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SAZETAK

Diplomski rad opisuje razvoj analiticke metode za odredivanje elementnih oneciS¢enja u
djelatnoj farmaceutskoj supstanciji fosamprenavir kalciju. OneciS¢enja u lijekovima mogu biti
organskog ili anorganskog porijekla i potjecati od razli¢itih izvora, te potencijalno mogu
ugroziti djelotvornost lijekova ili utjecati na sigurnost primjene.

U radu je dan detaljan pregled vaznosti kontrole anorganskih oneciS¢enja, te su opisane
prednosti primjene ICP-MS tehnike u uskladivanju sa sve strozim farmakopejskim zahtjevima.

ICP-MS je zbog jednostavnosti masenih spektara brza tehnika za automatsku kvalitativnu,
polukvantitativnu ili kvantitativnu elementarnu analizu u razli¢itim uzorcima. Spektrogrami su
jednostavni jer pikovi nastaju od jednostruko nabijenih iona bez obzira na slozenost matrice. U
ICP-MS spojevi se atomiziraju i ioniziraju bez obzira na kemijsku strukturu u kojoj je
inkorporiran element od interesa. Interferencije obi¢no nastaju zbog formiranja viSestruko
nabijenih iona, oksida ili poliatomskih izobari¢nih interferencija formiranih u plazmi, te je u
radu dan osvrt na utjecaj poliatomnih interferencija kao i na¢in njihovog uklanjanja (upotreba
kolizijskog plina, odabir odgovarajucih izotopa analita).

Validacija metode neophodna je da bi se potvrdilo da je ona prikladna za namijenjenu svrhu.
U radu je dan opis 1 nacin ispitivanja izvedbenih znacajki kojima se metoda validira.

Tijekom elementarne analize dobiven je lazno pozitivan odziv osmija (problem nastajanja
toksi¢nog osmijevog tetraoksida u oksidirajuéem mediju pri povisenoj temperaturi). Opisan je
nacin stabilizacije osmija nuzan za razvoj dobre metode za njegovo odredivanje.

Razvijene su metode za odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Pb,
Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl 1V te za odredivanje osmija u fosamprenavir kalciju. Ispitane su
glavne izvedbene znacajke za svaku metodu (linearnost, granica kvantifikacije, selektivnost,
tocnost 1 preciznost te otpornost) uz predlozene kriterije prihvatljivosti. Pokazalo se da svaka
od razvijenih metoda zadovoljava sve kriterije za sve ispitane izvedbene znacajke, te su obje

metode validirane.

Kljucne rijei: Fosamprenavir, ICH, elementarna onecis¢enja, induktivno spregnuta

plazma, ICP-MS, validacija metode



SUMMARY

The thesis describes the development of an analytical method for determination of elemental
impurities in the active pharmaceutical ingredient fosamprenavir calcium. Elemental impurities
in drug products may be of organic or inorganic origin and come from different sources, and
may potentially endanger drug efficacy or affect the safety of use.

This paper gives a detailed overview of the importance of controlling the presence of
inorganic impurities and describes the benefits of using ICP-MS techniques in aligning with
increasingly stringent pharmacopoeia requirements.

For ease of mass spectrum, ICP-MS is a fast technique for automatic qualitative, semi-
quantitative or quantitative elemental analysis in various samples. The mass specrta obtained
are simple because the peaks are made of single-charged ions, regardless of the complexity of
the matrix. In ICP-MS compounds are atomized and ionized regardless of the chemical structure
in which an element of interest is incorporated. The interferences are usually due to the
formation of multiple charged ions, oxides or polyatomic isobaric interferences formed in the
plasma, and an overview of the effects of polyatomic interference as well as the method of their
removal (collagen gas utilization, selection of appropriate isotopes of the analyte) is given.

Validation of the method is necessary to confirm that it is suitable for the intended purpose.
This paper presents a description of the performance tests that are necessary to validate the
method.

During the multielement analysis, a false positive osmium response was obtained (the
problem of formation of toxic osmium tetroxide in the oxidising medium at elevated
temperature). The method for stabilization of osmium necessary for the development of a good
method for its determination is described.

The method for the determination of Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Pb,
Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl V in fosamprenavir calcium and the ethod for determination of
osmium in fosamprenavir calcium were developed. The main performance features for each
(linearity, quantification limit, selectivity, accuracy, precision and robustness) were tested with
the proposed eligibility criteria. It has been shown that each of the developed methods meets

all the criteria for all tested performance features and the methods were validated.

Keywords: Fosamprenavir, ICH, elemental impurities, Inductively Coupled plasma, ICP-
MS, Method validation
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1. UVOD

Elementarna oneci$¢enja u lijekovima mogu nastati iz nekoliko izvora; oni mogu biti
rezidualni katalizatori koji su dodani namjerno u sintezi ili se mogu pojaviti kao kontaminanti
(npr. interakcijama s opremom za sintezu i obradu, iz materijala ambalaze ili postojanjem u
sastavnicama lijeka). Buduéi da elementarna onecis¢enja ne daju pacijentu nikakvu terapijsku
korist, njihove razine u lijeku treba kontrolirati u prihvatljivim granicama. [1]

Za potrebe ovog rada koriStene su smjernice propisane od strane Internacionalne
konferencije za harmonizaciju (/nternational Conference on Harmonisation, ICH) 1 koje se ticu
kontrole elementarnih onecis¢enja u farmaceutskim proizvodima (Guideline for elemental
impurities Q3D). [2]

Postoje tri dijela ove smjernice: procjena podataka o toksi¢nosti za potencijalna elementarna
oneciscenja; uspostavljanje dopustenog dnevnog izlaganja (Permitted Daily Exposure, PDE)
za svaki element od toksikoloskog znacaja; 1 primjena pristupa temeljenog na riziku za kontrolu
elementarnih oneciS¢enja u lijekovima. Od podnositelja se ne zahtjeva da postrozi granice na
temelju sposobnosti procesa, pod uvjetom da elementarna oneciS¢enja u lijekovima ne prelaze
PDE. PDE-ovi utvrdeni u ovim smjernicama smatraju se zastitnim za javno zdravlje za sve
vrste pacijenata. U nekim slu€ajevima, prisutnost elementarnih oneciS¢enja na razini ispod
propisanih pragova toksi¢nosti mogu biti opravdane ako se pokaze da utjecu na druge kvalitete
lijeka (npr. element koji katalizira razgradnju ljekovite tvari). Navedene smjernice predstavljaju
postupak za procjenu i kontrolu elementarnih oneciS¢enja u lijeku primjenom nacela
upravljanja rizikom kao $to je opisano u ICH Q3D. Ovaj proces osigurava platformu za razvoj
strategije kontrole temeljene na riziku za ograni¢avanje sadrzaja elementarnih oneciS¢enja u
lijeku. [2]

Fosamprenavir kalcij je lijek koji se koristi u terapiji osoba zaraZzenih od humanog
imunodeficijentnog virusa tipa-1 [3], a njegova se kvaliteta, kao i za bilo koji drugi farmaceutski
proizvod, mora strogo kontrolirati, naro€ito jer se on primjenjuje ucestalo i u velikoj koli¢ini.
U te se kontrole uvrStava i kontrola elementarnih onecis¢enja. Stoga je svrha ovog rada bila
razviti odgovaraju¢u metodu za odredivanje elemenata propisanih ICH Q3D smjernicama. [4,
5]

Induktivno spregnuta plazma s masenom spektrometrijom predloZena je pogodna tehnika za

odredivanje elementarnih oneciS¢enja u farmaceutskim proizvodima zbog svojih pogodnih



karakteristika koje ukljucuju niske granice kvantifikacije i dobivanje rezultata s pogodnim
razinama to¢nosti i preciznosti.[6, 7]

Razvijaju¢i metode posebna se paznja posvetila pripremi uzoraka koja se pokazala kao
kriti¢an parametar kod odredivanja elemenata u tragovima. Ispitale su se razliCite kisele matrice
za otapanje, u kombinaciji s mikrovalnom razgradnjom, te je odabrana pogodna s smislu §to
manjeg utroska reagensa, energije i vremena, kao i kvalitete dobivenih rezultata.

Prilikom razvoja metode, nakon odabira pogodne kisele matrice i temperaturnog programa
mikrovalne digestije, analizirani su elementi od interesa pri razliitim operativnim znacajkama
instrumenta (sa ili bez kolizije, ve¢i broj izotopa za pojedini element), i odabrane su optimalne
operativne znacajke, medu kojima je u radu naglasak stavljen na znaCajke kojima su se
uklanjale interferencije.

Analizom osmija pri uvjetima razvijenim za metodu za odredivanje metode za odredivanje
Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl 1 V u
fosamprenavir kalciju, dobiveni su rezultati koji nikako nisu odgovarali kriterijima
prihvatljivosti. Istrazila se literatura i nadeno je kako u kombinaciji sa nitratnom kiselinom
dolazi do oksidacije osmija u osmijev tetraoksid koji je iznimno hlapiv, a i vrlo otrovan. Tiourea
u otopini klorovodi¢ne kiseline se pokazala optimalnom za rjeSavanje tog problema te je za
osmij validirana nova metoda koja koristi takvu otopinu za nadopunjavanje. [8, 9]

Kako bi se potvrdio da su razvijene metode dobre za predvidenu namjenu, nuzno je bilo
provesti validaciju. Razvijene metode za odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir,
Li, Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl i V i za odredivanje osmija u fosamprenavir
kalciju validirane su ispitivanjem linearnosti, granice kvantifikacije, selektivnosti i to¢nosti,

preciznosti 1 otpornosti za svaku pojedinu metodu.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Fosamprenavir kalcij

Fosamprenavir je fosfatni esterski prolijek amprenavira, inhibitora HIV proteaze. U
finalnom je proizvodu prisutan u obliku kalcijeve soli (slika 1), radi poboljSane topljivosti.
Koristi se u kombinaciji s drugim antiretroviroticima za lijeCenje odraslih oboljelih od

humanog imunodeficijentnog virusa tipa-1 (HIV-1).

Aktivna farmaceutska tvar fosamprenavira je bijela do krem krutina, vrlo slabo topiva u vodi
1 njegova je topljivost ovisna o pH (maksimum se postize pri pH vrijednostima izmedu 3 i 4).
Fosamprenavir sadrzi tri kiralna centra, ali se sintetizira kao jedan enantiomer 3S, IS, 2R.
Identificirana je samo jedna kristalna forma molekule koja sadrzi oko 5 molekula vode, ali se

unato¢ tome ne moze smatrati striktnim pentahidratom.

Fosamprenavir, kao prolijek amprenavira, djeluje kao nepeptidni kompetitivni inhibitor
HIV-1 proteaze. Sam po sebi nema svojstva antivirotika ve¢ zahtjeva in-vivo metabolizam da

bi se otpustio aktivni amprenavir.

Razvoj fosamprenavira u najvecoj je mjeri potaknula slaba topljivost amprenavira radi koje
je bilo potrebno unositi velike doze u obliku velikih kapsula uz velik broj takvih kapsula
dnevno. Takoder, metabolizam fosamprenavira do amprenavira osigurava njegovo polagano

otpustanje pa i to pridonosi smanjenoj potrebi za ¢estim unosom. [3]
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Slika 1. Struktura molekule fosamprenavira u obliku kalcijeve soli.



2.2. Onecis¢enja u farmaceutskim proizvodima

OneciSc¢enja u aktivnim farmaceutskim tvarima (Active Pharmaceutical Ingredient, API) su
tvari koje nemaju ljekovit u¢inak, a potencijalno mogu izazvati nezeljene ucinke. Neophodno
ih je u potpunosti identificirati i kvantificirati. Farmaceutska oneciS¢enja su neizbjezna jer niti
jedna kemijska reakcija nije u potpunosti selektivna i niti jedan kemijski spoj nije potpuno
stabilan.[1] Ponekad oneciS¢enja mogu imati teratogene, mutagene ili karcinogene efekte. [4]
Kod vecine lijekova nepozeljne su primjese malih molekula poput vode (moze hidrolizirati
neke lijekove ili utjecati na djelotvornost), malih elektrofila (na primjer, aldehidi i derivati
karboksilnih kiselina), peroksida (mogu oksidirati neke lijekove) i metala (mogu katalizirati

oksidaciju i druge razgradne puteve lijekova). [5]

Elementarna oneciS¢enja u lijeku se pojavljuju iz mnogih izvora, a svi se oni moraju prilikom
procjene rizika pojavljivanja uzeti u obzir [2, 10]. Klju¢ni su izvori prikazani na slici 2, a
ukljucuju sljedece:

1. Preostala oneciS¢enja koja su rezultat namjerno dodanih elemenata (npr.
katalizatori) za sintezu ljekovite tvari, pomoc¢nih tvari ili drugih komponenti
lijeka. Procjena rizika lijeka trebala bi se baviti mogu¢nos¢u ukljucivanja
elementarnih oneciS¢enja u lijek.

2. Elementarna oneciS¢enja koja nisu namjerno dodana, a koja su potencijalno
prisutne u ljekovitoj tvari, vodi ili pomo¢nim tvarima koje se koriste u pripremi
lijeka.

3. Elementarna onecis¢enja koja se potencijalno uvode u ljekovitu tvar i/ ili lijek
iz proizvodne opreme.

4. Elementarna oneciS¢enja koja se mogu izluciti u ljekovitu tvar 1 lijek iz

ambalaze.

Slika 2 prikazuje primjer tipi¢nih materijala, opreme i komponenti koristenih u proizvodnji
lijeka. Svaki od ovih izvora moze doprinijeti pojavi elementarnih oneciS¢enja u lijeku, bilo
kojim pojedinim ili bilo kojom kombinacijom gore navedenih potencijalnih izvora. Tijekom
procjene rizika, treba uzeti u obzir potencijalni doprinos svakog od tih izvora kako bi se odredio

ukupni doprinos elementarnih onecis¢enja lijeku.
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" Ljekovita tvar
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Y

Voda** Ambalaza Ekscipijensi

Slika 2. Potencijalni izvori elementarnih onecis¢enja u lijeku. [2]
* Rizik moZe biti smanjen razumijevanjem procesa, pravilnim odabirom
opreme, kvalifikacijom opreme i koriStenjem dobre proizvodacke prakse (GMP)
**Rizik za unos elementarnih oneciS€enja iz vode moze se smanjiti
uskladivanjem sa propisanim zahtjevima za kvalitetu vode (npr. europska
farmakopeja, japanska farmakopeja...) ako se prociS¢ena voda ili voda za
injekcije koriti u proizvodnim procesima.
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2.2.1. Regulatorni zahtjevi za elementarna oneciS¢enja

Kontrola elementarnih onecis¢enja jedan je od dijelova cjelokupne strategije kontrole lijeka
koji osigurava da elementarna oneciS¢enja ne prelaze propisane maksimalne granice dnevnog
unosa putem lijeka. Trenutno su najznacajniji regulatorni zahtjevi koje se ticu kontrole
elementarnih onecis¢enja u farmaceutskom proizvodu Guideline for elemental impurities Q3D
koju je izdala Internacionalna konferencija za harmonizaciju (International Conference on
Harmonisation — ICH) te poglavlja 232 1 233 iz americke farmakopeje (The United States
Pharmacopeia USP). [2, 6, 11]

Do izdavanja spomenutih smjernica koristila su se i poglavlja iz europske farmakopeje te
americke 1 britanske farmakopeje, prema kojima se za ispitivanje ukupnog sadrzaja metala u
farmaceutskim proizvodima koriste reakcije izmedu metala u uzorku i tioacetamidnog reagensa
kojim se taloze metali u obliku obojenih sulfida. Boja nastalog taloga usporeduje se s paralelno
tretiranom standardnom otopinom olova poznate koncentracije. Boja sulfida razlicitih teskih
metala varira od bijele do Zzute, narancaste, smede 1 crne Sto otezava vizualnu usporedbu sa
tamno smedom bojom otopine olovnog sulfida. Ukupni sadrzaj teskih metala izrazava se u
odnosu na standardnu otopinu olova kao limit test. Iako je jo§ u upotrebi, ova metoda je
nespecifi¢na 1 neosjetljiva, zahtijeva puno vremena i vrlo ¢esto ima nisku iskoristivost.
Nespecificnost znaci da s ovom metodom nemamo informaciju o tome koji teSki metal daje

pozitivni rezultat Sto je veliki nedostatak metode. [12]



Navedene smjernice uvedene su kako bi se ispunile potrebe pacijenata, farmaceutske
industrije i regulatornih vlasti te kako bi se postavilo dopuSteno dnevno izlaganje (Permitted
Daily Exposure — PDE) za svaki metal od toksikoloSkog znacaja. U procjeni sigurnosti za
utvrdivanje PDE razmatrani su oksidacijsko stanje elementa u kojem ¢e se on nalaziti u lijeku,
ljudska izloZenost, najrelevantnija studija na Zivotinjama, nacin primjene i relevantne zavrSne
tocke. [2, 6,11]

Elementi ukljuceni u ove smjernice smjesteni su u tri razreda na temelju njihove toksi¢nosti
(PDE) 1 vjerojatnosti pojave u lijeku. Svrha te klasifikacije je usredotociti procjenu rizika na
one elemente koji su najotrovniji, ali takoder imaju razumnu vjerojatnost uklju¢ivanja u lijek.
[2]

Klasa 1: Elementi As, Cd, Hg i Pb su humani toksi¢ni agensi koji imaju ogranic¢enu ili
nikakvu primjenu u proizvodnji lijekova.

Klasa 2: Elementi u ovoj klasi opéenito se smatraju ljudskim toksi¢nim sredstvima, a dalje
su podijeljeni u podklase 2A i 2B na temelju njihove relativne vjerojatnosti pojavljivanja u
lijeku.

