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SAZETAK

Antracenski derivati skupina su farmakoloski aktivnih prirodnih spojeva izrazenog
laksativnog djelovanja i glavne su djelatne sastavnice biljnih droga i pripravaka sene i
krkavine. U okviru rada dat je pregled najnovijih saznanja o primjeni droga Sennae
folium, Sennae fructus i Frangulae cortex kao laksativa, njihovom fitokemijskom
sastavu, mehanizmima djelovanja, te klinickim dokazima njihove ucinkovitosti. S
cillem usporednog vrjednovanja kakvoce fitopreparata sene i krkavine dostupnih u
Republici Hrvatskoj, u radu su provedena fitokemijska ispitivanja propisana u
relevantnim monografijama Europske farmakopeje (Ph. Eur. 7). Provedena je
identifikacija biljnih droga i pripravaka sene i krkavine, temeljena na dokazivanju
prisutnosti djelatnih senozida i glukofrangulina. Poseban naglasak u radu stavljen je
na odredivanje sadrzaja antracenskih derivata, kao najznacajnijeg pokazatelja
njihove kakvoc¢e odnosno terapijske djelotvornosti. Utvrdeno je da svi uzorci koji su u
prometu kao biljni lijekovi zadovoljavaju zahtjeve propisane Farmakopejom, dok oni
iz ostalih regulatornih skupina imaju dosta Sirok raspon sadrzaja djelatnih tvari.
Farmakopejske metode primijenjene su i za kvantifikaciju antracenskih derivata u
viSekomponentnim fitopreparatima sene i krkavine. Razlike u sadrzaju odredivanih
markera upucuju na potrebu standardizacije biljnog materijala i ekstrakata s ciljem
osiguravanja kakvoCe gotovog pripravka, a time i njegove ucinkovite i sigurne
primjene. UoCena je i potreba za razvojem i implementacijom novih, suvremenijih i
brzih metoda za identifikaciju i kvantifikaciju pojedinih antracenskih sastavnica,
posebice u sve zastupljenijim kombiniranim pripravcima. Rezultati rada ukazuju i na
potrebu uskladivanja i unaprjedivanja legislative u podruc¢ju biljnih pripravaka, sa

svrhom zastite zdravlja pacijenata.



SUMMARY

Anthracene derivatives are class of the pharmacologically active natural compounds
with laxative activity, and known to be the main constituents of senna and frangula.
Within this study, knowledge on the medicinal properties of the Cassia and Frangula
plants is enlarged by recent scientific reports on their phytochemical compaosition, in
vitro and in vivo studies on the mechanisms of their activity and toxicity as well as the
clinical proof of their efficiency. Comparative phytochemical analyses of senna- and
frangula- containing medicinal products were performed according to appropriate
European Pharmacopoeia monographs, with a goal to evaluate and compare the
quality of all anthracen laxatives available on the Croatian market. Identification of
studied herbal drugs and their preparations was based on detection of active
sennosides and glucofrangulins. Special emphasis was given to determination of
total anthracene derivatives contents, as the most important indicator of the herbal
medicine quality and therapeutic effectiveness. All products registered as herbal
drugs complied with prescribed requirements, while phytotherapeutics belonging to
other regulatory categories showed a wide variation in anthracene derivatives
content. Pharmacopoeial methods were also applied for quality control of multi-
component herbal preparations containing senna- or frangula-herbal drugs.
Considerable differences in contents of marker compounds suggested that
standardization of raw plant material and extracts may be necessary for quality
assurance of herbal medicines and also for their effective and safety use. There is a
need for development and implementation of new, modern and faster methods for
identification and quantification of anthracene constituents, especially for analyses of
polyherbal preparations. The results indicated the need for harmonisation and
improvement of legislation in the field of herbal preparations, in order to protect the

