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摘要
   2014年美國藥典(簡稱USP)於7月7日至7月8日在義大利米蘭舉辦「Validation and Verification of Analytical Procedures (分析方法驗證、確認、和轉移實習課程)」及「Analysis of Elemental Impurities (藥品重金屬分析方法)」培訓課程。分析方法確效直接影響實驗穩定性與否，進而影響實驗數據可信度，世界各國已經逐漸將醫藥法規協和化，這次實習課程主要比較USP<1225>及ICHQ2(R1)-分析確效作業指導手冊為主，以及常見執行確效方法應注意原則。
     「藥品重金屬分析方法」討論USP<232>藥品重金屬分析限量及<233>藥品重金屬分析步驟，課程除了公布新一代藥品中不純物檢測方式及施行時間外，並討論雜質須納入限量規範，以及簡單的檢測方法描述、重金屬毒理等。USP及ICH將藥品雜質分為無機雜質(Inorganics)有機雜質(Organics) 及殘留溶劑(Residual Solvents)三大類。其中無機雜質元素是各國藥典收錄的章節，但是受制於過去實驗方法，藥典中對於化學藥、原料藥和膳食補充劑的重金屬檢測方法仍然是沿用一百年前的比色法(Colorimetry)，此法加入硫代化合物與重金屬螯合顏色來定性判斷是否符合限量，但比色法有4個個缺點，例如1.能夠檢測的金屬個數有限2.顏色比對較為主觀3.元素專一性差4.人工操作頻繁等。本次課程係介紹重金屬限量及定量及定性確效特性等，提供更具科學的新檢測方法。
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[bookmark: _Toc400379754]壹、 目的
      美國藥典委員會(USP：The United States Pharmacopeial Convention)是一個科學的非營利性組織，成立於1820 年，宗旨為提升藥品及食品安全及品質，而其所出版的美國藥典及處方選集(United States Pharmacopeia–National Formulary，USP–NF)，為涵蓋藥品及膳食補充劑之鑑別、純度及含量等之檢驗規格及方法收錄。
      為瞭解美國藥典最新分析方法規及趨勢，本署派員前往實習。過程中，了解USP如何公告新方法及流程。USP 除了每年美國藥典及2次補篇出版外，並提供藥典培訓課程，於全球不同城市舉辦，本次參加「分析方法驗證、確認、和轉移實習課程」與「藥品重金屬分析」課程，該課程包含基本介紹、比較國際藥品法規協和會ICH Q2(R1)、以及實行時間，分別由USP瑞士分部兩位講師Carmel及Alex講授，藉由此次課程了解先進國家檢驗規格及國際現況，以期我國藥典持續與國際接軌，及瞭解藥典中重金屬檢測趨勢。
[bookmark: _Toc400379755]貳、 行程紀要

	時間
	行程紀要

	7月6日至7月7日
	啟程 (臺北→荷蘭阿姆斯特丹→義大利米蘭)

	7月8日
	參加美國藥典分析方法驗證、確認、和轉移實習課程

	7月9日
	參加美國藥典藥品重金屬分析實習課程

	7月9日至7月10日
	返程(義大利米蘭→荷蘭阿姆斯特丹→臺北)






[bookmark: _Toc400379756]參、 實習過程
分析方法驗證、確認、和轉移實習課程
     本次課程(上課講義如附件)重點主要研習美國藥典USP<1225>及<1226>有關分析方法驗證(Validation，確效)之定義、概念及應用並於國際藥品法規協和會(ICH)確效規範做比較。國際藥品法規協和會（International Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use, 簡稱ICH），則是美國、歐盟和日本三方之政府藥政主管機關(USFDA、EUEMA、Japan MHWL、NHANatory forumidelinesdata evaluation in Japanm.in Kroea)及製藥業界(PhRMA、EFPIA、JPMA)為因應世界各國藥品管理法規協和與一致化之需求，於西元1990年共同發起成立的國際協和組織。Q2(R1)-分析確效作業指導則是ICH在分析方法協和化各國後的手冊，課程從比較USP及ICH分析方法確效特性開始，逐步探討各項特性兩者異同，以下就課程內容分述如下。
ㄧ、USP分析方法確效章節 <1225> 與ICHQ2(R1) 之比較
    USP自第24版起已將確效特性之定義與做法和ICH整合，因此兩者並無顯著差異，由表1在確效特性名詞(如準確度)並無多大差異可見一斑。USP將確效特性放在通則，而個別藥品(Monograph)如需要獨立確效特性，將理由闡述、完整確效方法及預期達到結果送USP委員會核定，核定後才允許在各論出現。
表1: USP及ICH確效特性名詞比較表
	中文名稱
	ICH
	USP

	準確度
	Accuracy
	Accuracy

	精密度
	Precision(repeatability, intermediate precision, and reproducibility )
	Precision

	專一性
	Specificity
	Specificity

	最低檢測濃度
	Detection Limit
	Detection Limit

	最低定量濃度
	Quantitation Limit
	Quantitation Limit

	線性
	Linearity
	Linearity

	範圍
	Range
	Range


2、 USP及ICH建議須執行確效特性
   1.USP<1225>須執行確效方式分成四種類型:
    第一類(Category I):  原料藥主成分或製劑成品有效成分(含防腐劑)之定量試驗
    第二類(Category II): 原料藥不純物或製劑成品分解產物之測定，包括定量試驗及    
                      限度試驗
    第三類(Category III): 測定性能之試驗，如溶離試驗、藥品放行試驗
    第四類(Category IV): 鑑別試驗(Identification Test)
   表2 :USP須執行分析方法確效之類型
	       分析方
        法特性
特性
	第一類
含量分析
	第二類
	第三類
含量分析
	第四類
鑑別試驗

