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Uvod

Niektoré kovové elementy vykazuju vysoky stupeni
toxicity a po ich kumulacii mézu indukovat’ vaZzne posko-
denia organov, dokonca uz aj pri nizkom stupni expozicie'.
Vyznam farmaceutickej kontroly lickov, lie¢iv a pomoc-
nych latok, ako aj hodnotenie kvality lieCivych rastlin
a extraktov z nich na pritomnost’ tazkych kovov je preto
zrejmy. Ulohou orgénov zodpovednych za kvalitu liekov
a liecivych pripravkov je zabezpecit ich bezpecnost’
a priaznivy ucinok. Vysledky podliehaju normam prislus-
nych farmaceutickych kédexov a Eurdpskeho liekopisu.

Prechladnutia, virdzy alebo chripky st obvykle spre-
vadzané kaslom. Tento obranny mechanizmus podrazde-
nia dychacich ciest sa da po cielenej diferencialnej dia-
gnostike lie€it’ pripravkami na prirodnej baze (lie€ivé Caje)
alebo syntetickymi pripravkami s antitusickymi G¢inkami
a vo forme homeopatik’. Vzhl'adom na velky podiel anti-
tusik na baze rastlinnych pripravkov v terapii a sucasne
vysoky stupen znecistenia Zivotného prostredia s dopadom
na kumulaciu tazkych kovov v rastlinnom materiali, sa
kladie doraz na spolahlivi analyticki kontrolu obsahu
tazkych kovov v takychto pripravkoch®*.

Tazké kovy sa stanovované vo farmaceutikich
a rastlinnom materiali réznymi inStrumentalnymi metoda-

mi, ako su elektrochemické metody™®, kapilarna
elektroforéza’™, atomova absorpéna spektrometria’ &i
hmotnostna spektrometria s induk¢ne viazanou

plazmou'®'!. Radionuklidova réntgenofluorescenéna spek-
trometria (RRFS) patri medzi nuklearne analytické metody
neaktivacnej interakénej analyzy. Experimentalne merania
pomocou RRFS su zalozené na interakcii radioaktivneho
ziarenia s analyzovanou vzorkou (dominantny je fotoelek-
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tricky jav). Pri interakcii dochadza k excitacii atdmov
a naslednému uvolneniu charakteristického fluorescencné-
ho Ziarenia. Energia tohto Ziarenia je identifikatorom dané-
ho prvku a intenzita je kvantitativnym hodnotenim prvku
v analyzovanej vzorke. Prednostami RRFS st schopnost’
multikomponentnej analyzy amoznost priamej analyzy
pevnych vzoriek, ¢o zjednodusuje celkovy analyticky pos-
tup a dovoluje stanovit’ viacero prvkov siidasne'> .

Cielom tejto prace bolo demonStrovat’ analyticky
a aplikacny potencial RRFS, ako jednej zliekopisnych
metdd, na identifikiciu a stanovenie vybranych tazkych
kovov v roznych farmaceuticky relevantnych pripravkoch
s antitusickym uG¢inkom. Boli ukazané optimalne pristupy
pre analyzu uvedenych materidlov roznej konzistencie
a vlastnosti metdédou RRFS.

Experimentilna ¢ast’

Analyze RRFS boli podrobené vzorky lie¢ivych rast-
lin: slezovy kvet — Malvae flos (Megafyt Pharma s.r.o.,
Vrané nad Vltavou, CR); placnik lekarsky — Folium pul-
monariae (Juvamed s.r.0., Rimavska Sobota, SR); podbel
liecivy — Farfareae folium (REFKA s.r.0. Nitra, SR); vzor-
ky syntetickych pripravkov proti kaslu: Codein Slovako-
farma 15 mg (Zentiva a.s., Hlohovec, SR), ACC long
(Sandoz Pharmaceuticals d.d., Lublana, Slovinsko)
a homeopatikd: Antimonium tartaricum 9CH (Boiron,
Franctzsko); Ferrum phosphoricum 9CH (Boiron); Hepar
sulfuris calacareum 9CH (Boiron). VSetky vzorky na ucel
analyzy RRFS boli susené, homogenizované a lisované do
tabliet definovaného tvaru (priemer 20 mm, hrabka 1 mm)
a hmotnosti (0,3000 g).

