogoca odkrivanje ponarejene embalaze in nadaljnje razvr$¢anje le-te. Problem pri tej
metodi predstavlja pomanjkanje trdnih referenénih standardov za merjenje izotopskega
razmerja. Ker trenutno ni komercialno dostopnega nobenega standarda za merjenje Ca in Pb
izotopskega razmerja, so v tem primeru uporabili NIST SRM610 (3 mm steklen vafelj,

certificiran za vsebnost Pb, 426 + 1 mgkg™), NIST SRM915a in NIST SRM915b. Kljub temu, da
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ti materiali niso cerificirani za Pb in Ca izotopsko sestavo, lahko najdemo v literaturi
zanesljive vrednosti izotopske sestave za Pb v NIST SRM610 in za Ca v NIST SRM915a.
Standard za Ca izotopsko sestavo so pripravili s stiskanjem kroglic iz kalcijevega karbonata
NIST SRM915a in NIST SRM915b. V obeh primerih so ocenili inter- in intra-variabilnost
avtenti¢nih vzorcev in tako nasli obcutne razlike med pristnimi in ponarejenimi vzorci (slika
23 in 24). S primerjanjem Ca in Pb izotopskih podatkov so dobili odlicno korelacijo med
vzorci nigerijskega in kitajskega izvora. Za indijski (pristni) vzorec se je izkazalo, da prihaja iz

popolnoma drugacnega vira.

0.0658 X white Nigeria1
O white Nigeria2
< white India
Awhite China
Ow hite Authentic
0.0656 - ’_§_' Fyellow Nigeria1
@ yellow Nigeria2
& yellow India
,—§—4 I % Avyellow China
Byellow Authentic
—orange Nigerial
@ orange Nigeria2
T #orange India
I—'JX:"ET'L—U A orange China
0.0652 4 Authen.tjc — % MW orange Authentic
¥ red Nigeria1
O red Nigeria2

&redIndia

Ared China
0.0650 T T T Ored Authentic

0.3115 0.3120 0.3125 0.3130 0.3135

0.0654 A

43 .
caca MEAS corrratio

42 .
Caf“Ca MEAS corrratio

slika 23: Vrednosti **Ca/*Ca izotopskega razmerja napram vrednostim ca/*ca

izotopskega razmerja za vse vzorce embalaze v beli, oranzni in rdeci tiskarski barvi.
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Slika 24: Vrednosti 2°’Pb/*°°Pb izotopskega razmerja napram vrednostim 2°Pb/*°°Pb

izotopskega razmerja za vse vzorce embalaze v beli, oranzni in rdeci tiskarski barvi.

Ugotovljene so bile pomembne razlike med pristnimi in ponarejenimi vzorci. Torej
metoda omogoca odkrivanje ponaredkov in se lahko uporablja kot pripomocek pri
razvrééanju embalaZe. Ceprav je ta primer potrjuje potencial LA-ICP-MS kot pomo¢ pri
pakiranju za odkrivanje ponaredkov, prav tako poudarja potrebo po izotopskih referencnih

standardih.

6 Primeri uporabe AAS v farmacevtski industriji

V preglednici 2 je zajetih nekaj primerov priprave vzorcev in uporabe razlicnih AAS

tehnik v farmacevtski industriji.

Preglednica2: Priprava vzorcev in postopki za analizo farmacevtskih izdelkov z

uporabo AAS tehnik [2].

Farm. izdelek ali analit tehnika Priprava vzorca Ref.

aplikacija

Potrjevanje Cistosti Li ICP-AES Razklop v dusikovi [22]
kislini
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ICP-MS preiskava 14 elementov: ICP-MS Raztopitev v 25 % vodni  [23]
na tezke kovine As, Sb, Sn, Cd, Pt, raztopini 2-

Pd, Pb, Hg, Ru, Mo, butoksistanola

Se, Bi, In, Ag
ICP-MS preiskava 69 elementov: ICP-MS Raztopitevv1 % ali80  [24]
na tezke kovine Li, Be, B, Na, Mg, % vodni raztopini

Al, Si, P, K, Ca, Sc, dusikove kisline

Ti, V, Cr, Mn, Fe,

Co, Ni, Cu, Zn, Ga,

Ge, As, Se, Rb, Sr,

Y, Nb, Mo, Ru, Rh,

Pd, Ag, Cd, In, Sn,

Sb, Te, Cs, Ba, La,

Ce, Pr, Nd, Sm, Eu,

Gd, Tb, Dy, Ho, Er,

Tm, Yb, Lu, Hf, Ta,

W, Re, Os, Ir, Pt,

Au, Hg, Tl, Pb, Bi,

Th, U
Natrijev fosinopril  Pd ICP-MS raztopitev v 25 % vodni  [25]

raztopini 2-
butoksistanola

Tablete, ki P, F,Cl LA-ICP-MS - [26]
vsebujejo P, F, Cl
Potrjevanje Cistosti Pt ETAAS Ekstrakcija vzorca z [27]
(voda za klorometilenom in
splakovanje) acetonitrilom
Obloga tablet Fe, Ti LIBS - [28]
Tablete in Mg LIBS - [29]
magnezijev stearat
Mazilo in Mg LIBS - [19]

magnezijev stearat
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Neusilin tablete Al, Mg LA-ICP-MS in - [17]
LA-ICP-AES

Atropin, Posredno FAAS Dodatek Hgl, [30]

difenhidramin, dolocanje z Hg

tolazolin, levamisol

Obloga tablet Mg, Ti, Si, Ca LIBS - [19]

Analiza embalaze Ca, Pb LA-ICP-MS

[20]

7 Zakljucek

Potreba po analizi elementov v farmacevtskih izdelkih postaja vse bolj pomembna,
tako zaradi kakovosti proizvodov, kot s perspektive varnosti pacientov. Veliko analiti¢nih
izzivov je povezanih z matrico vzorca, pri cemer je pravilna izbira priprave vzorca klju¢ do
uspeha analize. Na voljo je veliko razli¢nih instrumentalnih tehnik, od Ze dolgo poznanih AA
tehnik do novejsih tehnologij, kot je ICP-MS, ki omogocajo spremljanje vseh elementov tudi
do koncentracij pod ppb. V prihodnosti se bodo sprejemljive mejne vrednosti za elemente v
farmacevtskih izdelkih Se zmanjsale, zato bodo v farmacevtski analitiki zacele igrati vse vecjo
vlogo novejse tehnike, kot so ICP-MS,... Poleg tega pa bodo tehnike vzorenja trdnih vzorcev
prav tako igrale v prihodnosti elementne analize vedno vecjo vlogo. Vsestranskost razli¢nih
tehnik, analitiku omogoca, da se spopade z izzivi, ki jih predstavljata matrika vzorca in nizke

meje zaznavanja, ter tako zagotovi vecjo varnost in kakovost proizvodov.

Tako LIBS kot LA-ICP-MS sta relativno novi diagnosti¢ni orodji in vztrajno pridobivata
velik pomen v raziskovalni skupnosti. Vendar pa je potrebno preden postaneta LIBS in LA-
ICP-MS del vsakdana v analizni kemiji odpraviti nekaj pomanijkljivosti, kot je npr. ponovljivost
rezultatov. Seveda pa je eden vecjih problemov tudi pomanjkanje trdnih standardov, ki bi

omogocali uporabo teh tehnik v analizni kemiji in industriji.
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