health of patients.
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1. UvOD

1.1 Fitoterapija i fitopreparati

KoriStenje biljaka u lije€enju razli€itih bolesti datira jos iz najranijinh razdoblja ljudske
civilizacije pa se fitoterapija smatra najdrevnijim oblikom lijec¢enja koji je i danas vrlo
popularan u svijetu i vazan je dio suvremene medicine. Razvoj fitoterapije temelji se
na empirijskim spoznajama prikupljanim i prenoSenim s generacije na generaciju
tijekom niza stoljeéa, te utkanim u tradicionalne sustave lijeCenja koji su sastavni dio
kulturne bastine brojnih naroda. Najpoznatiji svjetski tradicionalni medicinski sustavi,
kineska medicina, tibetanska medicina, indijska Ajurveda i Unani medicina, uvelike
se oslanjaju na biljnu medicinu koja se danas, jednako uspjeSno kao i tijekom
povijesti, prakticira u prevenciji i lijeCenju razli€itih zdravstvenih problema te je
sastavni dio nacionalnih zdravstvenih sustava [1, 2, 3]. Suprotno tradicionalnom
konceptu primjene ljekovitih biljaka, temeljenom prvenstveno na iskustvu iz
dugotrajne uporabe, u europskim je zemljama razvijen i Siroko prihvacen suvremeni
koncept primjene biljnih lijekova poznat kao racionalna fitoterapija. Nastala je radi
potrebe za razvojem i unaprjedenjem fitoterapije, kako bi biljni preparati bili
ucinkovitiji, njihova primjena sigurnija i temeljena na znanstvenim, prvenstveno
klinickim dokazima [4, 5]. Naime, iako je u razvijenim zapadnim zemljama lijecenje
billkkama imalo veliku vaznost sve do kraja 19. stolje¢a, s napretkom u farmaceutskim
i medicinskim znanostima, njihovu su dominaciju postepeno potisnuli moderniji
sintetski lijekovi. Medutim, u novije vrijeme na globalnoj je razini ponovo sve izrazeniji
porast zanimanja za fitoterapiju i fitopreparate. Posljedica je to jacanja opce svijesti 0
vaznosti ocCuvanja zdravlja i rastu¢e popularnosti prirodnih lijekova, ali i

nezadovoljstva konvencionalnom terapijom uslijed nedostatne djelotvornosti i sve
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brojnijih nuspojava [6]. Upravo fitoterapeutici vrlo ¢esto predstavljaju prvi izbor u
samolijeCenju, a pacijenti ih odabiru bilo u svrhu prevencije razvoja razli€itih oboljenja
ili lijeCenje blazih stanja bolesti, odnosno kao dodatnu terapiju kod kroni¢nih
oboljenja. Razlog tomu lezi u cinjenici da su pripravci biljnog porijekla Siroko
dostupni, relativno jeftini, ¢esto s priviaénim zdravstvenim tvrdnjama, a prije svega
zbog opceprihvaéenog misljenja da su prirodni i zbog toga potpuno sigurni i bez
nezeljenih djelovanja [7]. Biljni preparati koji se koriste u racionalnoj fitoterapiji sadrze
standardizirane biljne droge i ekstrakte, dakle poznatog su kemijskog sastava i
sadrzaja djelatnih tvari i propisane farmaceutske kakvoce, te pokazuju o dozi ovisan
terapijski ucinak, a poznata su i njihova neZeljena djelovanja, kontraindikacije i

interakcije, pa su kao takvi sastavni dio suvremene medicine.

Prema definiciji Europske agencije za lijekove (engl. European Medicines Agency,
EMA) biljni ljekoviti proizvodi (fitopreparati) su oni ljekoviti proizvodi koji isklju€ivo
sadrze djelatne tvari biljnog porijekla, tj. jednu ili viSe biljnih droga/tvari, jedan ili viSe
bilinih pripravaka ili njihovu mjeSavinu. Biljne droge/tvari su cjelovite ili usitnjene
biljke, dijelovi biljaka, alge, liSajevi ili gljive u osuSenom (rjede svjezem) obliku i
neobradene izlu€ine biljaka. Biljni pripravci se dobivaju iz biljnih droga usitnjavanjem,
ekstrakcijom, destilacijom, frakcioniranjem, prociS¢avanjem, ukoncentriravanjem, ili
fermentacijom. Obuhvacaju usitnjene ili praskaste biljne droge, tinkture, ekstrakte,
eteriCna ulja, istisnute sokove i preradene izlu€ine biljaka [6]. Pod djelatnim tvarima u
fitopreparatima ne podrazumijevaju se Cisti kemijski spojevi prisutni u biljci jer
razliCite tvari prisutne u biljnoj drogi/pripravku mogu medusobno imati sinergisticki
odnos po pitanju djelotvornosti i neskodljivosti te ¢esto biljna droga odnosno njen
pripravak pokazuje bolje djelovanje i ima maniji rizik od nezeljenih uc¢inaka u odnosu

na ekvivalentnu koli¢inu izolirane sastavnice [7].