Na detekciu vzniknutého fluorescencného ziarenia
vybranych prvkov Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Pb vo vzorkach
bol pouzity polovodicovy Si/Li detektor s pracovnym na-
pitim 500 V (UJV Rez u Prahy, CR), ktory umoziiuje zni-
zit’ podiel nestanovovanych elementov v spektre na mini-
mum. Za ucelom dosiahnutia U¢innej exciticie prvkov
bolo pouzité geometrické usporiadanie vzorka-zdroj-
detektor: axialna geometria, so zdrojom ziarenia umiestne-
nym na okraj detektora'>'®. Ako budiaci radionuklidovy
zdroj Ziarenia bol pouzity ***Pu (pol¢as premeny 86,4 roka,
aktivita 880 MBq, energia 12-22 keV; vyrobca Amer-
sham, Vel’ka Britania).

Kvalitativne hodnotenie bolo zalozené na identifikacii
energetickych linii prisluchajicich jednotlivym prvkom
v nameranom spektre pomocou Standardov oxidov tychto
prvkov (Lachema CR, Slovensky metrologicky ustav, SR).
Na vyhodnotenie obsahu prvkov vo vzorkach bola pouzita
metdda Standardného pridavku s naslednym vysuSenim,
homogenizéaciou a lisovanim tabliet. Signaly prvkov vo
vzorkach boli korigované o neanalyticky signal. V pripade
materialov, ktoré neumoziovali homogénne zavedenie
Standardného pridavku priamo do povodnej matrice a/
alebo pripravu tablety pozadovanych parametrov (velkost’,
mechanicka stabilita), boli Studované a navrhnuté alterna-
tivne matrice.
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Vysledky a diskusia

Komer¢ne dostupné a casto pouzivané pripravky
s antitusickym u¢inkom zahfilaju okrem syntetickych far-
maceutik aj bylinné Cajové zmesi a homeopatika. Vyvoj
analytického postupu pre analyzu vybranych tazkych ko-
vov ako kontaminantov zohl'adnoval Struktirnu rozmani-
tost’ arozdielne vlastnosti takychto materidlov. Potreba
multikomponentnej analyzy a minimalizacia pripravy
vzorky favorizovali vyber RRFS ako analytickej metody.
Ta umoznila priamu analyzu vSetkych uvedenych materia-
lov vo forme pevnych Standardizovanych tabliet bez potre-
by izolacie tazkych kovov aich nasledného stanovenia
v extrahovanych vzorkach. Ako priklad sliZia ilustrativne
RRFS profily vybranych tazkych kovov v syntetickom
a rastlinnom pripravku na obr. 1.

Viaceré analyzované materialy vSak boli problematic-
ké zhladiska implementacie Standardov analyzovanych
kovovych i6nov do prislusnych tabliet. V takychto pripa-
doch nebolo mozné uplatnit’ metédu Standardného pridav-
ku priamo na analyzovany material a bolo potrebné najst
vhodnu externtl matricu, ktord by bola s takymito material-
mi konzistentna ¢o do prvkového zloZenia a neanalytické-
ho signalu. V skupine rastlinnych materidlov ma podbel’
lieCivy (Farfareae folium) vatovitu nepoddajni konzisten-
ciu. Synteticky ACC long je Sumivy pripravok rozpadava-
juci sa vo vodnom prostredi. VSetky vybrané vzorky ho-
meopatik st vo forme tvrdych granil, tazko sa homogeni-
Zuju a pripravené tablety su krehké a rychlo sa rozstepuju.