	
	
	定量試驗
	含量分析
限度試驗
	
	

	準確度
	是
	是
	*
	是 
	否

	精密度
	是
	是
	否
	是
	否

	專一性
	是
	是
	是
	*
	是

	最低檢測濃度
	否
	否
	是
	*
	否

	最低定量濃度
	否
	是
	否
	*
	否

	線性
	是
	是
	否
	*
	否

	範圍
	是
	是
	*
	*
	否

	*也許需要，依測試本質


2.ICH須執行分析方法確效之類型分為
(1) 鑑別試驗(Identification Test)
(2) 不純物定量試驗(Quantitative tests for impurity’s content)
(3) 不純物限量試驗(Limits tests for the control of impurities)
(4) 藥品中主成分之定量試驗(Quantitative tests of the active moiety in drug substance or drug product or other selected component(s) in the drug product)
3.USP與ICH須執行分析方法確效之類型異同
   USP中的Category I類似ICH 4規範、Category II類似 ICH 2,3、Category III溶離度表現在ICH非放在主要類型，及 Category IV類似ICH 1

三、確效規範概述
1. 專一性(Specificity)
   在IUPAC及AOAC稱選擇性(Selectivity)，通常取摻有雜質、分解產物、相關化合物或空白賦形劑等之檢品及不摻有他物之檢品，比較兩者之含量分析結果。確認分析方法對某一特定的分析物為專一的或具選擇性，可以併用兩種或兩種以上之方法。需執行專一性方法有鑑別試驗(Identification Test)、含量(Assay)及不純物試驗 (Impurity Test)。如Foscarnet Sodium在其monograph章節專一性鑑別試驗(Identification Test)方法有A:Infrared Adsorption<197K>及B:It meets the requirements of the test for Sodium<191>
、滴定(Titration)、滯留時間(Retention Time)及可見光吸收(UV Absorbance)比對等方法，USP建議使用2種以上分析方法達到足夠專一性，因TLC、滴定方法缺乏專一性，USP以後在規範將會越來越少，取而代之為低成本的UV吸收為主流(按:UV專一性仍不及質譜)。含量(Assay)方法則是比較稀釋液(Diluents)、系統適用性溶液(System suitability solution)、標準溶液、受苛酷試驗後的檢品。不純物 (Impurity Test)專一性有2種方法，分為有不純物或降解產物標準品，或是無不純物或降解產物標準品，當有標準品時，直接看添加後是否能從基質或其他物質分離出標的物，若無，則利用嚴苛試驗(Stress Condition)方法或其降解產物分析之。Stress Condition，為一種比藥品中加速安定性試驗更嚴苛的試驗，條件常見方法為加熱(50℃)、光線、酸(0.1N HCl)、鹼(0.1N NaOH)及氧化劑(H2O2)等，若是檢測成品之專一性，其嚴苛條件為光線、熱及濕度(85%)，嚴苛時間、溫度及濃度視情況而調整，並未加以規範，而各嚴苛條件程度的強弱與標的分析物特性有關，USP並未嚴格限制降解程度，但建議以分解程度10-15%為佳，避免引發2度分解，再利用偶極陣列檢測器、質譜或不同層析系統以及軟體評估標的分析物之純度(光譜相似性) 確認。
2. 精密度(Precision)
   代表該分析方法用於反覆多次檢測一均質檢品時，分析結果能持續重現之程度。精密度執行必須在特定定量範圍內。通常以分析結果之相對標準偏差值 (%RSD) 為判定，USP建議相同樣品打6次計算其RSD，ICHQ2(R1)則是在定量範圍內的3個濃度測試3次(3*3=9)或是最少單點6次100％檢測濃度，實際決定允收標準則是看儀器的穩定與否。可用三個層次表現:可重複性(Repeatability)、中間精密度(Intermediate Precision)、再現性(Reproducibility)。有關再現性於不同實驗室比對家數FDA提出，在公司內根據FDA(CDER)之Reviewer Guidance : Validation of Chromatographic Methods, Nov.1994至少為2家，而實驗室間比對家數，根據 Standard practice for Conducting and Interlaboratory Study to Determine the Precision of a Test Method選擇 3-7家，而AOAC則根據Statistical Manual of the AOAC W.J.Youden and E.H.Steiner準則選擇實驗室進行比對則是8家。
3. 準確度 (Accuracy)
   準確度係指該分析方法所得之分析結果(result )與實際值(true value) 接近之程度 (Closeness)。準確度之表達方式可用一定量之標的物質加至空白檢品中，於檢測計算後，該量重現之百分比，或稱回收率，USP有以下4種方法決定回收率:Testing of a Reference Standard、Mixture with Excipients (Spiked Placebo)、Standard Addition (Spiked sample)
Comparison with a method。準確度檢測可分為含量(Assay)跟不純物(Impurity Test)兩部分，USP建議不純物之含量測定需做準確度而限量試驗則不需。由於不純物準確度的問題在於沒有標準品可做回收添加，若有標準品則像一般含量測定方法進行，而沒有則是非常棘手。無標準品不純物之準確度方法USP並未提供，也無guidance作為參考，就連允收標準(Acceptance Criteria)也是由實驗室自行決定。而ICHQ2(R1)則建議精密度需用最少3種不同濃度*3次(每1濃度重複3次)=9重複作為精密度評估方式。
4. 線性及範圍(Linearity and Range)
   線性(Linearity)是指在一定濃度範圍內標的分析物，可利用運用數學運算式方法計算分析檢品試驗結果與分析物成正比的關係。USP規定回歸線斜率(R2)至少≧0.99到0.9999以濃度上下限之間距，其分析結果具有適當的精密度、準確度及線性。而ICH Q2(R1)建議最少5個濃度點決定線性範圍，對於在成品及主成分含量分析上建議分析範圍為目標濃度的80%-120%。含量均一度則是建議在目標濃度70%-130%，但仍須根據劑型不同而有所不同，如Metered Dose Inhaler則有較廣的均一度範圍，而溶離度試驗則是建議在其規範Q±20%是可被允許的範圍。
  檢量線範圍(Range)則是確定在該方法分析檢品中的標的分析物在範圍內並可定量。
5. 最低檢測濃度(Limit of Detection)
   最低檢測濃度係指分析物可以檢測到的最低濃度。有些不純物限量試驗，此特性目的是證明最低檢測濃度是高於或低於某值，偵測極限分為儀器法，如HPLC、GC及AA和非儀器式法，如TLC、滴定、比色法。儀器法(Instrumental methods)決定最低檢測濃度方法是根據訊雜比(Signal-to-noise)，以已知標的分析物之低濃度訊號，當基線與訊號peak高度有2:1或3:1比例則可定，或定義DL=3.3倍(回應值的標準差除以檢量線的斜率)而得。非儀器法(Non-Instrumental methods)的方法，ICH及USP皆以「適當」給予操作者更多的彈性，兩者也無明確定義，只表示在此濃度底下，需有適當重複性。
6. 最低定量濃度(Limit of Quantitation，QL)
   檢品中的標的分析物可被定量測出的最低量，在此濃度下，測定結果具有適當的準確度與精密度。ICHQ2(R1)定義QL則是用=10倍回應值的標準差除以檢量線的斜率而得。USP特別提及QL及DL皆需在一定測量次數(並未量化)，才能成為實驗的DL或QL，否則視為未完成確效。
7.系統適用性(System Suitability)及耐變性(Robustness) 
   系統適用性是用來評估所使用之方法及儀器在分析前已達到穩定狀態，尤其在氣相及液相層析法，證明解析度及再現性均已達到一定程度且分析時系統穩定。雖USP及ICH Q2(R1)並未將其納入確效特性，本次課程有論述，如下表。
表3:常見層析系統適用性參數及所對應的確效特性
	系統適用性參數
	確效特性
	允收標準