1.1.1 Kakvoca fitopreparata

Fitopreparati imaju osobita obiljezja po kojima se uvelike razlikuju od sintetskih
ljekova: sadrze viSe od jedne bioaktivne sastavnice i mehanizam djelovanja im vrlo
Cesto nije potpuno razjasSnjen [9]. Ishodni biljni materijal koji se koristi za njihovu
proizvodnju potjeCe iz uzgoja ili se dobiva sakupljanjem samoniklih biljaka iz prirode.
Kemijski sastav ljekovitih biljaka stoga moze biti vrlo promjenjiv jer na njega utjeCe
niz razli¢itih ¢imbenika, od onih genetskih pa do geografskog polozaja i uvjeta rasta
(pedoloski uvjeti, godisnje varijacije temperature i vlaznosti, koli¢ina oborina, duzina
dana, vrijeme sijanja, upotreba pesticida i gnojiva, gustocu nasada i dr.). Osim
navedenih unutarnjih, na kakvocéu fitopreparata utjeCu i vanjski ¢imbenici medu koje
ubrajamo kontaminaciju (teSkim metalima, pesticidima, mikroorganizmima ili
mikotoksinima), patvorenje (dodavanje kemijskih tvari, zamjena billkama slabije
kakvoce, dodatak drugih biljnih dijelova) i zamjenu uslijed pogresne identifikacija
biljaka [9, 10]. Razlike u kemijskom sastavu ishodnog biljnog materijala zajedno s
razli€itim postupcima proizvodnje medu proizvodaCima mogu rezultirati znacajnim
razlikama u kakvoéi fitopreparata. Kako bi se osigurala njihova farmaceutska
kakvoca, u proizvodnji polaznih biljnih sirovina potrebno je slijediti smjernice Dobre
poljoprivredne i sakupljacke prakse (engl. Good agricultural and collection practices,
GACP) [11], a u proizvodnji biljlnog preparata primijeniti smjernice Dobre
proizvodacke prakse (engl. Good manufacturing practice, GMP) [12] koje su donijele
Europske agencije za lijekove (engl. European Medicines Agency, EMA) i Svjetska
zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization, WHO). Ujednacena i
dosljedna kakvoca fitopripravaka postize se standardizacijom ili kvantifikacijom biljne

sirovine jer se time dobiva proizvod s odredenom koli¢inom djelatnih sastavnica, dok



se istovremeno neke neZeljene bioaktivne tvari mogu ukloniti. U tu svrhu EMA je

definirala markere koji se prema analitickoj i terapijskoj namjeni mogu podijeliti na:

1. djelatne tvari — kemijski definirana sastavnica ili skupina sastavnica poznate

klinicke djelotvornosti, Ciji sadrzaj odreduje vrijednost biljne droge/pripravka,

2. djelatni markeri — kemijski definirane sastavnice ili skupina sastavnica s
farmakoloskim svojstvom, koje zajedno s drugim prisutnim tvarima doprinose
djelotvornosti biljne droge/pripravka (ne postoji dokaz da su same odgovorne

za Klini¢ku djelotvornost);

3. negativni markeri — neZeljene sastavnice biljne droge/pripravka (npr. alergeni,

toksini)

4. analiticki (nedjelatni) markeri — glavne sastavnice biljne droge/pripravka koje
se koriste samo u analiticke svrhe (npr. za ,fingerprint* analizu, izrazavanje
koli¢ine biljne droge/pripravka u gotovom lijeku ukoliko je odreden sadrzaj
prisutnog analitickog markera) [13].

