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SUHRN

Vyuzitie radionuklidovej rontgenofluorescen¢nej analyzy pri stanoveni obsahu tazkych kovov
v dextranoch v tuhom a kvapalnom skupenstve

Praca je zamerana na stanovenie tazkych kovov vo vzorkédch dextrdnov a na sledovanie vplyvu tpra-
vy vzoriek pred analyzou na detek¢ny limit pri ich radionuklidovej rontgenofluorescencnej analyze
(RRFA). Obsah vybranych prvkov Mn, Fe, Cu, Co, Zn, Pb, As, Hg a Cd bol stanoveny v tabletich
dextranov, v ich popoloch po mineralizicii a v roztokoch po zakoncentrovani pomocou zraZania
s tioacetamidom a po ndslednej filtracii vzniknutych sulfidov cez membréanovy filter. Vypocitané
detek¢né limity preukdzali vyhodnost zakoncentrovania prvkov z kvapalneho skupenstva. Vysled-
ky poukdzali na moZné vyuZitie spojenia RRFA s touto metédou zakoncentrovania pri kontrole kva-
lity lieciv.
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SUMMARY

Use radionuclide x-ray fluorescence analysis for determination of heavy metals content in
dextrans in solid and liquid state

The aim of this study was to determine heavy metals in dextrans samples and to observe the
influence of sample preparation before the analysis on the detection limit by radionuclide x-ray
fluorescence analysis (XRF). The content of elements Mn, Fe, Cu, Co, Zn, Pb, As, Hg and Cd was
determined in dextran tablets, their ashes after the mineralization and in solutions after the
preconcetration by precipitation with thioacetamide and after following filtration of created
sulphides through the membrane filter. Calculated detection limits proved the advantage of
preconcentration of elements from the liquid state. The results suggest the possible use of
combination of XRF with this preconcentration method in quality control of drugs.
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Uvod

Tazké kovy patria medzi vyznamni skupinu kontami-
natov, ktoré pri dlhodobej expozicii mdZu negativne
ovplyvnit zdravotny stav obyvatelstva a negativne
ovplyvnit stabilitu lieiva (jeho ucinnej zloZky), alebo
sposobit jej celkové znehodnotenie. Preto vSetky latky
pouzivané vo farmaceutickom priemysle, lieiva a lieky
musia spifiaf kritéria kvality a nezdvadnosti, moZu obsa-
hovat len povoleny limit obsahu tazkych kovov, ktory je
presne definovany v SL1 2.

Farmaceuticky priemysel v snahe zvySovat kvalitu
a bezpecnost liekov, vyuziva moderné analytické metddy
a kladie vysoké poziadavky na ich analytické parametre.
Vyvoj metdd je zamerany na ich zefektivnenie a zjedno-
duSenie (AAS, AES ...) 3.

Vzorky, ktoré su predlozené k analyze su ¢asto vo
forme zmesi, jednotlivé Casti je nutné vhodne upra-
vit, oddelit pomocou vhodne zvolenej separacnej
metddy (filtrdcia, odparenie, mineralizacia suchou
a mokrou cestou ¥, Medzi efektivne metédy dpravy
vzoriek patria komplexotvorné a zrdZacie reakcie,
ktoré vyzaduji vhodnu volbu skimadla (NaDDTC,
APDC, EDTA ...) '3 SLL1 odporiaca a vyuziva na
stanovenie obsahu anorganickych necistot tioaceta-
mid. Vysledky zrdaZania pomocou tohto skimadla st
hodnotené vizudlne, nie je zrejmé zastipenie jednot-
livych prvkov v analyzovanej vzorke. Kvantitativne
vyhodnotenie je moZzné realizovat v spojeni s in§tru-
mentalnymi metédami, ktorymi sa zakoncentrované
sulfidy prvkov na filtroch s vyhodou stanovia v sto-
povych mnoZstvach.

Poziadavka identifikovat a stanovit vo vzorkach dex-
tranov dodanych vyrobcom Biotika a. s. Slovenska
Lupca vybrané prvky Mn, Fe, Cu, Zn, Pb, As, Hg a Cd
vyplynula z poZiadaviek praxe. KedZe roztoky dextri-
nov z galenického hladiska zaradujeme medzi parente-
ralne pripravky, musia spliiat zvy$ené poZiadavky na
akost, ktoré uvadzaju liekopisné ¢lanky ! 2. Kontami-
nacia tazkymi kovmi v hotovych infundibilidch je
nepripustnd, a to nielen z hladiska moznych inkompati-
bilit ale aj z mozného toxického pdsobenia na organiz-
mus.