	Resolution
	專一性
	不少於2.0

	Column efficiency
	專一性
	不少於2000(HPLC)

	Relative Standard Deviation
	精密度
	五重複時，RSD≦2.0％;六重複時，視品項決定
(1) 主成分:1.0％-2.0％
(2) 類緣物:5.0％-15.0％

	Tailing Factor
	精密度及
準確度
	看peak的對稱性，當數值增加代表拖尾越顯著，當越不對稱，精密度及準確度則變得越不可信

	Capacity factor
	專一性
	未建議

	特殊系統適用性特性

	QL sensitivity solution
	最低定量濃度
	注射一稀釋至最低定量分析樣品濃度

	Reference Standard Check
	準確度
	為USP及BP特有，重新配製一精確測量的標準品重複注射，比較2次標準品，應為
98.0％≦標準品≦102.0％


耐變性定義為故意以小幅度變異所影響之能力表現，顯示該分析方法於條件參數的小變異之可靠性。與耐用性(Ruggedness)，同一樣品在不同實驗室、不同分析人員、不同溫度、不同天，所得到測試結果之再現性程度不同。此小變化在USP<621>層析法之調整(Adjustment)有明確數值，亦即在此變化下，不用重做確效。
(1) HPLC允許的變異
i. 移動相之pH值：±0.2
ii. 移動相之溶劑比例：±30％(相對)；但任一成分不得超過±10％(絕對)
iii. 管柱長度：±70％
iv. 管柱內徑：可被調整至固定現性流速
v. 管柱粒子大小：可減少到至多50％，但不能增大
vi. 注射體積：在相同精密度及偵測極限下，可任意減少；但不能增加
vii. 管柱溫度：±10℃，溫度影響滯留時間再現性
viii. 流速：當管柱改變，可由以下公式調整
(2) GC允許的變異
i. 烘箱溫度：±10℃
ii. 烘箱程序升溫：±20℃
iii. 管柱內徑：±50℃
iv. 其他未提及參數：同HPLC