Neki od izazova koji se javljaju tijekom standardizacije fitopreparata su problemati¢na
identifikacija biljnog materijala, namjerna patvorenja, te problemi kontaminacije
tijekom skladiStenja i transporta [14]. S obzirom na kompleksnost njihove kakvoce,
upravo su nedostatci u profilima standardne kontrole fitopreparata jedna od glavnih
prepreka njihovom opcem prihva¢anju u razvijenijim dijelovima svijeta. Naime, velik
broj biljnih formulacija sadrzi desetak ili viSe bioaktivnih sastavnica, pa je za te
preparate tesko definirati parametre kontrole kvalitete. Isto tako €esto nisu dostupni
ni referentni standardi djelatnih tvari ili drugih vaznih markera. Provjeru kakvoce
fitopreparata znatno otezava podatak da je cesto rije€ o viSekomponentnim
preparatima tijekom Ccije proizvodnje dolazi do mijeSanja pojedinacnih droga u
kompleksnu mjeSavinu iz koje je ponekad vrlo tesko izdvoijiti, identificirati i analizirati

svaku od sastavnica [14].



Iz navedenog je razvidno da je osiguranje propisane kakvoce fitopreparata vrlo
zahtjevan proces, te je stoga vazno slijediti GACP i GMP smjernice tijekom cijelog
procesa proizvodnje kako bi se dobio proizvod prihvatljive kakvocée. Provjera kakvoce
mora pratiti razvoj ljekovitog biljnog proizvoda od samih polaznih biljnih sirovina do
gotovog preparata koji dolazi na trziste, jer samo fitopreparat farmaceutske kakvoce

moze osigurati ocekivani terapijski u€inak i siguran je za primjenu.

1.1.2 Sigurnost primjene fitopreparata

Unosom u ljudski organizam ljekovite tvari mogu osim poZeljnog, terapeutskog
ucinka, izazvati i nezZeljene, za organizam Stetne ucinke. Biljni ljekoviti preparati
sadrze viSe od jedne bioaktivne tvari, a pove¢anjem broja aktivnih tvari povecava se i

mogucnost pojave interakcija i nuspojava [15, 16].

Niz je razliCitih razloga zbog kojih se pri primjeni fitopreparata mogu javiti Stetne
reakcije. Kao naj¢eS¢e se navode zamjena sa Stetnim/otrovnim biljnim vrstama ili
koriStenje neodgovarajucih biljnih dijelova, pogreSke u doziranju ili nac¢inu primjene
preparata, interakcije s drugim lijekovima, kontaminacija biljnog materijala tesSkim
metalima, pesticidima ili patogenim mikroorganizmima ili pak krivotvorenje dodatkom
nedeklariranih sintetskih farmakoloski aktivnih tvari [17]. Zamjena s drugom biljnom
vrstom najCeS¢e se dogada zbog pogresne identifikacije biljnog materijala, uglavhom
pri sakupljanju biljaka iz prirodnog staniSta, i najCeS¢e je posljedica nedovoljne
educiranosti samih sakupljaca. Problem identifikacije javlja se i zbog koristenja
neodgovarajuceg nazivlja, naj¢esce stranih narodnih imena biljaka, i sve je uCestaliji
na globalnom trzistu ljekovitih biljaka. U praksi su ¢Cesti primjeri zamjene biljnih droga

tradicionalne kineske medicine gdje pojedini isti ili vrlo sli¢ni kineski nazivi



oznaCavaju viSe potpuno razli¢itin biljnih vrsta. Zbog toga se uvijek preporuca
koriStenje latinskih binomnih naziva (rod, vrsta, podvrsta i autor) kako bi oznaCavanje

biljaka bilo jednoznac¢no svugdije u svijetu [7, 17].

UjednacCenost fitokemijskog sastava i farmaceutska kakvoca preduvjet su
ostvarivanju sigurne i ucinkovite primjene fitopreparata, no njihovo ispunjavanje nije
nimalo jednostavno. Posljedica je to niza ¢imbenika koji na njih utjeCu, od problema
identifikacije, geneticke varijabilnosti, raznolikih uzgojnih uvjeta, procesa skupljanja i
prerade biljnog materijala, do isto tako zna¢ajnog nedostatka znanstvenih podataka o
djelatnim tvarima te farmakoloskom i toksikoloskom djelovanju. Pripravci razli€itih
proizvodac¢a mogu se znacajno razlikovati jer je gotovo nemoguce kontrolirati sve
faktore koji utjeCu na kemijski sastav biljne droge i gotovog pripravka. Stoga je i s
aspekta sigurnosti vazno standardizirati biljne droge i njihove pripravke kako bi se
osigurao ujednacen sadrzaj i sastav sastavnica i tako zajamcila u€inkovita i sigurna

primjena [7].