Klasa 2A — Co, Nii V imaju relativno veliku vjerojatnost pojavljivanja u lijeku i stoga
zahtijevaju procjenu rizika u svim potencijalnim izvorima elementarnih oneciS¢enja i za sve
nacine primjene (kako je naznaceno).

Klasa 2B — Ag, Au, Ir, Os, Pd, Pt, Rh, Ru, Se i Tl imaju smanjenu vjerojatnost pojave u
lijeku zbog njihove malobrojnosti i niske vjerojatnosti da se izoliraju s drugim materijalima.
Zato oni mogu biti iskljuCeni iz procjene rizika osim ako nisu namjerno dodani tijekom
proizvodnje ljekovitih tvari, pomo¢nih tvari ili drugih komponenti lijeka.

Klasa 3: Ba, Cr, Cu, Li, Mo, Sb 1 Sn su elementi koji imaju relativno nisku toksi¢nost
oralnom primjenom (visoki PDE, opcenito viSe od 500 pug / dan), ali mogu zahtijevati
razmatranje u procjeni rizika za inhalacijske i parenteralne putove.

Ostali elementi: Al, B, Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na, W i Zn su elementarna oneciS¢enja za koja
nisu utvrdene PDE zbog njihove niske inherentne toksic¢nosti i / ili razlike u regionalnim
propisima. Ako su ta elementarna onecis¢enja prisutna ili su ukljucena u lijek, one su obradene
drugim smjernicama 1 / ili regionalnim propisima i praksama koje se mogu primijeniti na
odredene elemente ili razmatranja kvalitete za konacni lijek.

U ICH smjernici Q3D propisane su dopustene koncentracije elementarnih onecis¢enja za
oralnu (tablica 1), parenteralnu i1 inhalacijsku primjenu u svrhu procjene sadrzaja elementarnih

onecisc¢enja kod ljekovitih oblika, s dozom ne viSom od 10 g/dan.



Tablica 1. Propisani specifikacijski limiti za dnevni unos (10 g) oralnim putem prema

smjernici ICH Q3D [2]

Element Razred Granice za oralnu primjenu (ng/g)
Cd 1 0.5
Pb 1 0.5
As 1 1.5
Hg 1 3
Co 2A 5

\Y 2A 10
Ni 2A 20
Tl 2B 0.8
Au 2B 10
Pd 2B 10
Ir 2B 10
Os 2B 10
Rh 2B 10
Ru 2B 10
Se 2B 15
Ag 2B 15
Pt 2B 10
Li 3 55
Sb 3 120
Ba 3 140
Mo 3 300
Cu 3 300
Sn 3 600
Cr 3 1100




2.3. INDUKTIVNO SPREGNUTA PLAZMA (ICP)

Sa znanstvenog glediSta, materija u poznatom svemiru ¢esto se klasificira u smislu Cetiri
stanja: krutog, tekuceg, plinovitog i plazme. Osnovna razlika izmedu krutina, tekuéina i plinova
lezi u razlici izmedu ¢vrstoce veza koje drze njihove sastavne Cestice zajedno. Da li se odredena
tvar nalazi u jednom od tih stanja ovisi o kineti¢koj energiji (toplinskoj energiji) njegovih atoma
ili molekula, tj. 0 njezinoj temperaturi.

Ako se osigura dovoljna energija, molekularni plin ¢e se postupno disocirati u atomski plin
kao rezultat sudara izmedu cestica Cija toplinska kineticka energija nadmasuje molekularnu
energiju. Pri dovoljno poviSenim temperaturama, sve ve¢i udio atoma imati ¢e dovoljno
kineticke energije da sudarima savlada energiju vezanja krajnjih orbitalnih elektrona i postane
ionizirani plin ili plazma. Medutim, taj prijelaz iz plina u plazmu nije fazni prijelaz u
termodinamickom smislu, buduci da se javlja postupno s porastom temperature. [13]

Pojam plazma su prvi put primijenili Tonks i Langmuir, 1929. godine, da bi opisali unutarnje
podrucje uzarenog ioniziranog plina proizvedenog elektricnim praznjenjem u cijevi, pri cemu
ionizirani plin kao cjelina ostaje elektricno neutralan. [13, 14]

Plazma se moze proizvesti podizanjem temperature tvari sve dok se ne postigne relativno
visoka frakcijska ionizacija. U uvjetima termodinamicke ravnoteze stupanj ionizacije i
temperatura elektrona su usko povezani. Takoder, plazme se mogu generirati 1 ionizacijskim
procesima koji podizu stupanj ionizacije mnogo iznad njegove toplinske ravnotezne vrijednosti.
Postoji mnogo razli¢itih metoda stvaranja plazme u laboratoriju i, ovisno o metodi, plazma
moze imati visoku ili nisku gustoc¢u, visoku ili nisku temperaturu, moze biti postojana ili
prolazna, stabilna ili nestabilna, i tako dalje [14]. Plazme se mogu klasificirati ovisno o vrsti
elektricnog polja koje se primjeni za stvaranje i odrzavanje plazme. Tako se plazma moze
stvoriti ako se preko elektroda formira polje istosmjerne struje (Direct current plasma, DCP),
ako se preko zavojnice primijeni visokofrekventno polje (Inductively Coupled Plasma, ICP) ili
ako se primijeni mikrovalno polje na plin u Supljini (Microwave-induced plasma, MIP). [15]

Argon je najceSce koristeni plin za generiranje plazme. On je, kao 1 ostali plemeniti plinovi,
monoatomni element s visokom energijom ionizacije (15,76 eV) te dobrom kemijskom
inertnoS¢u. Stoga se uz njegovim koriStenjem dobiva vrlo jednostavni spektar koji emitira
argon, ima moguc¢nost pobuditi gotovo svaki element periodnog sustava te ne tvori stabilne
specije s analitima. UnatoC¢ tome, treba imati na umu da se pojedine nestabilne molekularne

ionizirane ili pobudene specije mogu stvoriti u plazmi koje se obi¢no raspadaju po zavrsetku



pobude. Naravno, vrlo je bitna stavka i cijena plina prema kojoj je argon najpovoljniji od
plemenitih plinova. [16]

Induktivno spregnuta plazma formira se pri atmosferskom tlaku u elementu sastavljenom od
kvarcnih cijevi razlicitih dijametara, koji se naziva baklja (forch), a kroz koje protjece argon.
Preko njega je namotana indukcijska bakrena zavojnica, napajana radiofrekventnim
generatorom, koja stvara promjenjivo magnetno polje. lonizacija argona zapocinje iskrom iz
Tesline zavojnice, a prolaskom kroz magnetno polje u kojem dolazi do prstenastog kretanja
iona i Ohmskog pregrijavanja, ioni argona apsorbiraju energiju koja odrzava temperaturu na
stupnju prikladnom za daljnju ionizaciju i odrzavanje plazme (6000 — 10000 K). [17]
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Slika 3. Shematski prikaz baklje u kojoj se stvara plazma.

Baklja se sastoji od tri koncentri¢ne kvarcne cijevi (slika 3). Kroz jednu protjece argon koji
formira plazmu, kroz drugu pomo¢ni argon za hladenje, a kroz centralnu cijev prolazi aerosol
uzorka pomijesan s argonom kao nosiocem. Uzorak se ionizira u plazmi, preuzimajuci energiju
od argona. Ulaskom u plazmu, prolaze¢i kroz razlifite temperaturne zone, aerosol uzorka
prolazi faze desolvacije, isparavanja, atomizacije i ionizacije. Prilikom toga, uzorak prelazi iz
tekucih kapljica u ¢vrste Cestice, a potom u plin.

Najces¢i nacin unoSenja uzorka je da se tekuci ili potpuno otopljeni uzorak peristaltickom
pumpom dovodi do rasprSivaca (nebulizer) koji stvara fini aerosol uzorka pneumatskim
ucinkom protoka argona koji se takoder uvodi u rasprsiva¢. Kako bi se uzorak §to efikasnije
ionizirao, potrebno je odabrati samo najsitnije kapljice iz aerosola, a taj se proces odvija u
posebnoj komori (spray chamber). Uz to, ona ima ulogu stabilizacije protoka aerosola koji
odlazi u plazmu, obzirom da se zbog peristalticke pumpe pojavljuju fluktuacije. Probrane

kapljice potom ulaze u baklju za stvaranje plazme (slika 4).
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Slika 4. Shematski prikaz sustava za unos tekuceg uzorka u plazmu.

Uzorak se moze unositi u plazmu i na brojne druge nacine $to omogucava vrlo Siroku Moze
se unositi u obliku tekucine (bilo da je otopljen ili je uzorak sam tekuéina), plina ili krutine.
Opisani princip za unos tekuc¢eg uzorka moze se prilagoditi razli¢itim izvedbama i principima
rada instrumentacije, kao Sto su drugaciji rasprsiva¢ (pneumatski, ultrazvucni...), komore za
odvajanje kapljica (ciklonske, desolvatacijske...) ili izvedba u kojoj se svi kvarcni dijelovi
mijenjaju s teflonskim (u sluc¢aju koriStenja fluorovodicne kiseline). Takoder, postoje i potpuno
drugaciji principi unosa uzorka koji se koriste ukoliko uzorak nije teku¢, sadrzi veliki udio
interferencija itd. Tu se posebno izdvajaju separacijske tehnike (tekucinska i plinska
kromatografija, kapilarna elektroforeza...) i laserska ablacija. [17, 18, 19]

Dobivena se plazma u analitickim laboratorijima koristi kao izvor fotona odredenih, za svaki
atom specifi¢nih, valnih duljina, ili kao izvor iona odredene mase i odredenog naboja. Stoga se
za detekciju koriste atomski emisijski spektrometar i maseni spektrometar. [ 19] Karakteriziraju
ih vrlo niske granice detekcije, odredivanja i1 kvantifikacije, velika brzina uz nizak utjecaj
interferencija, velika tocnost i preciznost i moguénost odredivanja viSe elemenata istovremeno,
u jednoj analizi. [15]

Primjena induktivno spregnute plazme s masenom detekcijom (Inducively Coupled Plasma
— Mass Spectrometry, ICP-MS) 1 one s atomskom emisijskom detekcijom (Inducively Coupled
Plasma — Atomic Emission Spectrometry, ICP-AES), ¢eS¢e zvanom optickom detekcijom
(Inducively Coupled Plasma — Optical Emission Spectrometry, ICP-OES) ubrzano se Siri
otkako su na snagu stupili odredeni, postrozeni zahtjevi, zakoni i1 regulative za sadrzaje

elementarnih oneciS¢enja. Uvelike se koriste za ispitivanja glavnih komponenata, elemenata u
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tragovima 1 omjera prisutnih izotopa odredenog elementa (ICP-MS) u geoloske svrhe, u

analizama zraka, vode, klinickih uzoraka, hrane i lijekova. [15, 19, 20]

2.3.1. Induktivno spregnuta plazma — masena spektrometrija (ICP-MS)

Induktivno spregnuta plazma — masena spektrometrija (Inducively Coupled Plasma — Mass
Spectrometry, ICP-MS) je najbrze razvijajuca danas dostupna tehnika za odredivanje elemenata
u tragovima [16] Koristi se ponajviSe u podrucjima analize okoliSa, geoloskim ispitivanjima i
ispitivanjima poluvodica, te u biomedicinskim i nuklearnim podruc¢jima. Najbitnija njegova
karakteristika koja osigurava ovakav razvoj i1 Siroku primjenu je brzo odredivanje vise
elemenata istovremeno i to na razini ultra-tragova (<1 ppb), uz moguénost odredivanja izotopa
elemenata.

Danas postoje razli¢ite izvedbe ICP-MS instrumentacije koje dijele mnoge zajednicke
komponente kao Sto su rasprsiva¢, komora za odvajanje kapljica, sucelje konusa, vakumsku
komoru, ionsku optiku, analizator masa i detektor (slika 5). Te se komponente mogu izvoditi 1
primjenjivati na razli¢ite nacine ovisno o potrebama za kona¢nim rezultatima, o uzorku i o
cijeni. Odjeljak za unos uzorka i stvaranje plazme u principu je analogan kod ICP-MS i ICP-
OES uredaja, ali nakon formiranja plazme, sli¢nosti staju. Kod ICP-MS-a plazma je
pozicionirana horizontalno i emitira ione, a emisija fotona je dapace i nepozeljna, za razliku od
slucaja kod ICP-OES-a, jer moze povecati Sum signala. Upravo je to stvaranje velikog broja
iona u plazmi karakteristika koja omogucéava ICP-MS-u detekciju pri niskim ppt razinama,

odnosno ¢ak do Cetiri reda veli¢ine nizu nego $to ima ICP-OES. [16, 21]
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Slika 5. Shematski prikaz tipi¢nog ICP-MS instrumenta s kolizijskom ¢elijom. [15]

Kada se ioni formiraju u plazmi, oni se usmjeravaju prema masenom detektoru preko sucelja

pod vakuumom koje se sastoji od dva ili tri konusa, obicno od nikla ili platine, i koje
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omogucavaju ionima da produ do ionske optike, takoder pod vakuumom, u kojoj se usmjeravaju
prema uredaju za odvajanje masa. lonska se optika sastoji od niza elektrostatskih lec¢a kojima
je svrha elektrostatski usmjeriti zraku iona i prilikom toga onemoguciti fotonima, ¢esticama 1
neutralnim specijama da dodu do detektora. Potom ioni dospijevaju u srce masenog analizatora
— uredaj za odvajanje masa koji se takoder nalazi pod visokim vakuumom.

Postoje tri vrste uredaja koji se koriste za odvajanje masa, a to su kvadrupolni (quadrupole)
1 magnetski sektorni (magnetic sector) analizator te analizator vremena leta (time-of-flight,
TOF), a svaki sa svim svojim prednostima i manama sluzi stoj svrsi koja je propustiti ione
analita odredenog omjera mase i naboja do detektora, a prilikom toga odvojiti sve ione koji nisu
od analita, interferirajuce i ione matrice. Kvadrupolni maseni analizator koristi kombinaciju
elektri¢nih polja istosmjerne i izmjenicne struje iona, a vecina ih se danas prodaje s kolizijskom,
odnosno reakcijskom ¢elijom pomocu koje se mogu znatno minimalizirati utjecaji poliatomnih
spektralnih interferencija na nacin da reaktivne specije izreagiraju s kolizijskim plinom umjesto
s drugim ionom. Nakon odvajanja, ioni dospijevaju do detektora gdje se sudaraju s metalnim
multiplikatorima elektrona na kojima se prilikom tih sudara elektroni oslobadaju i
multipliciraju. Dobiveni elektricni signal prima racunalo 1 preracunava u koncentraciju analita
pomocu signala dobivenog mjerenjem kalibracijskih standarada. Vecina detekcijskih sustava
moze raditi u dinamicko rasponu od osam redova veli¢ine, $to omogucava analizu uzoraka s

udjelima analita od ppt razine do nekoliko stotina ppm. [17, 22]
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2.4. VALIDACIJA

Validacija je potvrda ispitivanjem 1 prikupljanjem dobivenih objektivnih dokaza o
ispunjavanju osobitih zahtjeva za predvidenu posebnu namjenu. Ona nam treba potvrditi da
odredeni podaci sa sigurnoscu predstavljaju ono Sto bi trebali predstavljati, te da su utemeljeni
na istini, ¢injenicama i zakonima. [25, 26]

Analiticka metoda podrazumijeva naCin provodenja analize. Ona mora detaljno opisati svaki
korak potreban za provodenje svakog pojedinog analitickog ispitivanja. To ukljucuje opis
uzorka, referentnih standarada i pripreme reagencija, koriStenje aparature, generiranje
kalibracijske krivulje, koriStenje formula za izracun itd. [25, 26, 27] Za validaciju analiticke
metode potrebno je najprije karakterizirati metodu, potom njene karakteristike usporediti sa
zahtjevima korisnika i konacno, ukoliko ih zadovoljava, izdati izjavu o prikladnosti metode za
predvidenu namjenu. Kako bi se karakterizirala odredena metoda, nuzno je definirati i opisati
specificne zahtjeve koji se postavljaju pri konkretnom odredivanju izabranom metodom, a
potom ispitati, ovisno o opsegu validacije i namjeni metode, odredene izvedbene znacajke.
Prilikom kvalitativne analize, odnosno identifikacije analita, nuzna je potvrda identiteta tako da
se sa sigurnos$¢u odziv instrumenta moze pripisati prisutnosti analita, a ne neke druge, fizikalno
ili kemijski sli¢ne tvari. U tu se svrhu nuzno ispituje specifi¢nost, odnosno selektivnost, te
granica detekcije do koje je specificnost dane metode pouzdana. Kod kvantitativne analize
potrebno je ispitati tocnost 1 istinitost, ponovljivost i obnovljivost, selektivnost, otpornost i
prema potrebi granicu kvantifikacije te linearnost. [25, 29]

Metoda se mora ponovno validirati ukoliko dode do promjena u sintezi uzorka, sastavu
gotovog proizvoda ili se bilo koji postupak analiticke metode mijenja. Opseg ponovne
validacije ovisi o prirodi promjena radi kojih se ona provodi, tako da nekada moze biti
neophodno provesti iznova potpunu validaciju, a nekad je dovoljno ispitati samo kriti¢ne

izvedbene znacajke metode. [26]

2.4.1 Specifi¢nost

Specificnost je sposobnost nedvosmislenog odredivanja analita u prisutnosti komponenata
za koje se moze ocekivati da se nalaze u uzorku spremnom za analizu. Obic¢no, to ukljucuje
necistoce, razgradne produkte, sastojke matrice itd., koji primjenom specificnih metoda
odredivanja analita ne smetaju. Specificnost je, dakle, parametar koji govori o tome koliko

sastavnica sloZene matrice uzorka interferira odredivanju analita.
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2.4.2 Radno podrudje
Raspon analiticke metode je interval izmedu donje i gornje koncentracije ili koli¢ine analita
u uzorku , ukljucujuéi te grani¢ne koncentracije ili koli¢ine, za koje se odreduje da analiticka

metoda zadovoljava kriterije preciznosti, tocnosti i linearnosti.