Nakolko sa dextrany v praxi nachddzaju vo forme
tekutych infundibilii alebo v tuhej forme urcenej na
pripravu roztokov, je optimalne néjst metodu, ktord
umozni rychle, selektivne a polykomponentné stano-
venie obsahu prvkov v oboch skupenstvach. V praci
bola na tento ucel vybrand nukledrna analyticka
metdda radionuklidova rontgenofluorescenéné analy-
za (RRFA) '¥. Tito metdda je zaloZenda na interakcii
nizkoenergetického Ziarenia gama a X (s energiou
mensSou ako 150 keV) s latkou. Celd energia gama-
foténu je odovzdana jednému orbitdlovému elektro-
nu, ktory pre nadbytok energie opusti atdém. Atém sa
zo vzbudeného stavu vracia do zdkladného stavu
vyziarenim kvanta fluorescen¢ného Ziarenia. Energia
vzniknutého fluorescenéného Ziarenia je charakteris-
tickd pre emitujuci (stanovovany) prvok. Intenzita je
umernd mnoZstvu stanovovanej zlozky v analyzova-
nej vzorke ',

—o—

POKUSNA CAST

Materidl a metody

Na analyzu boli pouzité vzorky dextranov uréenych na
pripravu parenteralnych pripravkov (Biotika a. s. Sloven-
ska Lupca, SR). Vzorka dextranu A bol dextran 40 ¢. Sar-
7e 041103 a vzorka dextranu B bol dextrdn 40 €. SarZe
050701. Vo vzorkéch boli metédou RRFA stanovné prv-
ky Mn, Fe, Cu, Zn, Pb, As, Hg a Cd, pricom boli k exci-
tacii uvedenych prvkov pouZzité primarne zdroje Ziarenia
2Am (s energiou 27-33 keV, aktivitou 740 MBq
a dobou premeny 470 rokov) a 2*Pu (s energiou 12 az
22 keV, aktivitou 1110 MBq a dobou premeny
86,4 roka). Meracie zariadenie tvoril polovodi¢ovy Si/Li
detektor, mnohokandlovy analyzitor EG & G ORTEC
s vyhodnocovacim programom MEASTRO-32°. Bola
pouZita boc¢né reflexnd geometria vzorka — zdroj — detek-
tor. Cas meria bol 4000 s '¥.

Analyza dextrdnov v tuhom skupenstve

Pre pripravu $tandardov bola pouzitd matrica kyselina
benzoova p. a. (Lachema a. s., Brno, Ceské republika)
1,0000 g, na ktord sa nanésali Standardné roztoky Fe, Cu,
Zn, Pb, As, Hg a Cd (v 2 % HNO,, ¢ = 1,000 + 0,002 g/1,
certifikovany referen¢ny material, Slovensky metrologic-
ky tustav Bratislava, SR). Pre zostrojenie kalibra¢nych
kriviek bolo na matricu — kys. benzoovi nanesené prvky
Fe, Cu, Zn a Pb v rozsahu obsahov 0-50 ug. Pre stano-
venie obsahu prvkov Pb, As, Hg a Cd vo vzorkach dex-
tranov boli pripravené Styri Standardy. Standard &. 1
obsahoval 50 ug Pb, Standard €. 2 50 ug As, Standard ¢. 3
50 ug Pb a 50 ug As a standard ¢. 4 50 ug Pb, As, Hg
a Cd. Po vysuSeni pri laboratérnej teplote a zhomogeni-
zovani sa z kazdého Standardu lisovali tri tablety pod tla-
kom 9 MPa, v hmotnosti cca 0,3000 g a priemere 20 mm.
Tablety boli podrobené RRFA s pouzitim radionuklido-
vého zdroja »**Pu a 2! Am.

Zo vzoriek sa lisovalo pit tabliet za rovnakych pod-
mienok ako tomu bolo u Standardov. Pripravené vzorky
tabliet dextranov boli podrobené RRFA s pouZitim radi-
onuklidového zdroja *®Pu a ?*!Am pri dobe merania
4000 s.