Veliki broj ljekovitih biljaka, kao i sintetski lijekovi, pokazuje ljekovito djelovanje u
jednoj dozi, a u drugoj viSoj dozi djeluje toksi¢no. Interakcije izmedu viSe biljaka ili
biljaka i lijekova mogu povecati ili smanijiti farmakoloski ili toksikoloSki ucinak
pojedinih sastavnica. Sinergijski ili antagonisticki terapijski u¢inci mogu komplicirati
doziranje kod dugotrajnog lije¢enja. Primjer su Cesto koriSteni fitopreparati Cije
sastavnice inhibiraju metabolizam lijekova inhibicijom enzima citokroma P450
(ginkgo, kava, noéurak, gospina trava, ¢esSnjak) [7, 16]. U novije se vrijeme zbog sve
veceg trenda istodobne primjene intenzivno proucavaju interakcije konvencionalnih

lijekova i biljnih preparata [18].



Buduci da pacijenti fitopreparate najéeSce koriste u preveciji ili samolije¢enju te ih
sSmatraju potpuno prirodnim i sigurnim, pojavu nezeljenih uc€inaka ¢esto niti ne
povezuju s njihovom primjenom. Isto tako njihovo koriStenje u velikom broju
sluCajeva ne spominju svojemu lije€niku, koji tako ne moze povezati nuspojavu s
uzimanjem odredenog biljnog preparata. Navedeni razlozi glavni su uzrok
dosadasSnjeg malog broja prijavljenih nuspojava. Medutim, znacajni porast upotrebe
bilinih preparata kao i trgovina biljnim sirovinama na globalnoj razini smatraju se
najzasluznijim za pojavu sve veceg broja nuspojava. Posljednjih nekoliko godina
regulatorna su tijela intenzivirala svoje aktivnosti vezane uz poticanje korisnika

lijekova i zdravstvenih djelatnika na prijavu nuspojava na fitopreparate [19].

1.1.3 Regulatorni status fitopreparata

Zakonska regulativa biljnih proizvoda je vrlo kompleksno podrucje, karakterizirano
znacajnim razlikama i podlozno €estim promjenama. U Republici Hrvatskoj biljne
droge i njihovi pripravci na trziSte dolaze u Cetiri razli€ite skupine: kao hrana i dodaci
prehrani koji podlijezu Zakonu o hrani [20] te biljni lijekovi i galenski pripravci koji
podlijezu Zakonu o lijekovima [21]. Sam problem nadzora i kontrole kakvoce

fitopreparata usko je povezan s njihovim regulatornim statusom.

Hrana je zakonski definirana kao "svaka tvar ili proizvod preraden, djelomi¢no
preraden ili nepreraden, a namijenjen je konzumaciji ili se moze opravdano ocekivati
da ¢e ga ljudi konzumirati" i pri tom "nije dopusteno stavljati na trziSte zdravstveno
neispravnu hranu" [20] te se mora osigurati sljedivost u njenoj proizvodnji i prodaji.
Dodacima prehrani "smatraju se pripravci proizvedeni iz koncentriranih izvora

hranjivin tvari ili drugih tvari s hranjivim ili fizioloSkim uc€inkom koji imaju svrhu