2.4.3 Linearnost

Linearnost analiticke metode je njezina mogucnost da, unutar zadanog radnog podrucja, daje
rezultate (odziv) koji su direktno ili pomocu dobro definirane matematicke transformacije
proporcionalni veli¢ini koja se mjeri (koncentracija, koliina...). Odreduje se postupkom
umjeravanja (kalibracije), odnosno analizom standardnih otopina razliCitih, poznatih 1
definiranih koncentracija analita te grafickim prikazom ovisnosti odziva instrumenta o

koncentraciji analita.

2.4.4 Granica detekcije i granica kvantifikacije

Granica detekcije pojedine analiticke metode je je kriticna najniza razina mjerene varijable
(signala, koli¢ine, koncentracije) koja je potrebna da bi se zeljeni signal analita razlikovao od
pozadinskog Suma, uz odredenu vjerojatnost. Pri toj razini, varijabla se moze detektirati, ali ne
nuzno i kvantificirati.

Granica kvantifikacije je najmanja koli¢ina ili koncentracija analita u uzorku koja se moze
kvantificirati s odredenom to¢noscu i preciznos¢u pod definiranim eksperimentalnim uvjetima.
To je izvedbena znacajka koja se nuzno ispituje kod kvantitativnog odredivanja pri niskim

koncentracijama tvari u matrici uzorka, npr. odredivanje onecis¢enja ili razgradnih produkata.

2.4.5 Tocnost iistinitost

Tocnost analiticke metode opisuje bliskost vrijednosti dobivene danom analitiCkom
metodom s dogovorenom ili referentnom vrijednos¢u za koju se smatra da je jednaka pravoj
vrijednosti. Odreduje se ispitivanjem istinitosti (sustavna pogreska) i preciznosti (sluc¢ajna
pogreska).

Istinitost izrazava slaganje srednje vrijednosti beskona¢nog broja ponovljenih mjerenja 1

prave ili referentne vrijednosti.

2.4.6 Preciznost
Preciznost analiticke metode izrazava bliskost rezultata dobivenih uzastopnim mjerenjima
istog homogenog uzorka uzorkovanog prema prikladnoj propisanoj proceduri i pri propisanim

uvjetima. Definira na tri razine: ponovljivost, unutarlaboratorijska preciznost i
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medulaboratorijska preciznost, a obi¢no se izrazava kao varijanca, standardna devijacija

(relativna) ili koeficijent varijacije niza mjerenja.

2.5.6.1 Ponovljivost

Ponovljivost govori o preciznosti analiticke metode pod istim radnim uvjetima kroz kratki
vremenski interval. Iskazuje se rasipanjem rezultata kao kratkoro¢no standardno odstupanje, a
govori o broju ponovljenih mjerenja koja se mogu uciniti u nekom vremenu kako bi se postigla

zeljena razina preciznosti.

2.5.6.2 Unutarlaboratorijska preciznost
Unutarlaboratorijska preciznost (medupreciznost) podrazumijeva varijacije unutar
laboratorija uz primjenu iste metodologije. Iskazuje se rasipanjem rezultata kao dugoro¢no

standardno odstupanje pri ¢emu se mogu mijenjati analitiar, oprema, reagensi. ..

2.5.6.3 Medulaboratorijska preciznost

Medulaboratorijska preciznost (obnovljivost) iskazuje bliskost rezultata ponovljenih
mjerenja istog analita pri promijenjenim mjernim okolnostima (mjerno nacelo, metoda,
analitiar, instrument, referentni uzorak, mjesto i1 vrijeme odredivanja...). Ona usporeduje
preciznost izmedu viSe laboratorija 1 ispituje se prilikom medulaboratorijskih studija, obi¢no za

standardizaciju metodologije. [26, 27]

2.4.7 Otpornost

Otpornost (robusnost) analiticke metode je njezino svojstvo da ne reagira na male promjene
mjernih parametara i daje informaciju o njenoj pouzdanosti prilikom narednih koriStenja
metode. Razlog smanjenja pouzdanosti mogu biti minimalne promjene u mjernom postupku,

npr. promjena koncentracije reagensa, brzine zagrijavanja... [26, 29]
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Reagensi i otopine
Za izradu ovog rada, koriStene su kemikalije prikazane u tablici 2 te certificirane referentne

standardne otopine (Certificated Reference Standard, CRS) elemenata prikazane u tablici 3.

Tablica 2. Kemikalije

Kemikalija Proizvodac Koncentracija / ¢istoéa
Fosamprenavir kalcij Pliva -
Nitratna kiselina J. T. Baker 69,0-70,0 %
Perkloratna kiselina J. T. Baker 69-72 %

Klorovodi¢na kiselina J. T. Baker 36,5-38,0 %
Vodikov peroksid Merck 30 %
Amonijak Merck 25 %

Tiourea Sigma-Aldrich >99,999 %

Tablica 3. Certificirani referentni standardi proizvodaca Inorganic Ventures.

CRS elementa Koncentracija / mg L! CRS elementa Koncentracija / mg L!
Ag 1000 Pd 1000
As 10 Pt 1000
Au 1000 Rh 1000
Ba 10000 Ru 1000
Cd 10 Sb 1000
Co 1000 Se 1000
Cr 10000 Sn 10000
Cu 10000 Tl 10
Hg 1000 v 1000

Ir 1000 Sc 1000
Li 1000 Ge 1000
Mo 10000 Dy 1000
Ni 1000 In 1000
Pb 10 Os 1000
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3.2. Uredaji
Za izradu pripremu uzoraka i1 standardnih otopina koriStenih u ovom radu, koriStena je
analiticka vaga METTLER TOLEDO AX205 DeltaRange, s rasponom vaganja 1 —200 mgi s
preciznosc¢u 0,01 mg. Takoder, koriSteni su poluautomatski pipetori Eppendorf umjereni na 2-
200 pL, 100-1000 pL 1 500-5000 pL, uredaj za ultra ¢istu vodu MiliQ Advantage 1 mikrovalni

reaktor Milestone, model UltraWave.

3.3. ICP-MS sustav

Za provodenje analiza, odnosno validacije metoda, koriSteni su ICP-MS uredaju tvrtke
Agilent Technologies, modeli 7700x 1 7900, koji su ekvivalentni pa su njihove karakteristike
zajednicki opisane.

U navedenim se ICP-MS instrumentima koristi kvarcni koncentri¢ni pneumatski rasprsivac
s protokom uzorka ~0,2 mL/min, kvarcni, niskovolumni, Scott-tip komore za odvajanje kapljica
s dvostrukim prolazom, peristalticka pumpa s 10 valjaka i 3 odjeljaka za dovod uzorka i
internog standarda te za odvod otpada iz komore za odjeljivanje kapljica. Plin nosioc je argon,
a radiofrekventni generator radi na 27 MHz s impedancijom varijabilne frekvencije, s radnim
rasponom snage od 500 W do 1600 W. Baklja za plazmu (torch) nacinjena je od 2,5 mm
kvarcnog stakla, a konusi su bakreni s niklenim ili platinskim vrhom (za potrebe ovog rada
koristile su se oni s niklenim vrhom), od kojih prvi konus za uzorkovanje ima otvor dijametra
1 mm, a drugi, tzv. skimmer konus, 0,45 mm. Kolizijski plin je helij, a oktopolni reakcijski
sustav Cetvrte generacije omogucava brzu izmjenu plinova i ucinkovito uklanjanje
interferencija koristeéi diskriminaciju na temelju kineticke energije u kolizijskom helij-modu.
Maseni analizator je hiperboli¢ni kvadrupolni koji radi na visokoj frekvenciji (3 MHz), a
detektor ortogonalni (Orthogonal detector system, ODS) koji omogucava Siroki linearni
dinamicki raspon do 11 redova veli¢ine. Racunalno korisnic¢ko sucelje (software) koji se koristi

kod ovih instrumenata naziva se MassHunter.
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3.4. Metode rada

3.4.1. Priprema uzoraka

Priprema uzoraka je od osobite vaznosti kod svake analize komponenata u tragovima ¢iji je
udio u uzorku manji od 100 ppm. Stoga je prilikom razvoja i validacije metoda u ovom radu,
posebna paznja pridana upravo tom glavnom izvoru kontaminacije, gubitka uzorka i drugih
izvora pogreske mjerenja. Bitno je da svi koriSteni reagensi, laboratorijsko posude i okruzenje
imaju zadovoljavaju¢i stupanj cistoCe. Iznimno je bitno pazljivo raditi s uzorkom 1 sa
standardima tijekom cijelog procesa pripreme. Uz to je, kao i prilikom svake analize, vrlo bitan
faktor vrijeme koje se utrosi na pripremu, kao i koli¢ina reagensa i energije (cijena). Stoga je
procesom ispitivanja otapanja ispitano koja ¢e metoda biti idealna da zadovolji sve navedeno,
Sto kracu 1 jednostavniju pripremu, uz davanje to¢nih i preciznih rezultata.

Fosamprenavir kalcij je, kako je ve¢ navedeno u odjeljku 2.1, vrlo slabo topljiv u vodi, iako
bolje topljiv od fosamprenavira i amprenavira, a njegova je topljivost ovisna o pH i
zakiseljavanjem se povecava, a najveca je pri pH 3 — 4. Unato¢ tome, za analizu je potrebno
uzorak u potpunosti otopiti kako bi bio prikladan za ICP-MS sustav na raspolaganju. Stoga su
isprobane razli¢ite kombinacije kiselina 1 mikrovalne digestije pod poviSenim tlakom i
temperaturom. Mikrovalna digestija je idealna metoda za razaranje organskih matrica, a reaktor
na raspolaganju prilagoden je radu s kiselinama u smislu otpornosti na njihove nagrizajuce i
oksidiraju¢e u¢inke. Njome se omogucava zagrijavanje uzorka na relativno visoku temperaturu
pod povisenim tlakom, ¢ime se znatno povecavaju sudari u otopini i pospjesuje proces otapanja.
Takoder, rad u zatvorenom sustavu pod tlakom onemoguéava gubitak hlapivih komponenti,
kao i eventualne eksplozivne pojave. KoriStene su razne kombinacije nitratne, klorovodic¢ne i
perkloratne kseline te vodikovog peroksida, obzirom da one imaju sposobnost otapanja vecine
organskih matrica.

Za potrebe analiza, vagani su uzorci fosamprenavir kalcija mase 50 mg u odnosu na koje su
preracunate ICH Q3D dopustene koli¢ine elementarnih oneciS¢enja u proizvodima za oralnu
primjenu. Iskustveno, koncentracije koje se snimaju na instrumentu dobivene preracunavanjem
limita za oralnu primjenu na masu uzorka od 50 mg razrijedenu do 50 mL (koncentracija uzorka
tada je jednaka 1 mg/mL), daju dobre rezultate u pogledu granice kvantifikacije, tocnosti 1
preciznosti, te nemaju znatan utjecaj manjih kontaminacija.

Po razvijenoj pogodnoj metodi za otapanje fosamprenavir kalcija, uzorak se priprema tako
da se, nakon homogenizacije uzorka, u kvarcne kivete odvagane mase od 50 mg (+ 10 %) doda

5SmL HNOs3, 250 uL HCIO4 1 100 pL internog standarda (ISTD, vidi odjeljak 3.4.2.). Kivete se
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zatvore, pazljivo protresu, i postave u mikrovalni reaktor na digestiju prema programu
opisanom u tablici 4. Nakon mikrovalne digestije, uzorci se kvantitativno prebacuju u odmjerne
tikvice od polipropilena, volumena 50 mL, te se nadopunjuju prikladnom otopinom za
razrjedivanje (vidi odjeljak 3.4.2.).

Takoder se priprema i slijepa digestirana otopina (SPD) na analogan nacin kao Sto se

priprema uzorak, ali bez odvage uzorka.

Tablica 4. Program za digestiju fosamprenavir kalcija u mikrovalnom reaktoru.

br. vrijeme / min snaga / W T1/°C T2 /°C tlak / bar
1 00:25:00 1500 210 70 130
2 00:20:00 1500 210 70 130

3.4.2. Priprema temeljnih standardnih otopina (TSO)
Za pripremu temeljnih standardnih otopina koristili su se certificirani referentni standardi
proizvodaca Inorganic Ventures navedeni u tablici 3. Volumeni koje je potrebno dodati kako
bi dobili TSO pogodnih koncentracija za daljnju pripremu radnih standardnih otopina, racunali
su se na temelju ICH Q3D smjernica za elementarna onecis¢enja u proizvodima za oralnu
primjenu (vidi tablicu 1). TSO se pripremaju tako da se odvoje elementi koji su, prema
preporuci proizvodaca certificiranog radnog standarda (Inorganic Ventures), stabilni u
razrijedenoj nitratnoj kiselini od onih koji se Cuvaju u razrijedenoj klorovodi¢noj kiselini. Time
se postize bolja stabilnost dobivenih temeljnih standardnih otopina. Stoga su pripremale TSO1
1 TSO2 u odmjernim tikvicama od 50 mL uz dodatak odredenog volumena certificiranog
referentnog standarda prikladne koncentracije (tablica 5 za TSO1 i tablica 6 za TSO2), a
nadopunjavane s 1 % v/v HNO3 za TSO1, odnosno HCI za TSO2. Na taj su nacin dobivene
stabilne otopine prikladnih koncentracija analita od interesa pomocu kojih ¢e se vrlo
jednostavno pripravljati radni standardi za kalibraciju 1 ispitivanje linearnosti radnog podrucja,
kao 1 za svaku sljedecu kalibraciju. Takoder, TSO1 i TSO2 koristiti ¢e se kao standardni

dodatak koji se dodaje u uzorak za ispitivanje izvedbenih znacajki metode.
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Tablica 5. Koncentracije certificiranih referentnih standarada koji se koriste za pripremu
temeljne standardne otopine TSOI te volumeni koji se dodaju u odmjernu tikvicu od 50 mL.
Element koncentracija CRS / mg L-! Volumen / pLL

cd 10 500
Pb 10 500
Tl 10 800
As 10 1500
Co 1000 50
Rh 1000 100
\4 1000 100
Au 1000 100
Se 1000 150
Ag 1000 150
Ni 1000 200
Li 1000 550
Sb 1000 1200
Mo 10000 300
Ba 10000 140
Cu 10000 300
Sn 10000 600
Cr 10000 1100

Tablica 6. Koncentracije certificiranih referentnih standarada koji se koriste za pripremu
temeljne standardne otopine TSO2 te volumeni koji se dodaju u odmjernu tikvicu od 50 mL.
Element koncentracija CRS/ mg L' Volumen / pL

Hg 1000 30
Pd 1000 100
Pt 1000 100
Ir 1000 100
Ru 1000 100
Os 1000 100

U analizama koje se provode ICP-MS tehnikom dobro je koristiti interni standard za prac¢enje
stabilnosti sustava i eventualnih gubitaka analita. Kao interni standard koriste se elementi koje
normalno ne o¢ekujemo u matrici i koja nisu analiti, ali imaju dobar odziv 1 stabilnost. Oni se
dodaju svim uzorcima te slijepim i umjernim standardima, a povezuju se pojedinacno s
elementima bliskog omjera mase i naboja iona koji u plazmi nastaju. ICP-MS programsko
korisnicko sucelje koji se koristi u ovom radu automatski korigira koncentracije pojedinih
elemenata u odnosu na variranja pridruzenog internog standarda, pa se zapravo rezultat
prikazuje relativni omjer signala analita i signala internog standarda. Pretpostavlja se da ¢e
ucinci koji mogu utjecati na promjene u koncentraciji analita u uzorku i odredivanja opcenito,
biti isti za analit od interesa kao i1 za pridruzeni mu interni standard. Odabrani elementi koji se

koriste kao interni standardi su skandij, germanij, disprozij i indjj.
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Za pripremu internog (unutarnjeg) standarda (ISTD) potrebno je u tikvicu od 50 mL dodati
malu koli¢inu 1 % v/v otopine HNO3, volumene certificiranih referentnih standarada prikazanih

u tablici 7, te nadopuniti do oznake 1 % v/v otopinom HNOs.

Tablica 7. Volumeni certificiranih referentnih standarada koje je potrebno dodati u tikvicu
od 50 mL za pripremu internog (unutarnjeg) standarda.
Element koncentracija CRS / mg L! Volumen / pLL

Sc 1000 1250
Ge 1000 1250
Dy 1000 1250
In 1000 1250

3.4.3. Priprema radnih standardnih otopina (RS)

Najprije su se pripremile otopine za razrjedivanje, diluent 1 i diluent 2. Diluent 1 sadrzi 2,5
% v/v HCI kako bi se postigla stabilizacija elemenata koji se ¢uvaju u HCI prema preporuci
proizvodaca koriStenih certificiranih referentnih standarada Inorganic Ventures (Hg, Pd, Ir, Pt,
Ru i Os). Priprema se u odmjernoj tikvici od polipropilena, volumena 1 L, tako da se ulije manja
koli¢ina ultraciste vode, potom 25 mL HCI te se nadopuni do oznake ultracistom vodom. Ova
se otopina koristi za razvoj 1 validaciju metode za odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu,
Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl 1 V u fosamprenavir kalciju. Diluent 2
sadrzi 0,01 M tiouree u 2,5 % v/v HCI, a priprema se analogno diluentu 1, uz dodatak 761,20
mg tiouree. Tiourea se dodaje radi kompleksiranja vrlo otrovnog i hlapljivog osmijevog
tetraoksida koji nastaje u reakciji s nitratnom kiselinom. Diluent 2 se stoga koristi za razvoj 1
validaciju metode za odredivanje osmija u fosamprenavir kalciju. Obje se otopine koriste za
razrjedivanje svih uzoraka i radnih standardnih otopina pri odgovarajuc¢oj metodi.