四、確認確效方法(Verification of Compendial Procedures)
本章節是出自USP<1226>規範，適用於藥物主成分、成品及其賦形劑，根據美國cGMP 21CFR 211.194(a)(2)規範，所有實驗方法須依照實際使用方法挑選適當的確效特性，常見檢驗方式已如表2所列，確效(Validation)是利用一系列設計好的樣品(如不同濃度去算精密度等)去確定實驗分析方法好壞，確認標準方法(Verification)則是利用一系列分析環境(分析人員、儀器、試劑及基質)改變來確定分析環境是否適合。表4為USP要求須做的確效特性，而其他有關微生物檢驗之方法確效詳列在通則<51>、<61>、<71>、<1227>、而生物製劑方法確效則在<111>及<1033>有介紹。


表4: 主成分及賦形劑確認標準方法
	
	第一類
含量分析
	第二類
	第三類
含量分析
	第四類
鑑別試驗

	
	
	定量試驗
	含量分析
限度試驗
	
	

	HPLC/GC
	P
	P, S, LOQ
	S, LOD
	---
	S

	Spectro. or coloriment
	P
	P, LOQ
	S, LOD
	---
	S

	Titration
	P
	P
	---
	---
	---

	TLC
	---
	S, LOQ
	S, LOD
	---
	S

	Gel Electro.
	---
	S, LOQ
	S, LOD
	---
	S

	P=Precision; S=Specificity; L=Linearity; LOD=Limit of Detection ; LOQ=Limit of Quantitation



表5:劑型成品確認標準方法
	
	第一類
含量分析
	第二類
	第三類
含量分析
	第四類
鑑別試驗

	
	
	定量試驗
	含量分析
限度試驗
	
	

	HPLC/GC
	P,S,L
	P, S, LOQ
	S, LOD
	P
	S

	Spectro. or coloriment
	P,L
	P, LOQ
	S, LOD
	P
	S

	Titration
	P,L
	P
	---
	---
	---

	TLC
	---
	S, LOQ
	S, LOD
	---
	S

	Gel Electro.
	---
	S, LOQ
	S, LOD
	---
	S

	P=Precision; S=Specificity; L=Linearity; LOD=Limit of Detection ; LOQ=Limit of Quantitation







藥品重金屬分析方法
一、FDA與USP的關係及標準制定流程(USP、FDA and the standard setting process)
    (1) 食品藥物管理局(FDA)負責標準方法之施行，監測藥品及膳食補充劑等之安全、療效、新藥審查(NDA)、快速新藥審查(ANDA)上市事前核准、製造過程改變等查驗登記。
    (2) 美國藥典(USP)為私人機構，法源依據為1938年聯邦食品藥物化粧品管理法 (Federal Food, Drug and Cosmetic ，簡稱FD&C) 而設立，專職制定官方認可之藥物及膳食補充劑檢驗方法，提供近130個國家標準品製成，並負責標準方法之鑑定、標準品強度、純度、品質、藥品包裝及標籤標準方法等，並修訂或增修檢驗方法等。本次實習課程討論重金屬監測新法<232>藥品重金屬分析限量以及<233>藥品重金屬分析步驟並刪除<231>重金屬比色法檢測以及正式施行日期。USP審查檢驗方法委員多來自FDA退休後官員、已投身多年研發部分或是品管部門的產業界代表、以及科學家，成員多元，力求公告方法周全，兩者密不可分。
     (3) USP新檢驗方法如何從草擬到公告，如表6
表6:USP方法公告流程
	流程
	細部流程

	1. 審查提出
	USP接受藥商或由USP內部提出申請，若為通則需由General Chapters Chemical Analysis Expert審查

	2.科學聯繫會(scientific liaison)
  技術審查及草擬個論
	專家委員會、食品藥物管理署或實驗室支援審查草案，至少一個(scientific liaison)及其他USP單位如Reference Standard Scientist，此過程叫做”Peer review”

	3.USP初審
	(需要時，視情況決定是否須進行初審)

	4.草案公開
	在藥事論壇及在USP網站90天，接受各界指教批評
(此方法於2011年1月開始)

	5.專家學者再一次審查評估各界正反意見
	根據正反意見將會1.沒有修改草案逕付表決2.小幅修正草案，再付表決3.再修正草案，再進行4.

	6.專家委員會表決
	採線上投票、每一個章節自需經過一次表決。
在公布之前，需大部分專家委員會委員同意

	7.公布施行(先公告後正式)
	核定後之檢驗方法會在每年11月出版的藥典及2月或6月補篇刊登，並在方法公告後6個月後成為正式施行。
(如公告方法在USP37-NF 31版在2013.11，正式實行為2014.5.1)