Analyza popolov

Do vyZihanych porceldnovych téglikov bolo navaZené
po 1,00 g skdSanej latky — dextranu. Susili sa 1 hod. pri
teplote 100 °C a vyzihali do konStantnej hmotnosti
v muflovej peci pri teplote 600 °C + 25 °C. Zo spojenych
popolov po homogenizicii boli pripravené tablety pod
tlakom 9 MPa, v hmotnosti cca 0,3000 g a priemere
20 mm, ktoré boli podrobené RRFA s pouZzitim radio-
nuklidového zdroja 23%Pu a *!'Am.

Pre kvantitativne vyhodnotenie bola pouZitd metéda
Standardného pridavku. Na tabletu popola bolo pridané
po 50 ug Fe, Cu a Zn a tableta bola podrobena RRFA.
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Analyza dextrdnov v kvapalnom skupenstve

Pre stanovenie obsahu Mn, Fe, Co, Cu, Zn, Hg, Pb
a Cd v kvapalnych vzorkach, bol zvoleny modifikovany
postup liekopisnej skisky na tazké kovy — metddy A so
zachytenim vzniknutych sulfidov na membranovom filt-
ri. Namiesto predpisaného roztoku olova, ktory uvadza
SL 1, boli pre stanovenie jednotlivych prvkov pouzité
Standardné roztoky Mn, Fe, Co, Cu a Zn. K 12,0 ml
demineralizovanej vody sa pridalo 2,0 ml roztoku octanu
amonneho (upraveného na pH 3,5; 4,5; 5,5; 6,5; 7,5; 8,5;
9,5; 10,5 a 11,5 pridavkom NaOH a HNO,) a 1,20 ml tio-
acetamidového skimadla R. K uvedenej zmesi sa pridal
definovany objem Standardného roztoku prvku. Zmes sa
po 4 minutach filtrovala cez membranovy filter Pragopor
4 (priemer 35 mm, velkost pérov 3 um, aktivna plocha
4,91 cm?, Pragochema spol. s r.0.) na filtraénom zariade-
ni. Filter so zachytenymi sulfidmi bol po vysuseni pod-
robeny RRFA. Rovnakym spdsobom za rovnakych pod-
mienok boli pripravované slepé pokusy bez pridavku
Standardnych roztokov prvkov. Pre stanovenia jednotli-
vych prvkov boli vybrané optimalne pH zraZania (naj-
vyS$§i pocet impulzov).

Kalibra¢né krivky boli zostrojené na zaklade merani
Standardov obsahujicich 0-50 ug prvkov pri optimal-
nom pH (Mn, Co, Cu, Pb pri pH 11,5 a Fe, Zn, Hg a Cd
pri pH 8.5) zrdZania sulfidov. Vzorky boli pripravené
podla SL1: skisSany roztok S obsahoval 5,0 g dextranu
doplnenych do 50 ml demineralizovanou vodou.
K 12,0 ml skuSaného roztoku bolo potom pridanych
2,0 ml octanového roztoku o pH 8,5 resp. 11,5 a 1,20 ml
tioacetamidového skimadla R. Po dvoch mindtach bola
zmes prefiltrovana cez Pragopor 4 a filter bol po vysuse-
ni analyzovany RRFA.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vlastnej priprave Standardov predchadzalo overenie
charakteru vzorky, najmi jej absorpénych vlastnosti. Pri
RRFA nestanovované casti vzorky mozu ovplyvnit
vysledok stanovenia. Lisovanim vzoriek do tabliet defi-
novaného tvaru a hmotnosti bola zabezpecena konStant-
na hribka vzorky. PretoZe dextrany su hygroskopické
latky, pred analyzou boli tablety susené v exsikétore. Pri
overovani charakteru vzoriek nebola zistena pritomnost
prvkov, ktoré by v zna¢nej miere ovplyvnili absorpcné
vlastnosti vzorky. Z toho sa vychadzalo i pri priprave
Standardov.

Pre overenie linedrnej zavislosti nameranej pocetnosti
od obsahu prvku vo vzorke boli pripravené Styri Standar-
dy s obsahom Fe, Cu, Zn a Pb v rozsahu obsahov
0-50 ug prvkov na 1,0000 g kyseliny benzoovej. Naliso-
vané tablety dextranov boli podrobené RRFA za pouZitia
radionuklidového zdroja ***Pu.