Radne standardne otopine pripremale su se iz temeljnih standardnih otopina, a koristile su
se za ispitivanje linearnosti i izradu kalibracijskih pravaca. Pripremale su se na nac¢in da njihova
matrica odgovara onoj kod uzorka spremnog za analizu, kako bi se uklonio njen utjecaj. Uz to,
svima je, kao 1 uzorcima, dodana jednaka koli¢ina prikladnog internog standarda. Konacno,
nuzan je dodatak odredene, tocno poznate koli¢ine analita od interesa, a kada se pripremi niz
takvih otopina, njihov se ¢e odziv na instrumentu uz poznate koncentracije analita u otopini,
tvoriti krivulju za svaki pojedini analit koja ¢e sluziti kao kalibracijski pravac. Pomocu
kalibracijskog pravca se tada odreduje koncentracija analita u uzorku na nacin da se izmjereni
odziv za uzorak (y-os) smjesti na kalibracijski pravac s kojeg se tada povuce okomica na x-os
na kojoj se nalazi pripadaju¢a koncentracija, odnosno uvrstavanjem u jednadzbu kalibracijskog
pravca. Radne standardne (RS) otopine pripremaju se tako da se u odmjerne tikvice od

polipropilena, volumena 50 mL, dodati malo odgovarajuceg diluenta, potom 5 mL HNO; 1 0,25

21



mL HCIlOg4, 100 pL ISTD te volumene temeljnih standardnih otopina propisanih u tablici 8,
nakon ¢ega se tikvice nadopunjavaju do oznake diluentom. U slijepu standardnu otopinu (SP)
ne dodaju se analiti 1 ona sluzi za uklanjanje utjecaja matrice. Dobivene su koncentracije za
svaki pojedini element u svakoj pripremljenoj radnoj standardnoj otopini prikazane u tablici 9
1 njih je potrebno upisati u programsko korisni¢ko sucelje instrumenta.

Tablica 8. Volumeni temeljnih standardnih otopina 1 i 2 koje je potrebno dodati u radne
standarde za ispitivanje linearnosti kako bi oni imali to¢no 0, 10, 30, 50, 100, 150, odnosno 200
% koncentracije svakog elementa s obzirom na ICH Q3D zahtjeve za oralnu primjenu.

Volumen / pL
SP RS-1 RS-2 RS-3 RS-4 RS-5 RS-6
% PDE 0 10 30 50 100 150 200
V(TSO1)/uLL / 25 75 125 250 375 500
V(TSO2)/uLL / 25 75 125 250 375 500

Tablica 9. Koncentracije u RS otopinama pripremljenim na nacin opisan u tablici 8.
Koncentracija / ng mL™!

ELEMENT SP RS-1 RS-2 RS-3 RS-4 RS-5 RS-6
Li 0 5,5 16,5 27,5 55 82,5 110
\ 0 1 3 5 10 15 20
Cr 0 110 330 550 1100 1650 2200
Co 0 0,5 1,5 2,5 5 7,5 10
Ni 0 2 6 10 20 30 40
Cu 0 30 90 150 300 450 600
As 0 0,15 0,45 0,75 1,5 2,25 3
Se 0 1,5 4,5 7,5 15 22,5 30
Mo 0 30 90 150 300 450 600
Ru 0 1 3 5 10 15 20
Rh 0 1 3 5 10 15 20
Ag 0 1,5 4,5 7,5 15 22,5 30
Cd 0 0,05 0,15 0,25 0,5 0,75 1
Sn 0 60 180 300 600 900 1200
Sb 0 12 36 60 120 180 240
Ba 0 14 42 70 140 210 280
Pd 0 1 3 5 10 15 20
Ir 0 1 3 5 10 15 20
Pt 0 1 3 5 10 15 20
Au 0 1 3 5 10 15 20
Hg 0 0,3 0,9 1,5 3 4,5 6
Tl 0 0,08 0,24 0,4 0,8 1,2 1,6
Pb 0 0,05 0,15 0,25 0,5 0,75 1
Os 0 1 3 5 10 15 20
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3.4.4. Instrumentalni uvjeti
U tablicama 10, 11, 12,1 13 prikazani su instrumentalni uvjeti za analize provedene u svrhu
razvoja i validacija metoda. Prije pokretanja svake analize obavlja se proces automatskog
umjeravanja te se pregledava dobiveni izvjestaj o obavljenom umjeravanju kako bi se provjerile
performanse instrumenta.

Tablica 10. Instrumentalni uvjeti za detekciju elemenata.

Element . Masa Koli;ij ski Intej gracij sko Odredivanje Interni
izotopa plin vrijeme () standard
Li 7 - 5.00 Analit 5S¢
\Y% 51 He 0.30 Analit 5S¢
Cr 52 He 0.30 Analit 5S¢
Co 59 He 0.30 Analit 5S¢
Ni 60 He 0.30 Analit 5S¢
Cu 63 He 0.30 Analit 5S¢
As 75 He 1.50 Analit 2Ge
Se 78 He 1.50 Analit 2Ge
Mo 95 - 0.30 Analit 15
Ru 101 - 0.30 Analit 15T
Rh 103 - 0.30 Analit 15T
Pd 105 - 0.30 Analit 5Tn
Ag 107 - 0.30 Analit 5In
Cd 111 - 1.00 Analit 5Tn
Sn 118 - 0.30 Analit 151
Sb 121 - 0.30 Analit 151
Ba 138 - 0.30 Analit 151
Os 189 - 0.30 Analit 16Dy
Ir 193 - 0.30 Analit 16Dy
Pt 195 - 0.30 Analit 16Dy
Au 197 - 0.30 Analit 16Dy
Hg 202 - 2.00 Analit 16Dy
Tl 205 - 1.50 Analit 16Dy
Pb 208 - 0.30 Analit 16Dy
Sc 45 -/He 0.12/0.30 ISTD -
Ge 72 He 0.30 ISTD -
In 115 - 0.12 ISTD -
Dy 163 - 0.12 ISTD -

Tablica 11. Akvizicijski parametri

Parametar Postavka
Akvizicijska metoda Spektralna
Detekcijska metoda Dvostruka
Replikati 3

Vrijeme stabilizacije (s) 15
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Tablica 12. Parametri peristalticke pumpe.
Vrijeme Brzina okretanja

Parametar Pozicija
(s) (s) !
Uzimanje uzorka 40 0.3 Uzorak
Stabilizacija 60 Pargmetar . Uzorak
umjeravanja
Ispiranje sonde (uzorak) 15 0.3 .Ut(.)r za
ispiranje
Ispiranje sonde (standard) 15 0.3 thr za
ispiranje
Ispiranje 1 60 0.4 Pozicija 1*
Ispiranje sonde 1 30 0.4 .Ut(.)r -
ispiranje
Ispiranje 2 60 0.4 Pozicija 2**
Ispiranje sonde 2 30 0.4 Rinse Port

* Otopina za ispiranje 1 — 1 % HNO;
**QOtopina za ispiranje 2 — 8/ v/v HNO3 + 2.5% v/v HC1 + 0.5% v/v HClOs.

Tablica 13. Operativni uvjeti (optimiziraju se prilikom procesa automatskog umjeravanja).

Parameter Radni uvjet
Nacin rada plazme Opcéa namjena
RF ulazna snaga (W) 1550

Protok plina nosioca (L/min) 1.0-1.1
Pumpa za rasprsivac (s™) 0.10
Temperatura komore za kapljice 2

U®)

Protok helija (mL/min) 5.0
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3.5. Radni postupci

Sva se ispitivanja provode na uredaju Agilent Technologies 7900 ICP-MS, osim
unutarlaboratorijske preciznosti koja se provodi na Agilent Technologies 7700x ICP-MS.

Instrument direktno daje koncentracije elemenata u otopini uzorka u ng/mL. Sadrzaj u obliku
masenog udjela svakog metala u ppm (parts per milion, 10 g elementa u 1 g uzorka) racuna

se pomocu slijedec¢e formule:

c (ﬂ) X V(mL)

mL

m(mg)

w (ppm) =

gdje je:
¢ — koncentracija analita o¢itana na instrumentu u ng/mL
V' — konacni volumen otopljenog uzorka u mL
M — masa uzorka u mg
Iskoristivost (Recovery) se izrazava kao postotak rezultata odredivanja pojedinog analita
prema njegovoj stvarnoj vrijednosti, a racuna se prema formuli:

Cusd — Cu

Iskoristivost (%) = [ ] x 100

Csd
gdje je:
cusd — udio analita u uzorku sa standardnim dodatkom (ppm)
cu — udio analita u uzorku bez standardnog dodatka (ppm)

¢sd — udio analita u standardnom dodatku (ppm)

3.5.1. Ispitivanje linearnosti

Kako bi se ispitalo zadovoljava li metoda ovaj parametar, najprije je bilo potrebno definirati
predvideno podrucje (raspon) koncentracija analita u uzorku. Kao sredi$nja vrijednost podrucja
za koje ispitujemo linearnost postavljena je ona koncentracija elementarnog oneciS¢enja u
aktivnoj farmaceutskoj tvari koja je propisana kao grani¢na prema ICH Q3D zahtjevima (PDE).
Za gornju je granicu uzeta dvostruko veca vrijednost za svaki element, a za donju
pretpostavljena granica kvantifikacije metode, koja je kasnije 1 ispitana.

Za ispitivanje linearnosti pripremaju se radne standardne otopine, kako je prikazano u
odjeljku 3.4.3. 1 snimaju u triplikatima te se iz dobivenih odziva i poznatih koncentracija
konstruiraju pravci koji moraju biti u skladu sa propisanim zahtjevom, odnosno dopustenim
odstupanjem od linearnosti. Dobivene su krivulje obradene prikladnim statistickim metodama,

kao $to je metoda najmanjih kvadrata. Rezultat se prikazuje graficki i pomocu faktora korelacije

(R).
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3.5.2. Ispitivanje granice kvantifikacije

Odvaze se Sest odvaga uzorka kojima se, prije bilo kakvog preparativnog postupka, dodaju
volumeni TSO1 1 TSO2 koji odgovaraju koncentraciji pretpostavljenoj za granicu
kvantifikacije, koja je za obje validirane metode iznosila 10 % grani¢ne vrijednosti propisane
ICH Q3D smjernicama. Nakon toga slijedi normalna, metodom propisana, procedura pripreme
uzorka. Analizira se u nastavku na barem 3 standarada za izradu umjernih pravaca Za racun se
koriste srednje vrijednosti dobivene iz mjerenja uzoraka bez standardnog dodatka u sklopu
ispitivanja tocnosti kako bi se izmjerene vrijednosti umanjile za iznos eventualno ve¢ prisutnih
elemenata u uzorku. Rezultati se izrazavaju kao prosjecna iskoristivost metode za svaki

element, a trebaju biti unutar propisanih hranica kako bi zadovoljili.

3.5.3. Ispitivanje tocnosti i selektivnosti

Pripremaju se uzorci tako da se odvazu te im se, u setovima tripleta, dodaju odgovarajuce
kolicine analita prije bilo kakvog preparativnog postuka. Pripremaju se po tri uzorka bez
standardnog dodatka, 1 devet uzoraka ukupno sa standardnim dodatkom na tri razli€ite razine.
Slijedi propisani nastavak procedure za pripremu uzorka i analizira se u nastavku na standarde
za izradu umjernih pravaca. Izrazava se kao prosjecna tocnost metode kao iskoristivost za
pojedini element, a sve trebaju zadovoljiti postavljene zahtjeve maksimalno dopustenog
odstupanja od prave vrijednosti. Selektivnost metode potvrduje se ukoliko su rezultati za

to¢nost unutar granica prihvatljivosti.

3.5.4. Ispitivanje preciznosti
Preciznost metode se odreduje sumiranjem rezultata ispitivanja ponovljivosti i rezultata
ispitivanja unutarlaboratorijske preciznosti. Rezultat se prikazuje kao relativna standardna
devijacija (RSD) koja uzima u obzir oba testiranja. 1 mora biti unutar propisanih zahtjeva da bi

zadovoljila.

3.5.4.1 Ispitivanje ponovljivosti
Pripremaju se i analiziraju 6 odvaga uzorka kojima je dodan standardni dodatak elemenata
na 100 % grani¢nih vrijednosti propisanih ICH Q3D smjernicama prije bilo kakvog
preparativnog postupka. Rezultat se izrazava kao relativna standardna devijacija (RSD)

provedenih mjerenja.

3.5.4.2. Ispitivanje unutarlaboratorijske preciznosti
Ispitivanje unutarlaboratorijske preciznosti provodi se na isti nacin kao i ispitivanje

ponovljivosti, samo $to se analiza odvija na drugom, ekvivalentnom instrumentu. U tu je svrhu
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koristen Agilent 7700x ICP-MS. Takoder, analizirani su isti uzorci drugi dan, pa ¢e se ovi

rezultati takoder spominjati u raspravi o otpornosti metode.

3.5.5. Ispitivanje otpornosti

Za 1ispitivanje otpornosti koristile su se male promjene u koncentracijama kiselina,
temperaturnim programima mikrovalne digestije. Za svaku se promjenu koristilo po Cetiri
odvage uzorka, dvije bez, a dvije sa standardnim dodatkom na 100 % (250 pL TSO1 i 250 pL
TSO2) grani¢nih vrijednosti elemenata propisanih ICH Q3D smjernicama. Ovdje je bilo
osobito vazno prije ikakve analize dobro provjeriti je li se uzorak otopio. Mijenjao se
temperaturni program mikrovalne digestije sa 210 °C na 200 °C 1 na 220 °C, te smanjivale
koncentracije nitratne kiseline 1 perkloratne kiseline (sa ~69 % na ~ 59 %). Svaka se promjena
individualno odvijala kako bi se mogao prepoznati eventualni utjecaj neke pojedine promjene.

Rezultati se prikazuju kao relativne razlike dobivenih rezultata analizom wuzoraka
pripremljenih uz provedene promjene i rezultata dobivenih analizom uzoraka pripremljenih

prema razvijenom metodom propisanim uvjetima.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Razvoj ICP-MS metode

4.1.1. Ispitivanje otapanja

U kvarcne kivete je odvagano po 50 mg (£ 10 %) Fosamprenavir kalcija u duplikatima te
dodana odredena koli¢ina jedne kiseline ili kombinacije viSe njih. Nakon pripadajuce
mikrovalne digestije uzorci su prebaceni u tikvice od 50 mL i nadopunjeni do oznake ultra
¢istom vodom, te su pregledani da se ustanovi je li uzorak otopljen. Rezultati ispitivanja
otapanja prikazani uz digestiju pri temperaturi od 210 °C prikazani su u tablici 14, a uz digestiju
pri 230 °C u tablici 15.

Tablica 14. Rezultati ispitivanja otapanja fosamprenavir kalcija uz mikrovalnu digestiju pri
temperaturi od 210 °C.

Temperaturni program mikrovalne digestije
br. vrijeme / min snaga/W | T1/°C | T2/°C tlak /
bar
1 00:25:00 1500 210 70 130
2 {00:20:00 1500 210 70 130
KoriStene kombinacije kiselina Stanje nakon digestije
2 mL HCI neotopljeno
3 mL HCI neotopljeno
3 mL 50 % v/v HCI1 neotopljeno
2 mL HNO3 neotopljeno
3 mL HNO3 neotopljeno
3 mL HNO3 + 0,5 mL HCI neotopljeno
2 mL HNO3 + 0,5 mL HCI neotopljeno
4 mL HNO;3 neotopljeno
3 mL HNOs+ 0,25 mL HC1O4 neotopljeno
4 mL HNOs + 0,25 mL HCIO4 neotopljeno
5 mL HNO3 neotopljeno
5 mL HNO3 + 0,25 ml HCIO4 otopljeno
5 mL HNO3 + 0,5 mL H>O» otopljeno
4 mL HNOs + 0,5 ml HC1O4 otopljeno
3 mL HNO3 + 0,5 mL H>O» otopljeno
3 mL HNOs; + 0,25 ml HCIO4+ 0,5 mL | otopljeno
H>O»

Kisele matrice koje su se pokazale zadovoljavaju¢ima, ponovno su koristene za pripremu

uzoraka bez standardnog dodatka i1 sa standardnim dodatkom na 100 % specifikacije u
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triplikatima, a nadopunjavane do 50 mL s 2,5 % v/v otopinom HCI, te su najbolji rezultati
ponovljivosti i to¢nosti dobiveni analitom uzoraka pripremljenih s dodatkom 5 mL HNO; +
0,25 ml HCIO4 uz mikrovalnu digestiju na 230 °C. Stoga je ta kombinacija kiselina odabrana
za koriStenje u daljnjem razvoju 1 validaciji metode.

Tablica 15. Rezultati ispitivanja otapanja fosamprenavir kalcija uz mikrovalnu digestiju pri
temperaturi od 230 °C.

Temperaturni program mikrovalne digestije
br. vrijeme / min snaga/W | T1/°C | T2/°C tlak /
bar
1 00:25:00 1500 230 70 130
2 00:20:00 1500 230 70 130
KoriStene kombinacije Kiselina Stanje nakon digestije
4 mL HNOs + 0,25 ml HCIO4 + 1,25 mL | neotopljeno
HCI
3 mL HNO3 + 0,5 ml HCIO4 neotopljeno
4 mL HNOs3 + 0,5 ml HCIO4 otopljeno
5 mL HNO3 otopljeno
4 mL HNOs + 0,25 ml HCIO4 neotopljeno

4.1.2. Optimizacija sustava za uklanjanje interferencija

Na analizu elemenata u tragovima ICP-MS tehnikom mogu utjecati razliCite spektralne
interferencije uzrokovane izobari¢nim i poliatomnim interferencijama. [30] Utjecaj se ocituje
kao preklapanje spektralnih linija na odredenim veli¢inama mjerenih omjera mase i naboja, $to
uzrokuje krivu procjenu prisutne koli¢ine pojedinog analita.