dodatno obogatiti uobi€ajenu prehranu u cilju odrzavanja zdravlja“. Pod ,drugim
tvarima“ podrazumijevaju se biljne vrste i ekstrakti biljnih vrsta, kao i aminokiseline,
esencijalne masne kiseline, vlakna, mikroorganizmi, jestive gljive, alge, pceliniji
proizvodi i druge tvari s hranjivim ili fizioloSkim u€inkom. Njihovo je stavljanje na
trziSte Republike Hrvatske dodatno regulirano Pravilnikom o dodacima prehrani [22].
Temelji se na pismenom obavijeStavanju Ministarstva zdravlja o stavljanju u promet
dodatka prehrani. Prethodno ishodenje odobrenja od strane Povjerenstva za dodatke
prehrani pri Ministarstvu zdravlja potrebno je samo ako se na trziSte zeli staviti
preparat s navedenom joS neodobrenom zdravstvenom tvrdnjom, ili ako sadrzi
neodobrenu biljnu vrstu. Provjera kakvoce prehrambenih proizvoda i dodataka
prehrani vrSi se na zahtjev sanitarne inspekcije, no pri tome se najceSc¢e ne vrsi
potpuna kontrola kakvoce pripravka ve¢ se samo provjerava zdravstvena ispravnost
koja obuhvaca odredivanje teskih metala i mikrobioloSku Cisto¢u, Sto ukazuje na to
da njihova kakvoc¢a nije rutinski regulirana. S ciljem uskladivanja sa zakonskom
regulativom Europske unije u podru€ju dodataka prehrani i zdravstvenih tvrdnji u
novije je vrijeme doneseno joS nekoliko zakonskih propisa kojima se regulira njihov

sastav, oznaCavanje i stavljanje na trziste [23, 24, 25].

Prema Zakonu o lijekovima, lijekom se smatra ,svaka tvar ili mjeSavina tvari
namijenjena lije€enju ili sprjeCavanju bolesti kod ljudi odnosno svaka tvar ili
mjeSavina tvari koja se moze primijeniti na ljudima u svrhu obnavljanja, ispravljanja ili
prilagodbe fizioloskih funkcija farmakoloSkim, imunoloSkim ili metabolickim
djelovanjem ili postavljanja medicinske dijagnoze®. ,Tvar® moze biti kemijska ili pak
ljudskoga, zivotinjskog ili biljnog podrijetla (npr. mikroorganizmi, biljke, dijelovi biljaka,
izlu€ine biljaka, biljni ekstrakti). Biljni lijek definiran je kao lijek koji kao djelatne tvari

sadrzi iskljucivo jednu ili viSe biljnih tvari ili jedan ili viSe biljnih pripravaka, ili jednu ili



viSe biljnih tvari u kombinaciji s jednim ili viSe biljnih pripravaka. Kao zasebna skupina
izdvaja se tradicionalni biljni lijek €iju je sigurnost primjene i djelotvornost moguce
prepoznati na temelju njegove tradicionalne uporabe od najmanje 30 godina, od toga
najmanje 15 godina u Europskoj uniji. Registracija tradicionalnog biljnog lijeka odvija
se po pojednostavljenom postupku, s obzirom na sadrzaj dokumentacije o sigurnosti
primjene i djelotvornosti lijeka, no farmaceutska kakvoca mora biti propisano
dokazana. Zakonom o lijekovima utvrdeni su postupak ispitivanja i stavljanja u
promet, proizvodnja, oznacCavanje, klasifikacija, promet, farmakovigilancija,
oglasavanje i informiranje, nadzor nad lijekovima te provjera njihove kakvoce [21].
Odobrenje za stavljanje lijekova u promet u Republici Hrvatskoj izdaje Agencija za
ljekove i medicinske proizvode (HALMED), na temelju dostavljenih rezultata
farmaceutskih ispitivanja (fizikalno-kemijskih, bioloskih i mikrobioloSkih ispitivanja) te
izvieS¢a o nekliniCkim i klinickim ispitivanjima. U postupku davanja i obnove
odobrenja za stavljanje lijeka u promet Agencija kontrolira njegovu kakvocu, te se
naknadno takoder provjerava kakvocéa lijekova iz prometa, najmanje jednom u
razdoblju vazecée registracije od pet godina. Sam proizvodac lijeka zakonski je

obvezan obavljati redovitu provjeru kakvoce svake serije lijeka.

Galenski pripravak je "lijek izraden u laboratoriju ljekarne ili u galenskom laboratoriju
prema postupku izrade u vazecéoj farmakopeji ili prema standardnoj recepturi iz
stru¢nih farmaceutskih prirucnika te normama dobre prakse za galenske
laboratorije”. Prema zakonskim propisima, njegovo stavljanje u promet ne zahjeva
odobrenje HALMED-a €¢ime je znatno olakSan njihov dolazak na police ljekarni. Od
svih odredbi Zakona o lijekovima, na galenske pripravke se odnose samo one o
provjeri kakvoce, prema kojima je sama zdravstvena ustanova ili ljekarna koja je

proizvela galenski pripravak duzna voditi oCevidnik o obavljenoj provjeri njegove



kakvoce [21]. Provjeru kakvoce lijekova i galenskih pripravaka iz prometa obavlja
HALMED na zahtjev farmaceutske inspekcije Ministarstva zdravlja. Zbog znakova
neuobi€ajenih pojava ili sumnji u kakvo¢u odnosno krivotvorinu lijeka ili galenskog
pripravka, na zahtjev Ministarstva ili Agencije obavlja se izvanredna provjera kakvoce

[26].