Korelacné koeficienty zostrojenych kalibracnych pria-
mok potvrdili linedrnu zavislost pocetnosti od obsahu
Fe, Cu, Zn, Pb. Parametre kalibracnej priamky pre jed-
notlivé prvky sa nachadzaja v tabulke 1.

—o—

Tab. 1. Parametre kalibrac¢nej priamky pre jednotlivé proky

Prvky
Parametre y=ax+b
Fe Cu Zn Pb
a 107,89 210,45 26548 170,72
b 1048,4 1539 1213,7  1149,1
korelacny koeficient 0,9991  0,9998 0,9992  0,9982

standard 4 - *'Am

pocet impulzov/400 s

190 290 390 490 590 690

¢Gislo kanéla

Obr. 1. Spektrum Ziarenia radionuklidového zdroja *’Am po
interakcii s tabletou Standardu 4 (50 uAs, Pb, Hg a Cd)

Pre zistenie pritomnosti Pb, As, Hg a Cd vo vzorkach
bol pouzité radionuklidové zdroje **3Pu a **! Am. Pretoze
energia La Ciary Pb (10,549 keV) a energia Ko Ciary As
(10,543) lezia v tej istej energetickej linii, bolo nevy-
hnutné pripravit Standardy obsahujice len Pb, len As
a Standard obsahujtci oba prvky a pouzitie oboch radio-
nuklidovych zdrojov 2%Pu a 2!Am. Z nameranych
vysledkov sa zistilo, 7e za pouzitia zdroja Ziarenia >**Pu
nebolo mozné od seba odliSit piky As a Pb pretoZe ener-
gia La Ciary Pb je 10,549 keV a energia Ka Ciary As je
10,543 keV. Po zmerani spektier zdrojom 2*'! Am by bolo
mozné tieto prvky odlisit na zdklade LB Ciary Pb, ako je
vidno na obrazku 1. Literatira uvadza pomer Lo a LB
Ciary 3 : 4, na zaklade coho by sa dal urcit prispevok Pb
v spolo¢nom piku Lo Pb a Ka As.

Tab. 2. Obsah prvkov v dextrdanoch

Prvok Obsah prvku (pg/g)

Fe Cu Zn Pb As Hg Cd
Dextran A <101 <1,26 2,56 <2,35<097 <2,18 < 1,83
Dextran B <101 <1,26 2,71 <2,35<097 <2,18 < 1,83

Na zdklade nameranych pocetnosti (pocet impul-
zov/4000 s) neanalytického signalu (kyseliny benzoovej)
meraného pri energiach zodpovedajtcich stanovovanym
prvkov za pouZitia radionuklidovych zdrojov 2*®Pu
a Am boli vypoéitané detekéné limity pre Fe
(1,01 ng/g), Cu (1,26 ug/g), Zn (0,72 ug/g), Pb
(2,35 ug/g), As (0,97 ug/g), Hg (2,18 ug/g) a Cd
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(1,83 ug/g). Kedze Cd ma absorpcny prah vyssi nez je
energia zdroja 23*Pu, pre identifikdciu a stanovenie tohto
prvku je mozné pouZit len *'Am. Pre Pb As a Hg je
vhodnejsi zdroj 2*®Pu, ktory umozZiiuje dosiahnutie niz-
Sich detek¢nych limitov.