Vhodnymi redlnymi matricami pre priamu analyzu,
ktoré zaroven predstavovali preparaty s antitusickym 0éin-
kom zahrnuté do prezentovanej Studie, boli Malvae flos
a Folium pulmonariae (v skupine rastlinnych materialov),
a Codein (v skupine syntetickych farmaceutik). V pripade
komplikovanych rastlinnych materidlov (Farfareae fo-
lium), ktoré neumoznovali homogénne zavedenie Stan-
dardného pridavku priamo do povodnej matrice, bola na-
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vrhnutd alternativa v podobe matrice lucerny siatej — Me-
dicago sativa L. (mé porovnatel'né redlne pozadie a podob-
né obsahové zastipenie prvkov ako mali problematické
rastlinné materialy). Pre komeréné farmaceutické tablety
(ACC long) bola navrhnuta fyzikalno-chemicky stabilna
a cenovo vyhodné alternativa matrice v podobe kyseliny
benzoovej, ktora vykazovala podobny neanalyticky signal
ako hodnotené komercné liekové formy. V pripade home-
opatik sa ako vhodna alternativna matrica pre bezproblé-
movu implementaciu Standardnych pridavkov roztokov
kovov zase ukéazal dextran.

Praktickd pouziteI'nost’ navrhnutych externych matric
bola overena porovnanim vysledkov ziskanych analyzou
Standardnych pridavkov kovov vo vhodnych redlnych mat-
riciach a v tychto externych matriciach. Vysledky vykazo-
vali akceptovatel'né rozdiely v kalibraénych parametroch,
ako aj v stanoveni obsahu vybranych tazkych kovov, ked’
boli priamo analyzované povodné redlne matrice a ked’
bola uskuto¢nena analyza prostrednictvom vybranych
externych matric. Spravnost’ metddy vyjadrena relativny-
mi chybami (pomery obsahov tazkych kovov najdenych
v realnej matrici jej priamou analyzou a analyzou cez ex-
ternl matricu) bola akceptovatelna; relativne chyby sa
pohybovali v intervaloch 1-5 % (Medicago sativa vs. Mal-
vae flos), 3—6 % (Medicago sativa vs. Folium pulmona-
riae), 0,57 % (Codein vs. kyselina benzoovd) a 1-4 %
(Codein vs. Dextran). Detekéné limity (ug g ') pre jednot-
livé prvky boli vypocitané z korigovanych nameranych
signalov $tandardov kovov, ktorych hodnota vzhl'adom na
sum detektora (o) bola 3 ¢ 2. Hodnoty vypo&itané pre
biologickll matricu (pouZitim Medicago sativa): Cr:
2,77 ugg’, Mn: 2,24 pgg', Fe: 3,62 pgg', Ni: 1,58
ngg ', Cu: 2,31 pgg', Zn: 1,95 pgg'aPb: 1,33 ugg’',
farmaceuticku matricu (pouzitim kyseliny benzoovej): Cr:
2,32 ugg ', Mn: 2,16 ugg', Fe: 3,98 ugg', Ni: 1,52
ug g’l, Cu: 2,26 pg g’l, Zn: 1,78 pg g’la Pb: 1,36 pg g’l,
matricu homeopatik (pouzitim dextranu): Cr: 2,48 pg g,
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Obr. 1. RRFS analyza syntetického a rastlinného pripravku zo skupiny antitusik. Spektrum Zziarenia po interakcii radionuklidového
zdroja Ziarenia ***Pu so vzorkami ACC long a Podbel liegivy. Profily boli ziskané RRFS analyzou §tandardizovanych tabliet pdvodnych
matric, zatial' ¢o pre kvantitativne hodnotenie vybranych tazkych kovov boli pouzité kalibraéné parametre a hodnotenie Standardnych
pridavkov ziskané z vhodnych externych matric (kyselina benzoova pre synteticky pripravok, Medicago sativa L. pre rastlinny material)
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Tabul'ka I