Izobari¢ne interferencije ukljucuju monoatomne specije istog omjera mase i naboja kao $to
su pojedini izotopi (npr. **Fe” i >®Ni") ili neke viSestruko nabijene vrste. Poliatomne
interferencije mogu se pojaviti od argona ili necisto¢a koje su u njemu prisutne, od otapala ili
kiselina, luzina ili soli, ili iz same matrice uzorka. Takoder mogu biti uzrokovane reakcijom
nekih analita medusobno ili s drugim specijama prisutnim u plazmi, Sto ¢ini njihovo
prepoznavanje iznimno slozenim. [31, 32]

Za optimizaciju razvijane metode, najprije se provelo nekoliko preliminarnih analiza u
kojima su se snimali razli€iti izotopi analita 1 u razli¢itim nacinima rada (s kolizijom ili bez).
Utjecaj interferencija uzrokovanih zbog argona kao plina koji je nositelj plazme i koji je u njoj
prisutan u daleko najve¢em udjelu, uvelike se uklonio koriStenjem helija kao kolizijskog plina
za sve elemente mase od 40 do 80, prema preporuci proizvodaca instrumenta. Takoder, odabir
izotopa svakog pojedinog elementa prema preporuci proizvodaca pokazao se optimalnim

izborom za razvijanu metodu.
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Molekula fosamprenavir kalcija sadrzi neke pojedine elemente za koje se pretpostavljalo da
bi mogli interferirati u odredivanju elemenata od interesa, a to su fosfor, sumpor i ponajvise
kalcij. Iz tog su se razloga uzorci ponovno analizirali na ICP-OES instrumentu na koji, obzirom
na drugaciji princip rada, tj. detekciju, utjeCu potpuno razliite interferencije. Upitni rezultati
dobili su se za Li, Ni, As, Co, Se i Mo, ali su se rezultati snimljeni objema tehnikama pokazali

usporedivima, ¢ime je iskljucen utjecaj interferencija i vrijednosti su prihvacene.

4.1.3. Optimizacija sustava za bolji odziv osmija

Osmij se u koristenim certificiranim referentnim standardima nalazi u obliku otopljenog
(NH4)20sClg, odnosno [OsCls]* u razrijedenoj otopini HCI. Izlaganjem oksidacijskim uvjetima
nitratne kiseline, narocito uz poviSenu temperaturu, formira se jako hlapljiv i iznimno otrovan
osmijev tetraoksid (OsO4). Osim §to se na taj nacin gubi tijekom pripreme uzorka, njegova
prisutnost daje lazno poviSeni odziv jer zbog svoje hlapivosti dolazi u povecanoj mjeri u
rasprSivac kroz koji potom dospijeva do plazme i1 detektora u vecoj mjeri. [8]

Pretrazivanjem literature nadeno je kako se osmijev tetraoksid moze kompleksirati s
tioureom pripravljenom u razrijedenoj otopini HCL i na taj nacin stabilizirati u otopini. [9]

Stoga su provedena preliminarna ispitivanja uz koriStenje otopine za razrjedivanje koja je
sadrzavala 0,01 mol/L tiouree u 2,5 % v/v HCI kojima je potvrdeno da su rezultati viSestruko
poboljsani (tablica 16) u odnosu na one dobivene analizom gdje se kao otopina za razrjedivanje
koristila samo 2,5 % v/v HCIl. Nakon potvrdnih rezultata preliminarnih ispitivanja, takva je
otopina za razrjedivanje koriStena za metodu za odredivanje osmija u fosamprenavir kalciju
ICP-MS tehnikom.

Tablica 16. Rezultati dobiveni analizom osmija u uzorcima pripravljenih s otopinom za
razrjedivanje koja sadrzi tioureu i uzoraka pripravljenih s otopinom za razrjedivanje koja ne
sadrZi tioureu.

Osmij s tioureom Osmij bez tiouree
Uzorak Izraéunate.l. Prosjeéna” Totnost Pr(:sjeéna Uzorak Izraéunate.l. Prosjeéna” Totnost Pr(zsjeéna
koncentracija  koncentracija o to¢nost / koncentracija  koncentracija o to¢nost /
br. / ppm / ppm /% % br. / ppm / ppm % %
1 0,01 - 1 0,10 -
2 0,00 0,01 - - 2 0,15 0,12 - -
3 0,01 - 3 0,12 -
4 2,86 95 4 11,05 364
5 2,76 2,79 92 93 5 11,79 11,51 389 380
6 2,75 91 6 11,70 386
7 9,01 90 7 33,24 331
8 8,99 8,97 90 90 8 34,85 34,69 347 346
9 8,90 89 9 35,99 359
10 13,65 91 10 50,83 338
11 13,37 13,59 89 91 11 50,98 51,95 339 346
12 13,75 92 12 54,03 359
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4.2. Validacija ICP-MS metode za odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr,
Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sh, Se, Sn, Tli V u fosamprenavir
kalciju

Da bi se provela validacija razvijene metode za odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu,
Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl i V u fosamprenavir kalciju, uzorci i
standardne otopine pripravljale su se nafinima opisanim u odijeljku 3.4., osim §to se nije
dodavao osmij u TSO 2. Takoder, kao otopina za razrjedivanje koristila se 2,5 % v/v HCI.

Kriteriji prihvatljivosti koje je nuzno zadovoljiti kako bi rezultati dobiveni ispitivanjem
izvedbenih znacajki razvijene metode bili prihvatljivi i kako bi se razvijena metoda mogla
validirati, prikazani su u tablici 17.

Tablica 17. Kriteriji prihvatljivosti metode.

Parametar Kriterij prihvatljivosti
Specifi¢nost
Iskoristenje [ 70 % - 150 %
Linearnost
Korelacijski koeficijent (R) | >0.99
Granica kvantifikacije
Vrijednost 10 % PDE
IskoriStenje 70 % - 150 %
Toc¢nost
Razina 1 (30 % PDE) — IskoriStenje
Razina 2 (100 % PDE) — IskoriStenje 70 % -150 %
Razina 3 (150 % PDE) — IskoriStenje
Preciznost
Ponovljivost — RSD <20 %
Unutarlaboratorijska preciznost — RSD <20 %
Ukupno - RSD <25%
Otpornost
Razlika [<10%

4.2.1. Linearnost

Ispitivanjem linearnosti dobiveni su rezultati u obliku relativnog omjera odziva analita i
pridruzenog mu internog standarda za mjerenu slijepu standardnu otopinu, kojoj se pridruzuje
vrijednost koncentracije 0 ng/mL za svaki analizirani element, te za radne standardne otopine
pripadajucih koncentracija prikazanih u tablici 9. Slijepom probom ponisStavaju se eventualno
prisutni analiti u samoj matrici otopine (dodane kiseline i voda).

Rezultati su statisticki obradeni automatski u programskom korisnickom sucelju
instrumenta, MassHunter, te su prikazani u obliku pravaca s pripadaju¢om jednadzbom c¢ija

vrijednost korelacijskog faktora upucuje na linearnost rezultata. Takoder, instrument racuna za
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dane uvjete pripadajucu granicu detekcije (detection limit, DL) pojedinog mjerenog elementa,

kao i mjeru pozadinske prisutnosti pojedinog elementa (Background Equivalent Concentration,

BEC). DL se racuna na osnovu pozadinskog Suma, a BEC na osnovu pozadinskog intenziteta.

Graficki prikazi dobivenih pravaca uz numericke vrijednosti navedenih parametara

prikazani su na slikama 61 7.

7 Li [NoGas] ISTD:45 Sc [NoGas] 51V [He] ISTD:45 Sc [He] 52 Cr [He] ISTD:45 Sc [He] 59 Co [He] ISTD:45 Sc [He]
x102 | y=0.1063"x +0.0227 34y =02064"x +1.6291E-004
- 10000 R = 09999

x10-1 |y =0.0047 *x +15739E-004 y =0.0741°x +0.0547
R= 09995 R=0.9999 =1
DL =0.003154 ng/ml 24 DL =0.06351 ng/ml 3 DL =0.03504 ng/ml DL =0.0005839 ng/ml
BEC =0.03369 ng/ml BEC =0.7386 ng/ml BEC =0.2132 ng/ml BEC =0.0007835 ng/ml
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y =0.05%4°x +0.0059 x102 | y=0.1602°x +0.1676 x10-2 [y =0.0122 " x +43694E-004 x10 -2 | y =4.7553E-004 * x + 1.8680E-004
R= 09999 R= 09998 R= 09934 24{R= 09998
DL =0.0125 ng/ml DL =0.04062 ng/ml DL =0.0141 ng/ml DL =0.2192 ng/ml
| BEC =0.09846 ng/ml BEC = 1.046 ng/ml BEC =0.03586 ng/ml BEC =0.3928 ng/ml
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95 Mo [NoGas] ISTD:115In [NoGas] 101 Ru [NoGas] ISTD:115 In [NoGas] 103 Rh [NoGas] ISTD:115 In [NoGas] 105 Pd [NoGas] ISTD:115 In [NoGas]
y =0.0028"x +1.6241E-004 x10-2 |y =0.0033 " x +7.4044E-006 x10-1 [y =0.0173"x +8.9351E-006 x10-1 | y =0.0036 " x +1.2636E-004
R= 09993 R= 09997 R= 09992 TR= 09997
DL =0.01001 ng/ml DL =0.002328 ng/ml DL =0.0004263 ng/ml DL =0.004187 ng/ml
2J BEC =0.05743 ng/ml BEC =0.00224 ng/ml 4 BEC =0.0005174 ng/ml BEC =0.03529 ng/ml
2 2 s 2 2
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Slika 6. Rezultati ispitivanja linearnosti za Li, V, Cr, Co, Ni, Cu, As, Se, Mo, Ru, Rh i Pd
razvijenom metodom za odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Pb,
Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl i V u fosamprenavir kalciju ICP-MS tehnikom.
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109 Ag [NoGas] ISTD:115In [NoGas]
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Slika 7. Rezultati ispitivanja linearnosti za Ag, Cd, Sn, Sb, Ba, Ir, Pt, Au, Hg, T1i Pb
razvijenom metodom za odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Pb,
Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl i V u fosamprenavir kalciju ICP-MS tehnikom.

Razvijena metoda daje linearne rezultate za sve ispitivane elemente i zadovoljava kriterij
prihvatljivosti za linearnost koji glasi da korelacijski faktor mora biti ve¢i ili jednak 0,99.

Najnizu vrijednost korelacijskog faktora ima srebro, a ona iznosi 0,9988.

4.2.2. Granica kvantifikacije
Granica kvantifikacije odredivana je pri koncentracijama ispitivanih elemenata koje
odgovaraju 10 % grani¢ne koli¢ine propisane ICH Q3D smjernicama za proizvode za oralnu
primjenu. Koncentracije dobivene na uredaju preracunate su u masene udjele svakog pojedinog
oneciS¢enja u uzorku, te su, u odnosu na stvarno dodane koli¢ine elemenata, odredene
pojedinacne iskoristivosti za svako mjerenje te prosjecne iskoristivosti razvijene metode za

svaki element. Rezultati su prikazani u tablicama 18, 19 1 20.
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Tablica 18. Rezultati ispitivanja granice kvantifikacije za Li, V, Cr, Co, Ni, Cu, As, Se, Mo
1 Ru razvijenom metodom za odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni,
Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl i V u fosamprenavir kalciju ICP-MS tehnikom.

Litij Vanadij
Uzorak ;;raéunati Prosjecni udio Iskoristivost . Pro;jcéna Uzorak I;raéunati Prosje¢ni udio Iskoristivost ) Progjcéna
br. udio u uzorku u uzorku / /% iskoristivost br. udio u uzorku u uzorku / /% iskoristivost
/ ppm ppm metode / % / ppm ppm metode / %
1 5,02 89 1 0,95 95
2 5,18 92 2 1,00 100
3 5,35 95 3 1,05 105
5,13 91 1,03 103
4 4,95 88 4 1,06 106
5 5,07 90 5 1,09 109
6 5,19 92 6 1,03 103
Krom Kobalt
IzraCunati Prosjeéni udio . Prosje¢na Izradunati Prosje¢ni udio . Prosje¢na
Uzg)rak udio u uzorku u uzorku / ISkOI;IES;WOSt iskoristivost Uzborak udio u uzorku u uzorku / ISkOl;li/tWOSt iskoristivost
v / ppm ppm ’ metode / % T / ppm ppm ° metode / %
1 112,33 99 1 0,65 102
2 114,65 101 2 0,68 109
3 114,95 102 3 0,61 94
116,42 103 0,66 103
4 120,09 106 4 0,67 106
5 122,18 108 5 0,62 96
6 114,30 101 6 0,71 114
Nikal Bakar
IzraCunati Prosje¢ni udio . Prosjec¢na Izracunati Prosje¢ni udio . Prosje¢na
Uzg)rak udio u uzorku u uzorku / ISkOI;IES;WOSt iskoristivost Uzborak udio u uzorku u uzorku / ISkOl;li/tWOSt iskoristivost
v / ppm ppm ’ metode / % T / ppm ppm ° metode / %
1 8,67 96 1 29,98 99
2 8,69 97 2 30,75 102
3 8,56 90 3 31,12 103
8,69 97 30,36 100
4 8,73 99 4 29,64 98
5 9,00 113 5 30,34 100
6 8,50 87 6 30,35 100
Arsen Selen
IzraCunati Prosje¢ni udio . Prosjec¢na Izracunati Prosje¢ni udio . Prosje¢na
Uz;)rak udio u uzorku u uzorku / ISkm?[S;WOSt iskoristivost Uzborak udio u uzorku u uzorku / ISkOl;li/tWOSt iskoristivost
v / ppm ppm ’ metode / % T / ppm ppm ° metode / %
1 0,16 94 1 1,59 106
2 0,17 105 2 1,59 106
3 0,16 94 3 1,49 99
0,16 96 1,49 99
4 0,15 89 4 1,38 92
5 0,16 95 5 1,50 100
6 0,17 100 6 1,40 93
Molibden Rutenij
IzraCunati Prosje¢ni udio . Prosjec¢na Izracunati Prosje¢ni udio . Prosje¢na
Uz;)rak udio u uzorku u uzorku / ISkm?[S;WOSt iskoristivost Uzborak udio u uzorku u uzorku / ISkOl;li/tWOSt iskoristivost
v / ppm ppm ’ metode / % T / ppm ppm ° metode / %
1 35,44 102 1 1,02 102
2 36,78 106 2 1,07 107
3 36,09 104 3 1,07 107
35,79 103 1,06 106
4 33,85 96 4 1,06 105
5 35,33 101 5 1,06 106
6 37,26 108 6 1,07 107
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Tablica 19. Rezultati ispitivanja granice kvantifikacije za Rh, Pd, Ag, Cd, Sn, Sb, Ba, Ir, Pt
1 Au razvijenom metodom za odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni,
Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl i V u fosamprenavir kalciju ICP-MS tehnikom.

Rodij Paladij
Uzorak I;raéunati Prosjecni udio Iskoristivost . Pro;jcéna Ugzorak I;raéunati Prosje¢ni udio Iskoristivost ) Prosjc?:na
br udio u uzorku u uzorku / % iskoristivost br udio u uzorku u uzorku / /% iskoristivost
’ / ppm ppm metode / % ’ / ppm ppm metode / %
1 1,04 104 1 1,18 109
2 1,07 107 2 1,17 108
3 1,09 109 3 1,17 108
1,07 107 1,16 108
4 1,06 106 4 1,15 106
5 1,06 106 5 1,15 106
6 1,07 107 6 1,16 108
Srebro Kadmij
IzraCunati Prosje¢ni udio . Prosjec¢na Izracunati Prosje¢ni udio . Prosje¢na
Uz;)rak udio u uzorku u uzorku / ISkm?[S;WOSt iskoristivost Uzborak udio u uzorku u uzorku / ISkOl;li/nVOSt iskoristivost
v / ppm ppm ’ metode / % T / ppm ppm 0 metode / %
1 1,55 103 1 0,05 106
2 1,60 107 2 0,05 105
3 1,62 108 3 0,06 109
1,59 106 0,06 110
4 1,58 105 4 0,06 116
5 1,59 106 5 0,06 115
6 1,60 106 6 0,06 110
Kositar Antimon
Uzorak I;raéunati Prosje¢ni udio Iskoristivost ) Progjef?na Uzorak l?raéunati Prosje¢ni udio Iskoristivost ) Prosjeéna
br udio u uzorku u uzorku / % iskoristivost br udio u uzorku u uzorku / /% iskoristivost
’ / ppm ppm metode / % ’ / ppm ppm metode / %
1 66,56 103 1 12,40 103
2 68,94 107 2 12,81 106
3 68,72 106 3 13,00 108
67,72 105 12,81 106
4 67,10 104 4 12,73 106
5 67,24 104 5 12,84 107
6 67,74 105 6 13,05 108
Barij Iridij
Uzorak I;raéunati Prosjeéni udio Iskoristivost . Pro;jcéna Uzorak I;raéunati Prosje¢ni udio Iskoristivost ) Prosjc?:na
br udio u uzorku u uzorku / /% iskoristivost br udio u uzorku u uzorku / /% iskoristivost
’ / ppm ppm metode / % ’ / ppm ppm metode / %
1 14,95 104 1 0,98 98
2 15,48 108 2 0,99 99
3 15,75 110 3 0,98 98
15,43 107 0,97 97
4 15,11 105 4 0,95 95
5 15,68 109 5 0,97 96
6 15,60 108 6 0,98 98
Platina Zlato
Uzorak I;raéunati Prosjeéni udio Iskoristivost . Pro;jcéna Uzorak I;raéunati Prosje¢ni udio Iskoristivost ) Prosjc?:na
b udio u uzorku u uzorku / Yy iskoristivost b udio u uzorku u uzorku / /% iskoristivost
T / ppm ppm ° metode / % T / ppm ppm ° metode / %
1 0,99 99 1 1,03 97
2 1,00 100 2 1,03 96
3 1,00 99 3 1,01 95
0,99 99 1,01 95
4 0,96 96 4 0,98 92
5 0,99 99 5 1,00 93
6 1,00 100 6 1,00 94
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Tablica 20. Rezultati ispitivanja granice kvantifikacije za Hg, Tl i Pb razvijenom metodom
za odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se,
Sn, Tl 1 V u fosamprenavir kalciju ICP-MS tehnikom.