Po zmerani spektier Ziarenia oboch radionuklidovych

—o—

Tab. 3. Obsah prvkov v popole

Pocet impulzov/ 4000 s Fe Cu Zn

detek¢ny limit pre popol (ug/g) 0,98 0,76 0,68

. . .. sy . Obsah prvku v dextrane A (ug/ <098 <0,76 2,69
zdrojov po interakcii s tabletami Standardov a vzoriek S PV Y €EX rz’me (ng/e)
a po odpod&te neanalytického signdlu (kyselina benzoova) Obsah prvku v dextrine B (ug/g) <098 <076 287
bol vypocitany obsah prvkov v tabletach vzoriek dextra-
Tab. 4. Parametre regresnej priamky pre jednotlivé proky
Prvky pH 8,5 pH 11,5
parametre y = a + bx Fe Zn Hg Cd Mn Co Cu Pb
a 452,24 714,22 101,03 1598,50 236,87 183,51 182,34 130,07
b 51,12 129,12 87,56 139,28 38,52 48,13 133,81 89,66
korelacny koeficient 0,9978 0,9993 0,9972 0,9939 0,9994 0,9987 0,9995 0,9992
Tab. 5. Obsah prvkov v dextrdanoch
pH pH 8,5 pH 11,5
prvky Fe Zn Hg Cd Mn Co Cu Pb
LD (ug/g) 0,91 0,55 0,37 0,86 0,93 0,71 0,39 0,40
dextran A obsah (ug/g) <091 2,42 <0,37 < 0,86 <093 <0,71 <0,39 < 0,40
dextran B obsah (ug/g) <091 2,91 < 0,37 < 0,86 < 0,93 <0,71 < 0,39 <040
nov, ktory bol nésledne prepocitany na 1,0000 g vysuse-
nej vzorky. Vysledny obsah jednotlivych prvkov uvadza — °% N
tabulka 2. Obsah olova, arzénu, ortuti a kadmia bol
u obidvoch vzoriek pod detekénym limitom. 400 4
Medzi pouZivané sposoby zakoncentrovania tuhych bio-
logickych latok patri aj mineralizécia suchou cestou. Popol A
ziskany mineralizaciou vzoriek dextranov bol podrobeny —— dextrén 041101
RRFA za obvyklych podmienok. Z vysledku analyzy 200 | ———slepy pokus
vyplynulo, Ze signal v energetickych oblastiach prvkov Pb,
As, Hg a Cd vykazoval pocetnosti zhodné s neanalytickym
signalom, ¢o potvrdzuje predpoklad prchania tychto prvkov 100 7

pri vysokych teplotdch. Vyznamné pocetnosti sa vyskyto-
vali v energetickych oblastiach prvkov Fe, Cu a Zn. Kvan-
titativne hodnotenie bolo realizované metédou Standardné-
ho pridavku stanovovanych prvkov priamo do popola. Boli
vypocitané detekéné limity pre jednotlivé prvky ako pocet-
nosti zodpovedajice obsahu 1 ug prvku po korekcii o nea-
nalyticky signal. Vysledky st uvedené v tabulke 3.

V dalSej casti experimentu bol stanoveny obsah taz-
kych kovov v dextranoch vo vodnych roztokoch. Bolo
potrebné prvky z roztoku zakoncentrovat, za tym tcelom
bola pouZzita modifikovana Limitna skuska na tazké kovy
(reakcia s tioacetamidovym skimadlom). Vyhodnotenie
pomocou RRFA bolo realizované po filtracii vzniknu-
tych sulfidov cez nitrocelul6zovy filter Pragopor 4.

Vlastni analyzu vzoriek predchadzalo sledovanie
podmienok tvorby sulfidov (pH) zo Standardnych rozto-
kov prvkov v rozpiti pH 3,5-11,5. Z vysledkov vyply-
nulo, Ze kvoli Ziaducej polykomponentnej analyze,
vybrané prvky musia byt rozdelené na dve skupiny: prv-

250

Obr: 2. Spektrum Ziarenia zdroja ***Pu po interakcii s filtrom
—dextran A a ¢istym filtrom

ky, ktoré sa zrdzaju s tioacetamidovym skimadlom pri
optimalnom pH 8,5 ako Fe, Zn, Hg a Cd a prvky, ktoré
sa optiméalne zraZaju pri pH 11,5 ako Mn, Co, Cu a Pb.

Po optimalizéicii podmienok analyzy boli zhotovené
kalibra¢né priamky pre jednotlivé prvky. Linearna zavis-
lost nameranych pocetnosti od obsahu prvku bola potvr-
dend vypocitanymi korela¢nymi koeficientami, ktoré st
uvedené v tabulke 4.