Laboratorni pfistroje a postupy

Aplikacia RRFS na hodnotenie tazkych kovov v réznych antitusickych pripravkoch ™°

Vzorka® Obsah prvkov [pug g']
Cr Mn Fe Ni Cu Zn Pb
1 <Lp 24,74 62,81 <Lp 14,51 23,05 <Lp
- 1,54 1,48 - 1,37 0,85 4,55
2 <Lp 43,88 56,25 <Lp 18,88 23,05 <Lp
3,94 1,65 1,77 - 2,71 2,15 -
3 <Lp 14,13 38,59 <Lp 11,68 9,35 <Lp
4,55 3,41 1,67 - 2,31 2,33 3,94
4 <Lp 3,03 3,86 <Lp <Lp <Lp <Lp
- 1,85 2,51 - 1,74 - -
5 2,74 2,26 6,25 <Lp <Lp <Lp <Lp
1,85 2,23 1,74 2,11 1,74 - 2,69
6 <Lp 3,09 3,63 <Lp 2,90 1,89 <Lp
- 3,28 2,66 591 3,34 1,42 -
7 <Lp 7,99 15820 <Lp 3,04 2,09 <Lp
3,48 2,54 2,33 4,92 3,19 1,93 -
8 <Lp 3,09 3,02 <Lp <Lp <Lp <Lp
- 3,28 3,19 - 5,37 4,22 -

*1 Malvae flos, 2 Folium pulmonariae, 3 Farfareae folium, 4 Codein, 5 ACC long, 6 Antimonium tartaricum 9CH, 7 Fer-
rum phosphoricum 9CH, 8 Hepar sulfuris calacareum 9CH, °<Lp, — ozna¢uje prvky, u ktorych bol zaznamenany analyticky
signal (s prislusnou hodnotou s; pre plochu piku) pod hodnotou limitu detekcie, pripadne nebol zaznamenany ziadny analy-
ticky signal (—). Obsahy kovov boli pocitané na zaklade priamej analyzy pdvodnych vzoriek s vynimkou Farfareae folium,
ACC long a homeopatik (pocitané jednotlivo na externej matrici Medicago sativa L., kyseline benzoovej a dextrane),

5 [%]1,n=3

Mn: 2,19 pg g, Fe: 3,19 ng g, Ni: 1,47 pg g, Cu: 2,29
ngg', Zn: 1,84 ug g 'aPb: 1,41 ugg ', boli pod troviia-
mi povolenych limitov pre tieto kovy podla prislusnych
vyhlaSok a vynosov.

Metdéda RRFS umoznila citlivé a reprodukovatelné
stanovenie vybranych tazkych kovov v komer¢nych anti-
tusickych pripravkoch (vid’ tab. I). Z hodnét obsahov jed-
notlivych analyzovanych kovov je vidiet, Ze rozdielne
antitusické pripravky obsahuju rozne hladiny tychto konta-
minantov, porovnaj napriklad ilustrativne profily vybra-
nych tazkych kovov v syntetickom a rastlinnom pripravku
na obr. 1. Vo vSetkych pripadoch vsak boli tieto hladiny
pod pripustnymi mnoZstvami ateda spifiajti poziadavky
prislusnych vyhla$ok a vynosov. Pripustné mnoZzstva kon-
taminantov v potravinach podla Potravinového kddexu
zVynosu MP SR aMZ SR zl15 marca 2004 C¢.
608/3/2004-100 (prilohy ¢. 2 k X. hlave II. Casti Potravi-
nového kodexu; ¢ast’ A — Chemické prvky) su pre chrom
4,0 mg/kg pre ostatné potraviny, pre olovo 10 mg kg™ pre
&aje na pripravu napoja, pre med’ 150,0 mg kg ' pre &aje na
pripravu napoja a 25,0 mg kg™ pre ostatné potraviny, pre
nikel 6,0 mg kg™ pre vyzivové doplnky. Podl'a Vyhlasky
MZ SR 2/1994 st pripustné mnoZstva kontaminantov pre
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zelezo 15,0 mg kg™ pre napoje a BOO pre ostatné poZiva-
tiny a pre zinok 80 mg kg ' pre ostatné poZivatiny.