	8.輿情回應
	紀錄實行後新法各界之評論，蒐集彙整後在交付科學聯繫會，必要時再進行修正方法


二、重金屬的起源(USP General Chapter <231> Background and issues)
    最早收載於1905年USP第8版藥典<231>重金屬比色法檢測，有硫化物法及目視比較鉛金屬法。而傳統<231>法有以下4個常見的問題：
1. 再現性：監測標準品及檢體顏色變化隨著時間會改變，再現性差。
2. 安全性：實驗步驟加入硫代乙醯胺(thioacetamide)試劑，反應後產生有毒之H2S氣體(比cyanide還毒)，且thioacetamide在加州及某些歐盟地區為禁用，沒有普遍性。
3. 非專一性且無定量概念：檢驗方法之感度隨元素而異，只有特定少數元素在一定濃度下才有反應
4. 主觀性：用肉眼測量，自由心證並不科學。
三、毒性探討(Toxicology Consideration)
    不純物(Elemental Impurities)包含環境有害物(Environmental contaminants)及催化劑(Catalyst)，可能的原因是自然存在、有意添加、無意添加(使用有機催化劑)。不純物金屬需要監測是有毒性的金屬，就是一般常見金屬”Big Four”砷、鎘、鉛、汞，依美國環保署(EPA)的IRIS-Integrated Risk Information Service、EPA Criteria Documents及HEAST-Health Effect Assessment Summary Table和美國衛生部(Department of Health and Human Services) 的Agency for Toxic Substances and Disease Registry資料介紹常見毒性依USP講義提供整理如表7，值得注意的是，有機砷(汞)沒有毒，無機砷(汞)才有毒。砷可分為有機砷與無機砷兩大類，因為一般海產類的食物都含有有機砷(Arsenobetain) 的成分，一般有機砷對人體的毒性很低，在人體中1-2 天內會被代謝掉，然後經由尿液排出體外，因此若是吃海產類會造成尿液總砷的假性上升；而無機砷還可分為零價砷、三價砷及五價砷等三種形式，其中以三價砷的毒性最高，攝取過量的無機砷化物，會堆積在肝、腎及膽中，無機砷在人體內引起致病機轉，砷會抑制硫氫基(SH-)的酵素活性，及影響呼吸鏈中酵素的活性而導致細胞及組織的傷害。由於慢性無機砷中毒已在流行病學的研究中証實，會引發人類癌症產生，因此國際癌症研究組織（The International Agency for Research on Cancer）已把砷歸類為第一類（Group 1）致癌物質。
表7常見金屬造成的毒性:
	元素
	毒性

	砷
	無機砷有致畸性(Carcinogen)，對酵素有反應，影響幾乎整個器官系統
有機砷主要來自於海產食物，例如魚、貝類及甲殼類等，在吸收後，很容易排出體外，對人體較無害，因此必要時須做物種鑑定(Speciation)以確定來源

	鎘
	累積在腎造成失去功能、肝中毒、並因為造成近曲小管功能喪失低血磷，造成痛風、肌肉無力、昏迷、高血氯，腎臟萎縮，最嚴重會置換骨頭鈣質，造成Itai-Itai病(痛痛病)

	鉛
	急性: 腸胃不適，急腹部痛、嚴重便祕、腦病變及腎病變
慢性: 慢性神經病變、心臟毒性、慢性腎病變、痛風性腎病變(Saturnine Gout，
小孩: 生長遲緩、行為改變

	汞
	無機汞: 腸胃潰瘍或穿孔、腎小管功能失調、肌肉無力、高血壓、周邊神經病變(癢、手腳有熱痛感)、皮膚顏色病變、脫皮


     由動物毒性實驗的反應程度定有五種閾值（threshold），用以評估毒性強弱並進而發展出各類毒性物質的每日允許攝取量。這五個界限值為：
一、沒有可觀察到的影響值（No-Observed-Effect Level，NOEL）。
二、沒有可觀察到的不良影響值（No-Observed-Adverse-Effect Level，NOAEL）。
三、可觀察到有影響的最低值（Lowest-Observed-Adverse-Direct Level，LOEL）。
四、可觀察到有不良影響的最低值（Lowest-Observed-Adverse-Effect Level，LOAEL）。
五、能殺死一半試驗總體之有害物數值（Lethal Dose To 50% Of Population，LD50）。
     除了癌症，美國是以沒有可觀察到的不良影響值(NOAEL)除以安全因素(Uncertainty Factors，人類為10)而得到參考劑量(Reference Dose, RfD) 值，經過體重權衡後，得每日允許暴露量(Permissible Daily Exposure，PDE)。而這一限值就是表示，對設定毒性物質可允許它每天進入體內之總和量，再比對是否超過限量，可作為某毒性物最大劑量。如已知某一物質NOAEL=10μg/kg/day，先除10(Uncertainty Factors)，得參考劑量RfD=1μg/kg/day，參考劑量(RfD)在以50公斤的人估算得知每日允受暴露量為50μg/day，也就是一天最多可攝取50μg的某物質。每日容許攝取量(provisional tolerable daily intake)為WHO底下的FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations)建議，以50公斤重的成人每日可容許攝取之常見金屬作為計算。
四、藥品重金屬分析限量<232> (Chapter<232>-Elemental Impurities Limits)
    適用範圍包含成品全部(包含主成分及賦形劑)，不包含膳食補充劑(參考<2232>)、動物用藥及傳統疫苗等，主要監測常見4大金屬”Big Four”砷、鎘、鉛、汞(但其他金屬亦有監測，請參照USP)，當汞及砷超標時需另外做物種鑑定(Speciation)，確定來源是否為無機態，否則受有機態影響偏差，但除非個論有提及，否則不須物種鑑定。以下為常見藥物成品元素限量，以口服、注射、吸入劑型及大體積注射(Large-Volume Parenteral, LVP(註:若注射體積大於100mL)為例，其中口腔及局部使用比照口服。
計算方式(Compliance Options)分為藥品分析計算(Drug product analysis option)及總和計算(Summation Options)。
1. 個別成分計算(Individual Component Option):
   只計算主成分所含金屬元素是否低於限量標準，利用公式PDE= Permissible Daily Exposure(μg/day) (每日允受暴露量，見表8)≧測量金屬值(μg/g)乘以每日最大服用量(g/day)，若PDE大於計算測量值乘以每日最大服用量則符合規範，反之則否。如500mg 錠劑，每日服用一次，而分析結果為含As=0.75μg/g，則依照公式及表9之最大暴露量 1.5(μg/day)≧0.75(μg/g)* 0.5(g/day)*1=0.375(μg/g，藥品符合砷金屬要求。
2. 總和計算(Summation Options)
   需計算除了主成分之外的賦形劑(注射用水不在本章節討論)，計算方式為PDE= Permissible Daily Exposure(每日攝取暴露量)≧〔主成分及賦形劑量測金屬濃度(mg/g)*藥品之總重量(g/dosage unit)〕*每日最大服用量(g/day)。例如250mg 錠劑，每日服用二次，而分析結果為含API(0.05g)含Pb=2.0μg/g、賦形劑 A(0.1g)含Pb=1.0(μg/g)及賦形劑 B(0.1g)含Pb=10.0(μg/g)則依照總和計算公式5μg/ day (PDE, 每日允受暴露量，見表9)≧〔(0.05g API*2μg/g)+(0.1g賦形劑 A *1μg/g )+ (0.1g賦形劑 B*10μg/g )〕=1.2 (μg/Tab)，又因為每日2次，2*1.2=2.4(μg/day)，5μg/g≧2.4(μg/day)，故此錠劑符合鉛金屬限量。