Ziva Talij
Uzorak I;raéunati Prosjecni udio Iskoristivost ) Progjcéna Uzorak Igraéunati Prosje¢ni udio Iskoristivost . Pro;jcéna
br udio u uzorku u uzorku / /% iskoristivost br udio u uzorku u uzorku / % iskoristivost
’ / ppm ppm metode / % ’ / ppm ppm metode / %
1 0,36 114 1 0,07 83
2 0,29 91 2 0,07 85
3 0,28 87 3 0,07 86
0,30 92 0,07 83
4 0,29 90 4 0,07 81
5 0,29 89 5 0,07 83
6 0,27 84 6 0,07 83
Olovo
Uzorak l;raéunati Prosje¢ni udio Iskoristivost ) Prosj eéna
br. udio u uzorku u uzorku / /% iskoristivost
/ ppm ppm metode / %
1 0,06 96
2 0,06 100
3 0,06 97
0,06 97
4 0,06 98
5 0,06 97
6 0,06 94

Razvijena metoda za odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Pb,
Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, T11V u fosamprenavir kalciju ICP-MS tehnikom daje dobre rezultate
za ispitivanu granicu kvantifikacije pri koncentracijama od 10 % grani¢ne dopustene prema

ICH Q3D za proizvode za oralnu primjenu za sva ispitivana elementarna oneciS¢enja.

Granice kvantifikacije za svaki ispitivani element, odredene ovom metodom, zadovoljavaju
kriterij prihvatljivosti koji nalaze da iskoristivost mora biti u rasponu od 70 % do 150 %.
Najniza prosjecna iskoristivost metode dobivena je za talij, 1 ona iznosi 83 %, a najviSa za

kadmij za koji ona iznosi 110 %.

4.2.3. Tocnost i specificnost

Specificnost ove metode odredena je iz rezultata za ispitivanje to¢nosti.

Ispitivanje toCnosti provelo se na 12 uzoraka, od kojih su prva tri pripremljena bez
standardnog dodatka, a sljedeca tri niza sa po tri uzorka sa standardnim dodatkom na 30 %, 100
% 1 150 % grani¢nih koli¢ina propisanih ICH Q3D smjernicama za proizvode za oralnu
primjenu. Izmjerene koncentracije preracunate su u masene udjele za svaku pripremu 1 za svaki
pojedini element i usporedivane s pravom vrijednos¢u za odgovarajuéi standardni dodatak.
Rezultati su za svaki element prikazani kao toCnosti za svako pojedino mjerenje te kao

prosjecne toCnosti ispitivane metode (tablice 21, 22, 23).
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Tablica 21. Rezultati ispitivanja to¢nosti za Li, V, Cr, Co, Ni, Cu, As, Se razvijenom
metodom za odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh,
Ru, Sb, Se, Sn, Tl 1 V u fosamprenavir kalciju ICP-MS tehnikom.

Litij Vanadij
Uzorak I;raéunati Prosje¢ni udio Toénost Pr(zsjcéna Uzorak I;raéunati Prosje¢ni udio Toénost Pr(zsjcéna
br. udio u uzorku u uzorku / o to¢nost / br. udio u uzorku u uzorku / o to¢nost /
/ ppm ppm % / ppm ppm %
1 0,17 - 1 0,00 -
2 0,08 0,11 - - 2 0,00 0,00 - -
3 0,07 - 3 0,00 -
4 15,87 96 4 2,61 87
5 15,64 15,64 94 94 5 2,61 2,57 87 86
6 15,41 93 6 2,49 83
7 57,18 104 7 9,95 99
8 57,43 57,55 104 104 8 10,14 10,06 101 101
9 58,04 105 9 10,10 101
10 86,41 105 10 14,93 100
11 84,56 85,55 102 104 11 14,79 14,86 99 99
12 85,68 104 12 14,87 99
Krom Kobalt
Uzorak l;raéunati Prosje¢ni udio Totnost Pr(zsj ecna Uzorak l;raéunati Prosje¢ni udio Totnost Pr(zsj ecna
br. udio u uzorku u uzorku / o to¢nost / br. udio u uzorku u uzorku / o to¢nost /
/ % / ppm m %
ppm ppm () pp! pp!
1 2,93 - 1 0,13 -
2 3,62 3,11 - - 2 0,16 0,14 - -
3 2,79 - 3 0,13 -
4 341,84 103 4 2,03 126
5 334,86 334,78 101 101 5 1,62 1,76 99 108
6 327,63 98 6 1,64 100
7 1123,11 102 7 5,31 103
8 1122,21 1125,84 102 102 8 5,24 5,28 102 103
9 1132,21 103 9 5,30 103
10 1631,48 99 10 7,51 98
11 1649,28 1635,09 100 99 11 7,58 7,54 99 99
12 1624,51 98 12 7,54 99
Nikal Bakar
Uzorak l;raéunati Prosje¢ni udio Totnost Pr(zsj ecna Uzorak l;raéunati Prosje¢ni udio Totnost Pr(zsj ecna
br. udio u uzorku u uzorku / o tocnost / br. udio u uzorku u uzorku / o to¢nost /
/ ppm ppm % / ppm ppm %
1 6,70 - 1 0,28 -
2 7,79 6,75 - - 2 0,29 0,25 - -
3 5,76 - 3 0,20 -
4 12,86 102 4 91,54 101
5 12,63 12,85 98 102 5 91,88 91,34 102 101
6 13,06 105 6 90,61 100
7 29,18 112 7 297,17 99
8 28,93 28,92 111 111 8 294,58 297,56 98 99
9 28,64 109 9 300,94 100
10 37,42 102 10 433,08 96
11 36,54 37,17 99 101 11 440,16 434,37 98 96
12 37,53 103 12 429,88 95
Arsen Selen
IzraCunati Prosje¢ni udio N Prosje¢na IzraCunati Prosje¢ni udio N Prosje¢na
Uzt:)rak udio u uzorku u uzorku / Toc;l ost to¢nost / Uzorak udio u uzorku u uzorku / Toc;l ost to¢nost /
v / ppm ppm /% % br. / ppm ppm /% %
1 0,03 - 1 0,00 -
2 0,01 0,02 - - 2 0,01 0,00 - -
3 0,01 - 3 0,00 -
4 0,45 97 4 4,59 102
5 0,46 0,45 99 97 5 4,90 4,68 109 104
6 0,44 94 6 4,56 101
7 1,49 98 7 16,32 109
8 1,60 1,55 106 102 8 15,71 16,34 105 109
9 1,56 103 9 16,99 113
10 2,25 99 10 23,19 103
11 2,24 2,25 99 99 11 23,62 23,64 105 105
12 2,25 99 12 24,10 107
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Tablica 22. Rezultati ispitivanja to¢nosti za Mo, Ru, Rh, Pd, Ag, Cd, Sn i Sb razvijenom
metodom za odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh,
Ru, Sb, Se, Sn, Tl 1 V u fosamprenavir kalciju ICP-MS tehnikom.

Molibden Rutenij
Uzorak I;raéunati Prosje¢ni udio Toénost Pr(zsjcéna Uzorak I;raéunati Prosje¢ni udio Toénost Pr(zsjcéna
br. udio u uzorku u uzorku / o to¢nost / br. udio u uzorku u uzorku / o to¢nost /
/ ppm ppm % / ppm ppm %
1 5,47 - 1 0,00 -
2 4,87 4,90 - - 2 0,00 0,00 - -
3 4,36 - 3 0,00 -
4 96,92 102 4 3,16 105
5 99,48 98,64 105 104 5 3,09 3,10 103 103
6 99,51 105 6 3,07 102
7 321,92 106 7 10,32 103
8 320,45 320,06 105 105 8 10,35 10,36 103 104
9 317,81 104 9 10,41 104
10 455,79 100 10 14,79 99
11 461,22 458,15 101 101 11 14,99 14,90 100 99
12 457,44 101 12 14,92 99
Rodij Paladij
Uzorak l;raéunati Prosje¢ni udio Totnost Pr(zsj ecna Uzorak l;raéunati Prosje¢ni udio Totnost Pr(zsj ecna
br. udio u uzorku u uzorku / o to¢nost / br. udio u uzorku u uzorku / o to¢nost /
/ ppm ppm % / ppm ppm %
1 0,00 - 1 0,09 -
2 0,00 0,00 - - 2 0,09 0,09 - -
3 0,00 - 3 0,08 -
4 3,18 106 4 3,20 104
5 3,12 3,13 104 104 5 3,14 3,15 102 102
6 3,09 103 6 3,10 101
7 10,39 104 7 10,31 102
8 10,41 10,40 104 104 8 10,37 10,34 103 103
9 10,41 104 9 10,34 103
10 14,71 98 10 14,78 98
11 15,00 14,83 100 99 11 14,94 14,85 99 98
12 14,78 99 12 14,84 98
Srebro Kadmij
Uzorak l;raéunati Prosje¢ni udio Totnost Pr(zsj ecna Uzorak l;raéunati Prosje¢ni udio Totnost Pr(zsj ecna
br. udio u uzorku u uzorku / o tocnost / br. udio u uzorku u uzorku / o to¢nost /
/ ppm ppm % / ppm ppm %
1 0,01 - 1 0,00 -
2 0,00 0,00 - - 2 0,00 0,00 - -
3 0,00 - 3 0,00 -
4 4,43 98 4 0,17 112
5 4,35 4,37 97 97 5 0,16 0,17 108 110
6 4,32 96 6 0,17 109
7 14,41 96 7 0,55 110
8 14,50 14,48 97 97 8 0,55 0,55 111 110
9 14,53 97 9 0,55 111
10 20,76 92 10 0,80 107
11 20,99 20,93 93 93 11 0,80 0,81 107 107
12 21,04 94 12 0,82 109
Kositar Antimon
IzraCunati Prosje¢ni udio N Prosje¢na IzraCunati Prosje¢ni udio N Prosje¢na
Uzt:)rak udio u uzorku u uzorku / TO/C;OSt to¢nost / Uzt:)rak udio u uzorku u uzorku / TO/C;OSt to¢nost /
v / ppm ppm ° % " / ppm ppm ° %
1 5,26 - 1 0,05 -
2 4,81 4,89 - - 2 0,04 0,05 - -
3 4,61 - 3 0,04 -
4 197,90 107 4 37,08 103
5 194,20 194,60 105 105 5 36,38 36,57 101 101
6 191,70 104 6 36,26 101
7 641,45 106 7 123,67 103
8 646,60 642,30 107 106 8 122,49 123,42 102 103
9 638,85 106 9 124,09 103
10 899,40 99 10 180,65 100
11 920,66 910,57 102 101 11 184,81 182,95 103 102
12 911,65 101 12 183,40 102
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Tablica 23. Rezultati ispitivanja to¢nosti za Ba, Ir Pt, Au, Hg, Tl i Pb razvijenom metodom
za odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se,

Sn, Tl 1 V u fosamprenavir kalciju ICP-MS tehnikom.

Barij Iridij
Uzorak Igraéunati Prosje¢ni udio Tognost Prcvosjcéna Uzorak I;raéunati Prosje¢ni udio Toénost Pr(zsjcéna
br. udio u uzorku u uzorku / % tocnost / br. udio u uzorku u uzorku / o to¢nost /
/ ppm ppm % / ppm ppm %
1 0,78 - 1 0,00 -
2 0,24 0,42 - - 2 0,00 0,00 - -
3 0,22 - 3 0,00 -
4 45,24 107 4 2,93 98
5 44,84 44,84 106 106 5 2,91 2,88 97 96
6 44,44 105 6 2,82 94
7 147,53 105 7 9,87 99
8 150,48 148,86 107 106 8 9,88 9,95 99 100
9 148,57 106 9 10,12 101
10 213,08 101 10 14,60 97
11 216,14 214,82 103 102 11 14,84 14,74 99 98
12 215,22 102 12 14,78 99
Platina Zlato
Uzorak l;raéunati Prosje¢ni udio Totnost Provsjeéna Uzorak l;raéunati Prosje¢ni udio Totnost Pr(zsj ecna
br. udio u uzorku u uzorku / % to¢nost / br. udio u uzorku u uzorku / o to¢nost /
/ ppm ppm % / ppm ppm %
1 0,00 - 1 0,09 -
2 0,00 0,00 - - 2 0,05 0,06 - -
3 0,00 - 3 0,04 -
4 2,94 98 4 2,88 94
5 2,91 2,90 97 97 5 2,92 2,87 95 94
6 2,85 95 6 2,83 92
7 9,90 99 7 9,81 97
8 9,95 10,01 99 100 8 9,95 9,99 99 99
9 10,18 102 9 10,22 102
10 14,62 97 10 14,82 98
11 14,79 14,76 99 98 11 14,96 14,95 99 99
12 14,86 99 12 15,06 100
Ziva Talij
Uzorak l;raéunati Prosje¢ni udio Totnost Provsjeéna Uzorak l;raéunati Prosje¢ni udio Totnost Pr(zsj ecna
br. udio u uzorku u uzorku / % to¢nost / br. udio u uzorku u uzorku / o to¢nost /
/ ppm ppm % / ppm ppm %
1 0,03 - 1 0,00 -
2 0,02 0,02 - - 2 0,00 0,00 - -
3 0,01 - 3 0,00 -
4 0,93 101 4 0,21 87
5 0,91 0,91 99 99 5 0,21 0,21 89 88
6 0,88 96 6 0,21 87
7 3,05 101 7 0,71 88
8 3,06 3,07 101 102 8 0,72 0,72 90 90
9 3,11 103 9 0,73 92
10 4,48 99 10 1,06 89
11 4,55 4,53 101 100 11 1,08 1,08 90 90
12 4,56 101 12 1,08 90
Olovo
Izracunati Prosje¢ni udio . Prosjec¢na
Uzt:)rak udio u uzorku u uzorku / Toc;l oSt toznost /
r. / ! % %
ppm ppm o
1 0,01 -
2 0,01 0,01 - -
3 0,01 -
7 0,17 108
5 0,17 0,17 109 108
6 0,17 107
7 0,59 117
8 0,56 0,57 111 112
9 0,55 108
10 0,77 101
11 0,79 0,78 103 103
12 0,79 104

39



Razvijena metoda za odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Pb,
Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, T11 V u fosamprenavir kalciju ICP-MS tehnikom daje dobre rezultate
za ispitivanu to€nosti pri koncentracijama od 30 %, 100 % 1 150 % grani¢ne dopusStene prema

ICH Q3D za proizvode za oralnu primjenu za sva ispitivana elementarna onecis¢enja.

Tocnosti za svaki ispitivani element, odredene ovom metodom, na svakoj ispitnoj razini
zadovoljavaju kriterij prihvatljivosti prema kojem odredena to¢nost mora biti u rasponu
iskoristivosti od 70 % do 150 % u odnosu na pravu vrijednost standardnog dodatka. Najnizu
iskoristivost za ispitivanu to¢nost pokazuje vanadij pri standardnom dodatku od 30 % grani¢ne
dopustene koli¢ine, 1 ona iznosi 86 %, a najviSu olovo pri standardnom dodatku od 100 %

grani¢ne dopustene koli¢ine, a iznosi 112 %.

Zadovoljavanjem kriterija prihvatljivosti rezultata ispitivanja to¢nosti, potvrdena je
specifi¢nost metode za odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Pb, Pd,
Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl i V u fosamprenavir kalciju ICP-MS tehnikom za sve ispitivane

elemente.

4.2.4. Preciznost
Preciznost ispitivane metode procijenjena je na dvije razine, kao ponovljivost 1 kao
unutarlaboratorijska preciznost. Rezultati su prikazani kao relativna standardna odstupanja

ponovljenih mjerenja i ukupno.

4.2.4.1. Ponovljivost
Ponovljivost je ispitana na temelju Sest jednako priredenih uzoraka sa standardnim
dodatkom svakog pojedinog ispitivanog elementa od 100 % grani¢ne propisane koli¢ine prema
ICH Q3D smjernicama. Rezultati su prikazani kao relativno standardno odstupanje dobivenih

vrijednosti, a prikazani su u tablicama 24 i 25.
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Tablica 24. Rezultati ispitivanja ponovljivosti za Li, V, Cr, Co, Ni, Cu, As, Se, Mo, Ru, Rh,
Pd, Ag, Cd 1 Sn razvijenom metodom za odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir,
Li, Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl i V u fosamprenavir kalciju ICP-MS tehnikom.