Po analyze vzoriek boli vypocitané detekcné limity
ako pocetnosti zodpovedajice obsahu 1 ug prvku po
korekcii o neanalyticky signdl. Detekéné limity a obsah
prvkov boli vypocitané v 1 g vzorky. Vysledky sa uve-
dené v tabulke 5.
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Z uvedenych vysledkov vyplyva, Ze analyza dextranov
v tuhom a kvapalnom skupenstve RRFA metddou je
v uvedenych pripadoch rychla, selektivna a citlivd. Vyza-
duje si jednako pripravu vhodnych Standardov pre tuhud
vzorku a vhodné skimadla na zakoncentrovanie z kva-
palnej vzorky ako aj vhodnd volbu radionuklidového
zdroja Zziarenia. Z vysledkov analyz tuhych vzoriek
vyplynulo, Ze je mozné s vyhodou vyuzit mineraliziciu
suchou cestou, pri ktorej dochadza k zakoncentrovaniu
niektorych prvkov (Fe, Cu a Zn). Nevyhodou je prchanie
niektorych prvkov poc¢as mineralizcie, ktoré znemoziu-
je ich stanovenie v popole. Porovnanim vysledkov obsa-
hov stanovovanych prvkov tuhej a kvapalnej vzorky
vyplynulo, Ze zakoncentrovanim kvapalnej vzorky sa
dosiahne vyssia citlivost (zniZenie detekénych limitov).
Pri predpokladanych velmi nizkych obsahov prvkov vo
vzorkach je teda vyhodné zakoncentrovanie z kvapalné-
ho média, pri vysSich obsahoch st pouzitelné oba sposo-
by, ako vidno z vysledkov stanovania obsahu zinku.

Bola vypracovand dostato¢ne selektivna a citliva
metdda, ktorou je mozné doplnit skisSku na tazké kovy.
Uvedené vysledky potvrdili opodstatnenost zaradenia
RRFA medzi liekopisné metédy nakolko umoZiuje
rychlu, nedestruktivnu a polykomponentnu analyzu vzo-
riek bez nutnosti zloZitej predipravy vzorky pred samot-
nou analyzou. Vyssiu citlivost a selektivnost danej meto-
dy je mozné dosiahnut zmenou skimadla (zraZacie,
komplexotvorné ...), podmienok analyzy (typ filtrov ...)
a ich optimalizaciou (pH, objem pridavaného skimad-
la ...), ako i zmenou technickych parametrov inStrumen-
tdlnerj metédy (variabilita zdrojov, geometria ...).
Z porovnania vypocitanych detekénych limitov pri jed-
notlivych pripravach vzoriek na analyzu je zrejmé, Ze
vyuzitie zrazacich reakcii (tioacetamidové skimadlo) na
zakoncentrovanie vybranych prvkov je vyhodné, co
vyplyva z dosiahnutych nizkych detekénych limitov.

—o—

Tato praca je zahrnutd do vyskumnych projektov grantovej
agentiry MS SR VEGA ¢&. 1/4299/07, 1/0003/08 a grantu
UK/97/2008.
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LABOREXPO 2009
slibuje mnoho zajimavych novinek

Ve dnech 7. a 8. fijna 2009 se v Kongresovém centru Praha uskutec¢ni IV. ro¢nik vystavy
LABOREXPO 2009 (www.laborexpo.cz). Soucasti vystavy bude tradi¢né Odborny program,
tentokrat na téma: Trendy v monitorovani vlivu chemickych latek na ¢lovéka a Zivotni prostiedi.

Program prednasek je rozdélen do obou dnti vystavy a tvori jej Etyfi souvisejici bloky.

V prvnim bloku RIZIKA PRO ZIVOTNi PROSTREDI bude prezentovat své vysledky brnénsky tym
Masarykovy univerzity RECETOX — Centrum excelence EU
pro chemii zivotniho prostfedi a ekotoxikologii.

Druhy blok prednasek se vénuje APLIKOVANE EKOTOXIKOLOGI! a jejim fesitelem je Vyzkumny
ustav organickych syntéz (VUOS) a jeho pracovisté CETA —
Centrum pro ekologii, toxikologii a analytiku.

Treti blok UDRZITELNY ROZVOJ — REACH dnes se bude pIné v&novat
dosavadnim zkuSenostem s uplatfiovanim tohoto naftizeni.

Posledni, étvrta sekce ANALYTICKA TECHNIKA A BIOMONITORING bude vénovana
specializovanym analytickym technikam.

CESKA A SLOVENSKA FARMACIE, 2009, 58, ¢. 2

87

—