表8:藥物成品四大元素每日最大接受暴露量(以成人(50公斤)暴露量計算)
	Element
	Oral Daily Dose PDE註1 
(μg/day)
	Parental Daily Dose PDE(μg/day)
	Inhalational Daily Dose PDE
(μg/day)
	LVP註2Dose PDE
(μg/day)

	Inorganic Arsenic
	1.5
	1.5
	1.5
	0.15

	Cadmium
	25
	2.5
	2.5
	0.25

	Lead
	5
	5
	5
	0.5

	Inorganic Mercury
	15
	1.5
	1.5
	0.15


註1:PDE= Permissible Daily Exposure(每日允受暴露量)
註2: LVP=Large-Volume Parenteral(大體積注射)
五、膳食補充劑不純物<2232>及物種鑑定(Chapter<2232>- Dietary Supplement, Speciation)
    膳食補充劑（dietary supplement）的定義由1994年美國國會通過的《膳食補充劑健康教育法》（Dietary Supplement Health and Education Act of 1994）：作為飲食的補充劑並含有下列一種或多種成分： 維生素、礦物質、蛋白質等。針對膳食補充劑，物種鑑定是必要的，尤其砷及汞鑑別，且只考慮Big Four金屬砷、鎘、鉛、汞之限量，其他金屬不需要納入，且監測方式同於<232>。計算方式除前面個別成分計算及總和計算外。另有膳食補充劑分析法為每日攝取暴露量(Daily Dose PDE)需大於或等於測量值(measured value)乘以每日最大劑量(maximum daily dose)。或由PDE大於或等於MVSS(每份檢測出重金屬量)乘上N(每日最大使用數量)決定是否合格。砷物種鑑定方法則是參照通則<211>砷檢測法，加熱迴流加入Ferrous Chloride Tetrahydrate 再蒸餾方法。有機汞則是利用HPLC/AAS，移動相則是利用2-Mercaptoethanol溶在Methanol及Ammonium Acetate比例。 





六、藥品重金屬分析步驟<233>步驟(Chapter<233> Elemental Impurities - Procedure)
   藥典重金屬分析，一般採ICP-OES或ICP-MS方法，並提及限量及定量的確效特性。至於會選用何種方法來檢測重金屬，USP說沒有guidance是依據樣品的濃度(Limit)而定，ICP-OES的方法偵測極限約在ppb 等級，而其他的方法約在ppb至 sub-ppb等級。
1. 前處理方式(Pretreatment)
只適用於液體，須將物體消化處理，將樣品及可追溯由國家度量衡所(National Metrology Institute)生產的標準品(Certified reference material)分別加入沒有金屬雜質之濃酸(Concentrated Acid)，濃酸可為濃高純濃硝酸、高純濃硫酸、高純濃鹽酸、高純濃氫氟酸及王水(Aqua Regia)，所選用的酸由基質決定，加入的量也須取決於微波消化設備，並在密閉系統消化(Closed Vessel Digestion)下進行。以下為被廣泛使用前處理步驟:
(1)脫水，利用5 mL濃酸先消化0.5g的樣品
(2)微微蓋上蓋子，放入通風櫃靜置30分鐘
(3)再加入10 mL以上濃酸
(4)移入密閉式消化設備進行消化反應
(5)必要時可再加入5 mL以上濃酸重複
2. 限量(Limit)及定量(Quantitative)的確效規範
   目標濃度(J ,Target Limit or Target Concentration)為欲分析金屬之限量濃度(w/w)，目標濃度須經適當稀釋使其在儀器線性範圍(working range，50-200%)內，並由USP<232>摘錄表8:藥物成品常見元素每日允受暴露量(PDE)及表9預設常見主成分及賦形劑濃度限量相除可得目標濃度，再透過適當稀釋可換算限量濃度。因為重金屬監測的確效都用J表示。如鎘每日允受暴露量(PDE)為25μg/day(表8)，假設最大單日劑量為100 mg，則欲計算限量濃度則由每日允受暴露量/最大單日劑量=25μg / day/0.1g/day=250(μg/g)。有關USP<232>及<233>記載藥品重金屬限量及含量測定之確效特性，經整理如表10。
定量分析確效特性需包含精密度、準確度(中間精密度、再現性)、專一性、定量極限、線性，如表11。