Litij Vanadij Krom
IzraCunati Prosje¢ni Izracunati Prosje¢ni Izracunati Prosje¢ni
Uzg)rak udio u uzorku  udio u uzorku Ifﬁ/D Uzg)rak udio uuzorku  udio u uzorku }E‘Z/D Uzg)rak udio uuzorku  udio u uzorku }E‘Z/D
v / ppm / ppm ’ v / ppm / ppm 0 v / ppm / ppm 0
1 57,86 1 10,04 1 1077,47
2 58,81 2 10,26 2 1105,40
3 56,49 3 10,19 3 1104,92
57,57 3 10,14 2 1104,14 2
4 56,34 4 10,12 4 1097,49
5 57,01 5 10,22 5 1132,08
6 59,37 6 10,10 6 1107,50
Kobalt Nikal Bakar
Uzorak I;raéunati l?rosj ecni rsD | Uzorak l?raéunati l?rosj ecni &sD | Uzorak l?raéunati Prosjeéni RSD
br. udio u uzorku  udio u uzorku /% br. udio uuzorku  udio u uzorku % br. udio uuzorku  udio u uzorku %
/ ppm / ppm / ppm / ppm / ppm / ppm
1 4,97 1 24,50 1 290,64
2 5,71 2 27,52 2 294,49
3 6,01 3 26,06 3 288,17
5,51 7 26,90 6 294,39 1
4 5,27 4 29,10 4 296,63
5 5,80 5 28,07 5 299,83
6 5,28 6 26,13 6 296,56
Arsen Selen Molibden
Uzorak ;;raéunati Prosj e¢ni rsp | Uzorak I;raéunati Prosj e¢ni rsD | Uzorak I;raéunati Prosjcéni RSD
br. udio u uzorku  udio u uzorku % br. udio u uzorku  udio u uzorku % br. udio u uzorku  udio u uzorku %
/ ppm / ppm / ppm / ppm / ppm / ppm
1 1,52 1 15,67 1 304,72
2 1,54 2 15,26 2 316,66
3 1,52 3 15,21 3 320,08
1,53 1 15,50 3 317,56 2
4 1,52 4 14,79 4 317,05
5 1,53 5 16,21 5 327,05
6 1,53 6 15,89 6 319,79
Rutenij Rodij Paladij
IzraCunati Prosje¢ni Izracunati Prosje¢ni Izracunati Prosje¢ni
Uzg)rak udio u uzorku  udio u uzorku Ifﬁ/D Uzg)rak udio uuzorku  udio u uzorku }E‘Z/D Uzg)rak udio uuzorku  udio u uzorku }E‘Z/D
v / ppm / ppm ’ v / ppm / ppm 0 v / ppm / ppm 0
1 9,91 1 9,81 1 10,00
2 10,04 2 10,01 2 10,08
3 10,12 3 10,01 3 10,11
10,13 2 10,08 2 10,17 1
4 10,09 4 10,12 4 10,17
5 10,33 5 10,27 5 10,39
6 10,30 6 10,24 6 10,30
Srebro Kadmij Kositar
Uzorak I;raéunati l?rosj ecni rsD | Uzorak l?raéunati l?rosj ecni &sD | Uzorak l?raéunati Prosjeéni RSD
br. udio u uzorku  udio u uzorku % br. udio uuzorku  udio u uzorku % br. udio uuzorku  udio u uzorku %
/ ppm / ppm / ppm / ppm / ppm / ppm
1 14,95 1 0,50 1 611,24
2 15,18 2 0,52 2 625,43
3 15,19 3 0,52 3 622,26
15,29 2 0,52 2 625,05 1
4 15,31 4 0,52 4 624,85
5 15,60 5 0,53 5 634,33
6 15,53 6 0,53 6 632,17
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Tablica 25. Rezultati ispitivanja ponovljivosti za Sb, Ba, Ir, Pt, Au, Hg, Tl i Pb razvijenom
metodom za odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh,
Ru, Sb, Se, Sn, Tl 1 V u fosamprenavir kalciju ICP-MS tehnikom.

Antimon Barij Iridij
IzraCunati Prosje¢ni IzraCunati Prosje¢ni IzraCunati Prosje¢ni
Uzorak udio u udio u RSD Uzorak udio u udio u RSD Uzorak udio u udio u RSD
br. uzorku / uzorku / /% br. uzorku / uzorku / /% br. uzorku / uzorku / /%
ppm ppm ppm ppm ppm ppm
1 119,40 1 142,19 1 9,70
2 119,93 2 142,72 2 9,70
3 120,72 3 143,01 3 9,65
121,98 2 144,60 2 9,82 2
4 121,43 4 145,07 4 9,81
5 124,90 5 147,36 5 10,09
6 125,52 6 147,26 6 9,95
Platina Zlato Ziva
IzraCunati Prosje¢ni IzraCunati Prosje¢ni IzraCunati Prosje¢ni
Uzorak udio u udio u RSD Uzorak udio u udio u RSD Uzorak udio u udio u RSD
br. uzorku / uzorku / /% br. uzorku / uzorku / /% br. uzorku / uzorku / /%
ppm ppm ppm ppm ppm ppm
1 9,79 1 9,62 1 2,99
2 9,80 2 9,85 2 3,08
3 9,78 3 9,87 3 3,05
9,89 2 9,94 2 3,07 2
4 9,80 4 9,95 4 3,06
5 10,11 5 10,24 5 3,14
6 10,08 6 10,09 6 3,08
Talij Olovo
IzraCunati Prosje¢ni IzraCunati Prosje¢ni
Uzorak udio u udio u RSD Uzorak udio u udio u RSD
br. uzorku / uzorku / /% br. uzorku / uzorku / /%
ppm ppm ppm ppm
1 0,69 1 0,50
2 0,71 2 0,51
3 0,71 3 0,51
0,71 2 0,51 2
4 0,72 4 0,52
5 0,74 5 0,53
6 0,73 6 0,52

Razvijena metoda za odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Pb,
Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, T11 V u fosamprenavir kalciju ICP-MS tehnikom daje dobre rezultate
za ispitivanu ponovljivost pri koncentraciji od 100 % grani¢ne dopuStene prema ICH Q3D za
proizvode za oralnu primjenu za sva ispitivana elementarna onecis¢enja.

Ponovljivosti za svaki ispitivani element, odredene ovom metodom, zadovoljavaju kriterij
prihvatljivosti prema kojem odredeno relativno standardno odstupanje (RSD) izmedu mjerenja
mora biti manje ili jednako 20 %. NajviSe relativno standardno odstupanje izmedu mjerenja za
provedeno ispitivanje ponovljivosti pokazuje nikal, 1 ono iznosi 6 %. Medutim, testom to¢nosti
za uzorke pripremljene bez standardnog dodatka, primjecuje se da uzorak sam sadrzi odredenu
koli¢inu nikla, a ona prosjecno iznosi 6,75 ppm za 3 ponovljena mjerenja bez standardnog

dodatka kod ispitivanju to¢nosti (vidi tablicu 21). Taj sadrzaj nikla, koji mozda nije potpuno
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homogeno rasporeden u uzorku, moze biti uzrok uocenog odstupanja izmedu mjerenja

provedenih za ispitivanje ponovljivosti.

4.2.4.2. Unutarlaboratorijska preciznost

Unutarlaboratorijska preciznost je ispitana na temelju uzoraka priredenih za ispitivanje

ponovljivosti. Ti su se uzorci ponovno analizirali na analogan na¢in drugi dan na ekvivalentnom

instrumentu. Rezultati su prikazani kao relativno standardno odstupanje dobivenih vrijednosti,

a prikazani su u tablicama 26 1 27.

Tablica 26. Rezultati ispitivanja unutarlaboratorijske preciznosti za Li, V, Cr, Co, Ni, Cu,
As, Se, Mo, Ru, Rh i Pd razvijenom metodom za odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu,
Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl i V u fosamprenavir kalciju ICP-MS

tehnikom.
Litij Vanadij Krom
Uzorak lzraéunati Prosj ecni rsD | Uzorak lzraéunati Prosj ecni rsD | Uzorak lzraitunati Prosj ecni RSD
udio u udio u udio u udio u udio u udio u
br. /% br. /% br. /%
uzorku/ppm  uzorku/ppm uzorku/ppm  uzorku/ppm uzorku/ppm  uzorku/ppm
1 48,57 1 9,83 1 1107,90
2 52,27 2 10,02 2 1133,70
3 57,21 3 10,00 3 1094,71
51,52 6 10,10 2 1126,67 2
4 50,38 4 10,29 4 113491
5 48,44 5 10,31 5 1154,39
6 52,26 6 10,15 6 1134,40
Kobalt Nikal Bakar
Uzorak Izraéunati Prosj eéni rsd | Uzorax Izraéunati Prosj e¢ni rsp | Uzorax Izraéunati Prosj eéni RSD
udio u udio u udio u udio u udio u udio u
br. /% br. /% br. /%
uzorku/ppm  uzorku/ ppm uzorku/ppm  uzorku/ ppm uzorku/ppm  uzorku/ppm
1 5,02 1 24,59 1 303,92
2 5,14 2 26,76 2 303,02
3 5,11 3 25,05 3 294,05
5,20 2 27,09 8 302,45 2
4 5,27 4 30,13 4 302,18
5 5,33 5 28,57 5 310,68
6 5,31 6 27,43 6 300,87
Arsen Selen Molibden
Uzorak Izraéunati Prosj eéni rsD | Uzorak Izraéunati Prosj e¢ni rsp | uzorax Izraéunati Prosj ecni RSD
udio u udio u udio u udio u udio u udio u
br. /% br. /% br. /%
uzorku/ppm  uzorku/ ppm uzorku/ppm  uzorku/ ppm uzorku/ppm  uzorku/ ppm
1 1,52 1 15,18 1 312,23
2 1,54 2 14,46 2 315,92
3 1,54 1,56 3 3 14,53 14,63 3 y 303,92 313,54 2
4 1,61 ’ 4 14,19 ’ 4 317,60 ’
5 1,55 5 14,14 5 316,34
6 1,62 6 15,29 6 315,21
Rutenij Rodij Paladij
Uzorak lzraéunati Prosj ecni rsD | Uzorak lzraéunati Prosj ecni rsp | uzorax lzraitunati Prosj ecni RSD
udio u udio u udio u udio u udio u udio u
br. /% br. /% br. /%
uzorku/ppm  uzorku/ ppm uzorku/ppm  uzorku/ ppm uzorku/ppm  uzorku/ppm
1 9,96 1 9,75 1 9,94
2 10,04 2 9,94 2 10,08
3 9,71 3 9,48 3 9,73
9,95 1 9,81 2 9,95 1
4 10,01 4 9,91 4 9,96
5 10,07 5 10,01 5 10,12
6 9,93 6 9,77 6 9,88
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Tablica 27. Rezultati ispitivanja unutarlaboratorijke preciznosti za Ag, Cd, Sn, Sb, Ba, Ir, Pt,
Au, Hg, Tl 1 Pb metodom za odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni,
Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl i V u fosamprenavir kalciju ICP-MS tehnikom.

Srebro Kadmij Kositar
Uzorak Izraéunati Prosj ecni rsD | Uzorak Izraéunati Prosj ecni rsp | uzorax lzraitunati Prosj ecni RSD
udio u udio u udio u udio u udio u udio u
br. /% br. /% br. /%
uzorku /ppm  uzorku/ ppm uzorku /ppm  uzorku/ ppm uzorku/ppm  uzorku/ppm
1 14,75 1 0,52 1 602,69
2 15,08 2 0,55 2 628,75
3 14,56 3 0,52 3 620,51
14,91 2 0,53 2 626,06 2
4 15,02 4 0,53 4 635,39
5 15,24 5 0,54 5 639,52
6 14,81 6 0,53 6 629,51
Antimon Barij Iridij
Uzorak Izraéunati Prosj ecni rsD | Uzorak Izraéunati Prosj ecni rsp | uzorax lzraitunati Prosj ecni RSD
udio u udio u udio u udio u udio u udio u
br. /% br. /% br. /%
uzorku/ppm  uzorku/ppm uzorku/ppm  uzorku/ppm uzorku/ppm  uzorku/ppm
1 121,59 1 139,53 1 9,73
2 127,19 2 143,23 2 9,68
3 124,93 3 140,12 3 9,55
126,32 2 141,76 1 9,69 1
4 126,97 4 140,48 4 9,62
5 128,59 5 144,73 5 9,84
6 128,64 6 142,50 6 9,73
Platina Zlato Ziva
Uzorak Izraéunati Prosj ecni rsD | Uzorak Izraéunati Prosj ecni rsD | Uzorak lzraitunati Prosj ecni RSD
udio u udio u udio u udio u udio u udio u
br. /% br. /% br. /%
uzorku/ppm  uzorku/ppm uzorku/ppm  uzorku/ppm uzorku/ppm  uzorku/ppm
1 9,67 1 9,52 1 2,92
2 9,67 2 9,51 2 291
3 9,52 3 9,41 3 2,86
9,68 1 9,58 1 2,91 1
4 9,65 4 9,60 4 2,90
5 9,86 5 9,75 5 2,94
6 9,70 6 9,70 6 2,93
Talij Olovo
Uzorak Izraéunati Prosj eéni rsd | Uzorax Izraéunati Prosj eéni RSD
udio u udio u udio u udio u
br. /% br. /%
uzorku /ppm  uzorku / ppm uzorku/ppm  uzorku/ ppm
1 0,67 1 0,49
2 0,67 2 0,47
3 0,66 3 0,47
0,68 1 0,48 1
4 0,68 4 0,48
5 0,68 5 0,48
6 0,68 6 0,47

Razvijena metoda za odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Pb,
Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, T11 V u fosamprenavir kalciju ICP-MS tehnikom daje dobre rezultate
za ispitivanu unutarlaboratorijsku preciznost pri koncentraciji od 100 % grani¢ne dopustene
prema ICH Q3D smjernicama za proizvode za oralnu primjenu za sva ispitivana elementarna
oneciscenja.

Unutarlaboratorijske preciznosti za svaki ispitivani element, odredene ovom metodom,

zadovoljavaju kriterij prihvatljivosti prema kojem odgovarajuée relativno standardno
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odstupanje (RSD) izmedu mjerenja mora biti manje ili jednako 20 %. Najvise relativno
standardno odstupanje izmedu mjerenja za provedeno ispitivanje unutarlaboratorijske
preciznosti ponovno pokazuje nikal, a ovaj put ono iznosi 8 %.

Ukupni rezultati preciznosti izrazavaju se kao relativna standardna odstupanja vrijednosti
dobivenih ispitivanjem ponovljivosti od onih dobivenih ispitivanjem unutarlaboratorijske
preciznosti. Rezultati su prikazani u tablici 28 i za svaki ispitivani element zadovoljavaju kriterij
prihvatljivosti prema kojem relativno standardno odstupanje izmedu vrijednosti dobivenih
ispitivanjem ponovljivosti 1 vrijednosti dobivenih ispitivanjem unutarlaboratorijske preciznosti
mora biti manje ili jednako 25 %. Uz najmanju preciznost, odredeni su litij 1 nikal, uz
pripadajuce relativno standardno odstupanje koje iznosi 7 % za oba navedena.

Tablica 28. Ukupni rezultati ispitivanja preciznosti razvijenom metodom za odredivanje Ag,
As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tli V u
fosamprenavir kalciju.

Element Li \% Cr Co Ni Cu As Se
Prosje¢na udio u uzorku / ppm 54,55 10,12 1115,40 5,35 26,99 298,42 1,55 15,07
RSD /% 7 2 2 6 7 2 2 4
Element Mo Ru Rh Pd Ag Cd Sn Sb
Prosje¢na udio u uzorku / ppm 315,55 10,04 9,94 10,06 15,10 0,53 626,06 126,32
RSD /% 2 2 2 2 2 2 2 2
Element Ba Ir Pt Au Hg Tl Pb
Prosje¢na udio u uzorku / ppm 143,18 9,75 9,68 9,58 2,99 0,69 0,50
RSD /% 2 2 2 1 3 3 4

4.2.5. Otpornost

Otpornost razvijene metode se odredivala malim promjenama u temperaturi mikrovalne
digestije uzoraka i1 u koncentracijama kiselina, kako je opisano u odjeljku 3.5.5. Svi su uzorci
bili otopljeni, stoga su analizirani prema instrumentalnim uvjetima propisanim za razvijenu
metodu. Rezultati, prikazani u obliku relativne razlike izmedu referentnog mjerenja (koriSteni
su rezultati dobiveni mjerenjem ponovljivosti, vidi odjeljak 4.2.4.1.) i mjerenja uz pripremu s
pripadaju¢om promjenom, prikazani su u tablici 29. Stupac 1 opisuje relativnu razliku izmedu
rezultata referentnog mjerenja i rezultata dobivenih analizom uzoraka pripremljenih uz
smanjenu temperaturu mikrovalne digestije za 10 °C, stupac 2 uz povecanu temperaturu
mikrovalne digestije za 10 °C, stupac 3 uz koristenje nitratne kiseline smanjene koncentracije,

a stupac 4 uz koriStenje perkloratne kiseline smanjene koncentracije.
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Tablica 29. Rezultati ispitivanja otpornosti razvijene metode za odredivanje Ag, As, Au, Ba,
Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl1 V u fosamprenavir kalciju

ICP-MS tehnikom.