Zaver

Zaverom mozno konstatovat, ze RRFS metoda po-
skytuje jednoduché, rychle a spol'ahlivé rieSenie pre analy-
zu zmesi tazkych kovov v réznorodych pevnych materia-
loch rastlinného aj syntetického povodu. Velkou vyhodou
je priama analyza pevnych vzoriek bez potreby extrakcie
analyzovanych latok (tu tazkych kovov) do kvapalnej
fazy, ¢o ma dopad nielen na minimaliziciu chyb vnaSa-
nych do analytického procesu, ale aj na priaznivi cenu
takychto rutinnych analyz. Navrhnuty postup kombinujuci
RRFS metddu s externymi matricami na baze Medicago
sativa L., kyseliny benzoovej a dextranu naSiel praktické
uplatnenie pre analyzu Sirokého spektra antitusickych pri-
pravkov, a osved¢il sa najmé v pripadoch analyzy proble-
matickych materialov rastlinného aj syntetického pévodu,
ktoré neumoziujii alebo maji komplikovanii homogénnu
implementaciu Standardnych pridavkov do ich Standardi-
zovanych tabletovych foriem. Navrhnuté externé matrice
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boli konzistentné s pdvodnymi z hladiska matricového
efektu, a umoznili jednoduchu a reprodukovatel'nt pripra-
vu tabliet so Standardnymi pridavkami pre ich naslednu
RRFS analyzu. RRFS metoda aplikovana na pévodné ale-
bo externé matrice tak umoznila efektivnu a ekonomicky
vyhodnt kontrolu antitusickych pripravkov na obsahy
vybranych tazkych kovov podla platnych vyhlasok
anoriem aje doporuCend pre rutinné pouzitie
v kontrolnych laboratoriach.

Tato prdaca bola podporend projektami VEGA
1/0873/15, KEGA 022UK-4/2015 a APVV-15-0585.
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0. Lukadovitova and P. Miku$ (Department of
Pharmaceutical Analysis and Nuclear Pharmacy, Faculty
of Pharmacy, Comenius University in Bratislava, Bratisla-
va): Monitoring of Heavy Metal Profiles in Medicinal
Plants, Drugs and Homeopathic Products from Group
of Antitussives by Means of Radionuclide X-ray Fluo-
rescence Spectrometry

Reliable, fast, simple and low-cost analytical proce-
dure based on radionuclide X-ray fluorescence spectromet-
ry (RRFS) was proposed to identify and determine heavy
metals in various antitussive preparations of synthetic and
biological origin. Various materials (tablet dosage forms,
granules, plants) can be analyzed directly without the need
of isolation of the analyzed compounds from their matrices
so that errors in the analytical process are minimized. Ex-
ternal matrices, such as Medicago sativa L., benzoic acid,
and dextran were proposed to quantify heavy metals in
some problematic materials (Farfarereae folium, efferves-
cent tablets of medicine ACC long, hard capsules of vari-
ous homeopathics, respectively) that had not allowed ho-
mogeneous implementation of standard addition of ana-
lyzed elements into the standardized tablet forms used for
the RRFS analysis. The appropriate external matrices were
consistent with the original ones in terms of matrix effects
(e.g., background noise produced and approximate levels
of naturally occurring heavy metals studied), and they
allowed to prepare well defined tablets including required
amounts of the standard additions of heavy metals provid-
ing proper calibration parameters. The RRFS method ap-
plied for the original or external matrices enabled an effec-
tive and economic control of antitussive preparations for
selected heavy metals contents evaluated according to the
established directives and laws. Hence, it is recommended
for a routine use in quality control laboratories.