表9: 藥物常見主成分及賦形劑濃度限量(以藥物為10g計算)
	Element
	Concentration Limits 
(μg/g) for Oral Drug Products with a Maximum Daily Dose≦10g/day
	Concentration Limits 
(μg/g)  for Oral Parental Products with a Maximum Daily Dose≦10g/day
	Concentration Limits 
(μg/g) for Inhalational Drug Products with a Maximum Daily Dose≦10g/day

	Inorganic Arsenic
	1.5
	1.5
	1.5

	Cadmium
	25
	2.5
	2.5

	Lead
	5
	5
	5

	Inorganic Mercury
	15
	1.5
	1.5


表10: 重金屬限量分析方法確效特性需包含Detectability(偵測極限)、Precision(精密度)及Specificity(專一性)
	確效規範
	方法
	Acceptance Criteria

	Detectability
(偵測極限)
	1. 比較標準品溶液(濃度J)與添加溶液A
(濃度J)回收添加，連續3次，取平均
2. 比較添加溶液B(濃度0.8*J)與標準品溶液
 (J)
	1.正負誤差15% 
2. 添加溶液B需小於標準品

	Precision
(Repeatability)
(精密度)
	在相同基質上添加目標金屬元素(濃度J)，
6重複
	標準偏差不超過 20%
(每一分析元素)

	Specificity
(專一性)
	需確定能從其他元素分離，如
利用N+1 溶液法(N=欲分析金屬數目)，配置溶液1為所有目標金屬(鉛、鎘、砷、汞)溶液，溶液2為除鉛以外含其他目標金屬溶液、
溶液3為除鎘以外含其他目標金屬溶液、
溶液4為除砷以外含其他目標金屬溶液、
溶液5為除汞以外含其他目標金屬溶液、
溶液N為空白溶液
	需確定能從其他元素分離



表11: 定量分析確效特性及允收標準
	確效規範
	方法
	Acceptance Criteria

	Accuracy
	在限量濃度J的50-200%，至少連續3次，取平均值
	70~150%

	Repeatability
	在相同基質上添加目標金屬元素
(濃度J)，6重複
	RSD NMT 20%
(每一分析元素)

	Ruggedness
	不同天、不同儀器、不同分析員
	RSD NMT 25%(N=12)
(每一分析元素)

	Specificity
	需確定能從其他元素分離
	需確定能從其他元素分離

	Quantitation Limit
	同Accuracy
	50-200%

	Linearity
	同Accuracy
	50-200%

	Range
	50-200%
	同Accuracy


七、實行計畫(Implementation Plans)
    USP<232>藥品重金屬分析限量最早於USP 2012年6月1日所發行之USP 35版第2次補篇刊登預告，2013年2月1日施行。USP<2232>膳食補充劑不純物則是出現在2013年2月1日USP 36版補編刊登預告，並於同年8月施行。施行一段時間後再經修訂並在2013年12月27日放在網路上，在USP官網藥典論壇Pharmacopeial Forum(以下簡稱PF) 40(2)-Mar-Apr 2014-評論至2014年5月31日止，接受各方意見。而原定於2014.05.01正式納入通則並同時刪除原USP <231>重金屬比色法章節，將延期至2015年12月1日正式實行。USP也早於2013年12月27日通知ICH建議部分修正ICH Q3D step2 文件中有關重金屬監測章節，並於今年6月協和出版ICH Q3D Step 4 Document 新的不純物規範，7月召開化學分析專家委員會(Chemical Analysis Expert Committee)將ICH Q3D Step 4及PF 40(2)論壇意見(見表12)建議將不純物納入通則一讀，9月則是委員會二讀<232>藥品重金屬分析限量及<233>藥品重金屬分析步驟，看是否有甚麼需要補強，10月則是付表決修正後的版本，2015年2月核准後<232>及<233>將會在USP38-NF33的第1次補篇出現，並於同年8月正式公告(Official)，並落日條款到2015年12月1日全面實行(Implementation Date)，並同時刪除通則<231>重金屬比色法檢測。
如表12: 有關藥物成品常見元素每日接受暴露量(以成人(50公斤)計算，括弧後紅色字
樣) PF40-(2)論壇
	Element
	Oral Daily Dose PDE(μg/day)
	Parental Daily Dose PDE
(μg/day)
	Inhalational Daily Dose PDE(μg/day)
	LVP Dose PDE
(μg/day)

	Inorganic Arsenic
	1.5(15)
	1.5(15)
	1.5(1.9)
	0.15(1.5)