1 2 3 4

Li 8,32% 1,32% 1,54% 0,78%
\4 1,22% 0,87% 1,53% 0,78%
Cr 0,97% 0,50% 1,92% 0,86%
Co 2,00% 5,15% 5,07% 6,71%
Ni 5,36% 8,38% 3,46% 2,45%
Cu 2,99% 1,17% 1,60% 0,31%
As 2,19% 1,22% 0,83% 0,76%
Se 2,02% 4,20% 0,06% 1,46%
Mo 0,51% 2,05% 0,07% 0,90%
Ru 1,49% 1,06% 1,73% 1,79%
Rh 2,09% 1,13% 0,80% 0,69%
Pd 2,25% 0,93% 1,17% 1,81%
Ag 4,98% 4,94% 3,32% 3,02%
Cd 4,02% 6,86% 7,94% 8,50%
Sn 0,76% 1,10% 1,25% 1,82%
Sb 2,78% 0,35% 5,28% 1,62%
Ba 0,31% 0,97% 2,15% 2,76%
Ir 3,02% 2,93% 2,99% 2,61%
Pt 0,54% 1,22% 0,74% 1,20%
Au 1,15% 4,48% 0,38% 1,57%
Hg 1,02% 1,92% 0,04% 1,47%
Tl 1,49% 4,47% 1,27% 0,86%
Pb 0,10% 0,24% 1,25% 1,07%

Rezultati dobiveni ispitivanjem otpornosti zadovoljavaju kriterij prihvatljivosti koji zahtjeva

da relativne razlike rezultata izmedu mjerenja uzoraka s promijenjenom pripremom i mjerenja

uzoraka pripremljenih pri propisanim uvjetima budu manje ili jednake od 10 %. Svaka ispitana

promjena daje za svaki ispitivani element rezultate koji zadovoljavaju taj kriterij te se razvijena

metoda za odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru,

Sb, Se, Sn, T11 V u fosamprenavir kalciju smatra otpornom, odnosno robusnom.
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4.3. Validacija ICP-MS metode za odredivanje osmija u

fosamprenavir kalciju
Da bi se provela validacija razvijene metode za odredivanje osmija u fosamprenavir kalciju,
uzorci 1 standardne otopine pripravljale su se nacinima opisanim u odjeljku 3.4., ali se od
certificiranih radnih standarada koristio samo osmij. Koristi se samo TSO2, koja sadrzi
iskljucivo propisani dodatak osmija. Takoder, kao otopina za razrjedivanje koristi se 0,01 mol/L
otopina tiouree u 2,5 % V/V HCL
Kriteriji prihvatljivosti koje je nuzno zadovoljiti kako bi rezultati dobiveni ispitivanjem
izvedbenih znacajki razvijene metode bili prihvatljivi 1 kako bi se razvijena metoda mogla
validirati, prikazani su u tablici 30.

Tablica 30. Kriteriji prihvatljivosti metode.

Parametar Kriterij prihvatljivosti
Specifi¢nost
Iskoriitenje [ 70 % - 150 %
Linearnost
Korelacijski koeficijent (R) | >0.99
Granica kvantifikacije
Vrijednost 10 % PDE
IskoriStenje 70 % - 150 %
Tocnost
Razina 1 (30 %) — IskoriStenje
Razina 2 (100 %) — IskoriStenje 70 % -150 %
Razina 3 (150 %)- IskoriStenje
Preciznost
Ponovljivost — RSD <20 %
Unutarlaboratorijska preciznost — RSD <20 %
Ukupno - RSD <25%
Otpornost
Razlika [<10%

4.3.1. Linearnost
Ispitivanjem linearnosti dobiveni su rezultati u obliku relativnog omjera odziva osmija 1
internog standarda disprozija, za mjerenu slijepu standardnu otopinu, kojoj se pridruzuje
vrijednost koncentracije 0 ng/mL za svaki analizirani element, te za radne standardne otopine
pripadajucih koncentracija osmija prikazanih u tablici 9.

Rezultati su statisticki obradeni automatski u programskom korisnickom sucelju
instrumenta, MassHunter, te su prikazani u obliku pravca ¢ija vrijednost korelacijskog faktora
upucuje na linearnost rezultata. Takoder, uz graficki prikaz pravca, njegovu jednadzbu i
korelacijski faktor, prikazani su granica detekcije te BEC za osmij odredivan razvijenom

metodom (slika 8).

47



189 Os [No Gas] ISTD :163 Dy [No Gas]
x10 -1 | y =0.0113 *x + 6.0422E-004
R = 0.9999

DL =0.01733 ng/m|
3 BEC =0.05335 ng/m|

Ratio

Conc(na/ml)

Slika 8. Rezultati ispitivanja linearnosti za osmij razvijenom metodom za odredivanje Os u
fosamprenavir kalciju ICP-MS tehnikom.

Rezultati ispitivanja linearnosti za odredivanje osmija u fosamprenavir kalciju razvijenom
metodom su linearni i zadovoljavaju kriterij prihvatljivosti koji za linearnost glasi da

korelacijski faktor mora biti ve¢i ili jednak 0,99.

4.3.2. Granica kvantifikacije
Granica kvantifikacije odredivana je u Sest uzoraka sa standardnim dodatkom koncentracije
od 1 ng/mL osmija koja odgovara 10 % grani¢ne koli¢ine propisane ICH Q3D smjernicama za
proizvode za oralnu primjenu. Koncentracije dobivene na uredaju preracunate su u masene
udjele te su, u odnosu na stvarno dodane koli¢ine osmija, odredene pojedinacne iskoristivosti
za svako mjerenje te prosjecne iskoristivosti razvijene metode. Rezultati su prikazani u tablici
31.

Tablica 31. Rezultati ispitivanja granice kvantifikacije za osmij razvijenom metodom za
odredivanje osmija u fosamprenavir kalciju.

Uzorak Izragunatl Pros;ecm Iskoristivost . Prosjef:na
br udio u udio u /o iskoristivost
’ uzorku/ppm  uzorku/ppm ? metode / %
1 0,90 90
2 0,89 88
3 0,90 89
0,90 89
4 0,90 89
5 0,92 91
6 0,89 89
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Na temelju rezultata ispitivanja granice kvantifikacije osmija pri koncentraciji od 1 ng/mL
utvrdeno je da je zadovoljen kriterij prihvatljivosti koji nalaze da prosjecna iskoristivost metode

za granicu kvantifikacije mora biti u rasponu od 70 % do 150 %.

4.3.3. Tocnost i specificnost

Specifi¢nost ove metode odredena je iz rezultata za ispitivanje tocnosti.

Ispitivanje tocnosti provelo se na 12 uzoraka, od kojih su prva tri pripremljena bez
standardnog dodatka, a sljedeca tri niza sa po tri uzorka sa standardnim dodatkom na 30 % (3
ng/mL) , 100 % (10 ng/mL) i 150 % (15 ng/mL) grani¢ne vrijednosti osmija propisane ICH
Q3D smjernicama za proizvode za oralnu primjenu. Izmjerene koncentracije preraunate su u
masene udjele za svaku pripremu 1 usporedivane s pravom vrijednoséu za odgovarajuci
standardni dodatak. Rezultati su prikazani kao to¢nosti za svako pojedino mjerenje te kao

prosjecna tocnost ispitivane metode u tablici 32.

Tablica 32. Rezultati ispitivanja to¢nosti odredivanja osmija razvijenom metodom.

Uzorak Izra(“?unati Prosj eéni Totnost Provsjeéna
br. udio u udio u o tocnost /
uzorku/ppm  uzorku/ppm %
1 0,01 -
2 0,00 0,01 - -
3 0,01 -
4 2,86 95
5 2,76 2,79 92 93
6 2,75 91
7 9,01 90
8 8,99 8,97 90 90
9 8,90 89
10 13,65 91
11 13,37 13,59 89 91
12 13,75 92

Razvijena metoda za odredivanje osmija u fosamprenavir kalciju daje dobre rezultate za
ispitivanu to¢nosti pri koncentracijama od 3 ng/mL, 10 ng/mL 1 15 ng/mL. Na svakoj ispitnoj
razini pojedinacne, kao i prosjecne to¢nosti odredene ovom metodom zadovoljavaju kriterij
prihvatljivosti prema kojem odredena to¢nost mora biti u rasponu iskoristivosti od 70 % do 150
% u odnosu na pravu vrijednost standardnog dodatka.

Zadovoljavanjem kriterija prihvatljivosti rezultata ispitivanja tocnosti, potvrdena je

specificnost metode za odredivanje osmija u fosamprenavir kalciju.
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4.3.4. Preciznost
Preciznost ispitivane metode procijenjena je na dvije razine, kao ponovljivost i kao
unutarlaboratorijska preciznost. Rezultati su prikazani kao relativna standardna odstupanja

ponovljenih mjerenja i ukupno.

4.3.4.1. Ponovljivost
Ponovljivost je ispitana na temelju Sest jednako priredenih uzoraka sa standardnim
dodatkom osmija na 100 % (10 ng/mL) grani¢ne propisane koli¢ine prema ICH Q3D
smjernicama. Rezultati su prikazani kao relativno standardno odstupanje dobivenih vrijednosti
(tablica 33).

Tablica 33. Rezultati ispitivanja ponovljivosti razvijene metode za odredivanje osmija u
fosamprenavir kalciju.

Uzorak Izraé'unatl PI'OS:] ecni RSD/
udio u udio u
br. %
uzorku /ppm  uzorku/ppm

1 9,08
2 9,07
3 9,11

9,05 1
4 9,07
5 9,02
6 8,97

Razvijena metoda za odredivanje osmija u fosamprenavir kalciju daje dobre rezultate za
ispitivanu ponovljivost pri koncentraciji od 10 ng/mL 1 zadovoljava kriterij prihvatljivosti
prema kojem relativno standardno odstupanje (RSD) izmedu mjerenja mora biti manje ili

jednako 20 % s odredenom RSD vrijednos¢u koja iznosi 1 %.

4.3.4.2. Unutarlaboratorijska preciznost
Unutarlaboratorijska preciznost je ispitana na temelju uzoraka priredenih za ispitivanje
ponovljivosti. Ti su se uzorci ponovno analizirali na analogan na¢in drugi dan na ekvivalentnom
instrumentu. Rezultati ispitivanja unutarlaboratorijske preciznosti prikazani su u tablici 34, a

konacan se rezultat prikazuje kao relativno standardno odstupanje izmjerenih vrijednosti.
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Tablica 34. Rezultati ispitivanja unutarlaboratorijske preciznosti razvijene metode za
odredivanje osmija u fosamprenavir kalciju.

Uzorak Izraé'unatl PI'OS:] ecni RSD /
udio u udio u
br. %
uzorku /ppm  uzorku/ppm

1 9,06
2 8,80
3 9,22

8,94 2
4 8,77
5 8,86
6 8,93

Razvijena metoda za odredivanje osmija u fosamprenavir kalciju daje dobre rezultate za
ispitivanu unutarlaboratorijsku preciznost pri koncentraciji od 10 ng/mL, a odredeno relativno
standardno odstupanje (RSD), koja iznosi 2 %, zadovoljava kriterij prihvatljivosti za
unutaraboratorijsku preciznost prema kojem relativno standardno odstupanje (RSD) izmedu
mjerenja mora biti manje ili jednako 20 %.

Ukupni rezultat ispitivanja preciznosti izrazava se kao relativno standardno odstupanje
vrijednosti  dobivenih ispitivanjem ponovljivosti od onih dobivenih ispitivanjem
unutarlaboratorijske preciznosti i ono iznosi 1 %, $to zadovoljava kriterij prihvatljivosti za

preciznost koji nalaZze da mora biti manji ili jednak 25 %.

4.3.5. Otpornost
Otpornost razvijene metode se odredivala malim promjenama u temperaturi mikrovalne
digestije uzoraka i u koncentracijama kiselina, kako je opisano u odjeljku 3.5.5. Svi su uzorci
bili otopljeni, stoga su analizirani prema instrumentalnim uvjetima propisanim za razvijenu
metodu. Rezultati, prikazani u obliku relativne razlike izmedu referentnog mjerenja (koriSteni
su rezultati dobiveni mjerenjem ponovljivosti, vidi odjeljak 4.3.4.1.) i mjerenja uz pripremu s
pripadaju¢om promjenom, prikazani su u tablici 35.

Tablica 35. Rezultati ispitivanja otpornosti razvijene metode za odredivanje osmija u
fosamprenavir kalciju.

Promjena Relativna razlika
Temperatura mikrovalne digestije - 200 °C 5,26 %
Temperatura mikrovalne digestije - 220 °C 9,48 %
Smanjena koncentracija nitratne kiseline 3,60 %
Smanjena koncentracija perkloratne kiseline 0,43 %
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Rezultati dobiveni ispitivanjem otpornosti zadovoljavaju kriterij prihvatljivosti koji zahtjeva
da relativne razlike rezultata izmedu mjerenja uzoraka s promijenjenom pripremom i mjerenja
uzoraka pripremljenih pri propisanim uvjetima budu manje ili jednake od 10 %. Svaka ispitana
promjena daje rezultate koji zadovoljavaju taj kriterij te se razvijena metoda za odredivanje
osmija u fosamprenavir kalciju smatra otpornom, odnosno robusnom.

Mikrovalna digestija pri poviSenoj temperaturi pokazuje se kao kritican parametar u pripremi
uzorka za analizu osmija razvijenom metodom. To je razumljivo i o¢ekivano obzirom na
hlapivost osmijevog tetraoksida koji nastaje u doticaju s oksidiraju¢om nitratnom kiselinom.
Stoga je svakako bitno posvetiti paznju stabilnosti rada mikrovalnog reaktora. Sli¢no se moze
primijetiti kod upotrebe razrijedene nitratne kiseline, gdje je prikazana relativna razlika
posljedica povecanog iskoriStenja u odnosu na referentno mjerenje. Bolja iskoriStenja opcenito
se dobivaju provodenjem mikrovalne digestije pri nizim temperaturama i koristenjem kvarcnih

kiveta manjeg volumena.
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5. ZAKLJUCCI

Elementarna onecis¢enja u farmaceutskim proizvodima moraju se kontrolirati prikladnim
metodama kako bi se osigurala kvaliteta proizvoda i njegovo sigurno koristenje. Prikladna
tehnika pokazala se ICP-MS zbog svojih karakteristika brze i multielementne analize te niskih
granica detekcije neophodnim za odredivanje elemenata u tragovima. Stoga su razvijene dvije
metode za odredivanje elementarnih onecis¢enja u fosamprenavir kalciju upravo tom tehnikom.

Na temelju provedenih eksperimenata, moze se zakljuciti sljedece:

1. Priprema uzorka kritian je parametar u analizi elementarnih oneciS¢enja ICP-MS
tehnikom. NuZzna je pazljiva priprema i koriStenje opreme, kemikalija, reagensa i
certificiranih referentnih standarada visoke kvalitete i ¢isto¢e kako bi se sprijecilo
eventualno uvodenje kontaminacija u uzorak pripravljan za analizu. Takoder je
potrebno voditi racuna o svim postupcima (vaganje, dodavanje reagensa, mikrovalna
digestija, nadopunjavanje) kojima bi moglo do¢i do gubitka analita na bilo koji nacin.
Potrebno je striktno se pridrzavati propisanih procedura za svaki korak kako bi se
osigurali kvalitetni i pouzdani rezultati.

2. Prisutne interferencije moraju se svesti na minimum i to uporabom kolizijskog plina
1 odabirom pogodnih izotopa analita, a prema potrebi i uvodenjem dodatnih
postupaka kojima se uklanjaju interferencije prisutne u matrici uzorka.

3. Osmij, koji u prisutnosti oksidiraju¢e nitratne kiseline daje vrlo hlapiv i otrovan
osmijev tretraoksid, moze se stabilizirati kompleksiranjem s tiourecom u otopini
klorovodi¢ne kiseline. Na taj se nacCin smanjuje gubitak osmija, te se postizu
viSestruko poboljsani rezultati u smislu iskoristivosti, tocnosti i preciznosti.

4. Razvijena metoda za kvantitativno odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg,
Ir, Li, Mo, Ni, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl 1 V u fosamprenavir kalciju ICP-MS
tehnikom validirana je ispitivanjem njenih glavnih izvedbenih znacajki — linearnosti,
granice kvantifikacije, selektivnosti, toCnosti, preciznosti (koja je ukljucila
ponovljivost i unutarlaboratorijsku preciznost) te otpornosti. Svaka je od navedenih
izvedbenih znacajki zadovoljila kriterij prihvatljivosti te je stoga zakljuCeno da je
metoda prikladna za odredivanje Ag, As, Au, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ir, Li, Mo, Ni,
Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Se, Sn, Tl 1 V u fosamprenavir kalciju ICP-MS tehnikom.
Validacijskim postupkom potvrdeno je da se razvijenom metodom dobivaju
specificni, to¢ni i precizni rezultati unutar metodom definiranog radnog podrucja za

svaki odredivani element.
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5. Razvijena metoda za kvantitativno odredivanje osmija u fosamprenavir kalciju ICP-
MS tehnikom validirana je ispitivanjem njenih glavnih izvedbenih znacajki —
linearnosti, granice kvantifikacije, selektivnosti, toc¢nosti, preciznosti (koja je
ukljucila ponovljivost i1 unutarlaboratorijsku preciznost) te otpornosti. Svaka je od
navedenih izvedbenih znacajki zadovoljila kriterij prihvatljivosti te je stoga
zakljuceno da je metoda prikladna za odredivanje osmija u fosamprenavir kalciju
ICP-MS tehnikom, te da se njome dobivaju specificni, to¢ni 1 precizni rezultati unutar

radnog podrucja metode u rasponu koncentracija osmija izmedu 1 ng/mL 120 ng/mL.
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Odredivanje ekotoksi¢nosti farmaceutika u vodi koji dobiva Rektorovu nagradu u
kategoriji timski znanstveni 1 umjetnicki rad.

U rujnu 2017. godine obranila je zavrsni rad na temu ,Ispitivanje toksi¢nosti
kemoterapeutika u vodi bakterijama Vibrio Fisheri® pod mentorstvom izv. prof. dr. sc. Danijele
ASperger. Potom upisuje diplomski studij primijenjene kemije Fakulteta kemijskog
inZenjerstva 1 tehnologije u Zagrebu.

Tijekom citavog studija radi preko Studentskog servisa, najprije u poslovima van struke,

a posljednje tri godine u ICP laboratoriju u sklopu Pliva, TAPI R&D, Analitika.
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