	Cadmium
	25(5.0)
	2.5
	2.5(3.4)
	0.25

	Lead
	5(5.0)
	5(5.0)
	5(5.0)
	0.5

	Inorganic Mercury
	15
	1.5
	1.5(1.2)
	0.15



[bookmark: _Toc400379757]肆、 心得與建議
心得
   這次學習USP所舉辦「Validation and Verification of Analytical Procedures (分析方法驗證、確認、和轉移實習課程)」及「Analysis of Elemental Impurities」(藥品重金屬分析)」培訓課程，學習分析方法確效及重金屬等實驗方法，研習人員主要有來自義大利原料藥廠員工，主辦單位用英語授課，學員約20 位，另也有一位在荷蘭攻讀博士班的大陸人士來學習。
1、 USP並非定義「標準」的單位    
在確效方法特性中，USP並不會提供固定的數值，其內容、允收標準，均無固定答案，交由實驗室或機構針對實驗性質而定義。例如藥品常見回收添加率為97-103%合格，詢問講師Carmel是否USP有標準建議，講師則是回”It depends”取決於各實驗室。USP並非定義「標準」的單位，他們認為只要實驗室能提供固定的資料佐證實驗是否合理，沒有硬性規定，這是分析方法確效的精神，檢驗方法只要能通過USP確效所須執行要項(如表4及表5)，證明系統是穩定，即可確保分析品質，不需完全按照藥典所列之分析條件，例如有Robustness(耐變性)及Ruggedness(耐用性)可評估改變佐證實驗並無重大改變，與傳統只能接受單一標準的觀念不同。
2、  檢驗技術法規協和化是世界潮流
參照2005年11月核定之ICH Q2(R1) (Validation Of Analytical Procedures: Text And Methodology) 跟美國藥典USP<1225> (Validation of Compendial Procedures)比較發現兩者幾無差異，兩者只在名詞用字上有些微差異，之後參照ICH規範即可了解USP、EDQM(歐洲醫藥品質審查委員會-負責歐洲藥典審查)及JP(日本藥典)在各種檢驗法規上不同。 
建議
1、 中華藥典邀請食藥署退休人員、業界代表及科學家協力編纂
   USP組成係由退休之食品藥物管理署人員、經歷過研發處及品管部門多年之業界代表及科學家或教授組成，集合產、官、學經驗，以期能在制定檢驗方法較能面面俱到，建議我國藥典方法修訂及新增，有鑑於本組明年將負責中華藥典翻修，可以借重USP經驗，成立藥典編纂委員會(非政府組織)，邀請學有專精之檢驗專家退休後繼續將專業服務於國家。
2、 法規研訂需各界意見，可參考USP制定流程
   本次實習介紹USP重金屬重大變革，刪除舊有<231>重金屬比色法檢測並新增<232>藥品重金屬分析限量及<233>藥品重金屬分析步驟，了解如何方法公告時程，以及新法正式實施時間，過程嚴謹，廣納各方建言，我國未來法規研訂等需各界意見文件可參考USP流程作業模式，納入產學意見與外界溝通，使法規趨於更周全。另外，持續與USP或EDQM、ICH等先進國家、國際組織學習技術，並與課程講師建立良好關係，表達我國積極為用藥安全品質盡一份心力，利用科學軟實力讓國際看見臺灣的努力。

[bookmark: _Toc400379758]伍、 附錄
一、上課講是
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  講師Carmel(左)及Alex(右)及筆者(中)
二、上課場所
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	上課的地點Hilton飯店


三、上課講義(如附件)





附件2
出國報告審核表
	出國報告名稱：　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

	出國人姓名
（2人以上，以1人為代表）
	職稱
	服務單位

	岳宗漢
	技士
	衛生福利部食品藥物管理署

	出國類別
	考察 進修 研究 ■實習 
其他                     （例如國際會議、國際比賽、業務接洽等）

	出國期間：　103　年　7月　6日至　103年　7月10日
	[bookmark: _GoBack]報告繳交日期：　103　年　10　月　9　日

	出國人員自我檢核
	計畫主辦機關審核
	審      核      項      目

	   ■
■
■
■
■
■


  
  
  
  
  
  
■  
■
  
  
   
	   







  
  
  
  
  
  

  
  
  

	1.依限繳交出國報告
2.格式完整（本文必須具備「目的」、「過程」、「心得及建議事項」）
3.無抄襲相關資料
4.內容充實完備
5.建議具參考價值
6.送本機關參考或研辦
7.送上級機關參考
8.退回補正，原因：
（1）不符原核定出國計畫  
（2）以外文撰寫或僅以所蒐集外文資料為內容
（3）內容空洞簡略或未涵蓋規定要項  
（4）抄襲相關資料之全部或部分內容  
（5）引用相關資料未註明資料來源 
（6）電子檔案未依格式辦理   
9.本報告除上傳至出國報告資訊網外，將採行之公開發表：
（1）辦理本機關出國報告座談會（說明會），與同仁進行知識分享。
（2）於本機關業務會報提出報告
（3）其他                    
10.其他處理意見及方式：



	出國人簽章（2人以上，得以1人為代表）
	計畫主辦機關
審核人
	一級單位主管簽章
	機關首長或其授權人員簽章

	
	
	
	


說明：	
一、各機關可依需要自行增列審核項目內容，出國報告審核完畢本表請自行保存。
二、審核作業應儘速完成，以不影響出國人員上傳出國報告至「公務出國報告資訊網」為原則。
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