1.2 Opstipacija i laksativi

1.2.1 Opstipacija

Uspostavljanje normalne dinamike praZnjenja crijeva vazan je Cimbenik zdravija.
Nakon Sto se iskoriste hranjive tvari hrane, neiskoriStene tvari dolaze u debelo
crijevo, te se za 18 do 24 sata izlu€uju iz organizma. Ukoliko u tom vremenu ne dode
do praznjenja, Stetne tvari nagomilavaju se uz razvijanje razli€itih simptoma
(nelagoda, osjecaj nadutosti, bolovi u trbuhu, glavobolja, kozni problemi), pa je stoga

normalno i redovito praznjenje crijeva vazan doprinos cjelokupnom zdravlju.

Zatvor se ne smatra boleS¢u, ve¢ simptomom kojeg karakterizira otezano Iili
neucestalo praznjenje crijeva, koje moze biti praceno tvrdom i suhom stolicom i
osjecajem nepotpunog praznjenja. O opstipaciji govorimo ako je stolica rjeda od tri
puta tjedno i ako to stanje traje duze od dva tjedna. Kroni¢na opstipacija
dijagnosticira se kada stanje traje duze od Sest tjedana [27]. Svakako da u obzir
treba uzeti i postojanje individualnih razlika medu pojedincima, pa se u slucaju
odsutnosti nelagode ili drugih smetnji opstipacija ne dijagnosticira u svim
sluCajevima. Naj¢eS¢im uzrocima zatvora smatraju se prehrana siromasna vlaknima,
nedovoljan unos tekucine i nedovoljna tjelesna aktivnost. Ostali ¢imbenici koji mogu
uzrokovati opstipaciju su primjena pojedinih skupina lijekova (opioidni analgetici,
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antacidi s aluminijem i kalcijem, antiparkinsonici, antidepresivi, nadomjesci Zeljeza,
diuretici i antikonvulzivi), mlijeko i mlije¢ni proizvodi, odredena patoloSka stanja
(sindrom iritabilnog crijeva, parkinsonizam, multipla skleroza, mozdani udar,
hipotireoza, dijabetes, divertikuli ili tumor kolona), trudno¢a i putovanja.
Epidemioloski podaci govore da se ¢eSce javlja kod Zena, osoba starijin od 65 godina

I u nebjelackoj populaciji [28].

Opstipacija je najCeS¢a probavna smetnja | prepoznata je kao znacCajan
javnozdravstveni problem. Pretpostavlja se da treCina populacije zapadnih
industrijaliziranih zemalja barem povremeno pati od nje [29]. Ukoliko se ne lijeci,
kroni€na opstipacija moze dovesti do nastanka hemoroida, analne fisure, opstrukcije
crijeva, a rjede i do perforacije kolona i sterkoralnog peritonitisa te prolapsa organa
[30]. Buduci da uzroci opstipacije nisu jednaki kod svih pacijenata, i njeno je lijecenje
individualno. Obi¢no se lije€i simptomatski, iako bi ispravniji pristup bio utvrditi uzrok
njena nastanka, pa su s tim cillem u novije vrijeme i razvijeni razliciti fizioloSki testovi
kolorektalne funkcije [31]. Prvi korak u lijeCenju opstipacije obuhvaca povecanje
tielesne aktivnosti, promjenu prehrane s vec¢im unosom vilakana te povecanjem
unosa tekucine. Tek ukoliko taj pristup nije ucinkovit pristupa se farmakoterapiji

laksativima.

1.2.2 Laksativi

Laksativi su sredstva koja olakSavaju defekaciju te se koriste kod akutne i kroni¢ne
opstipacije. Njihova primjena indicirana je i kod pripreme crijeva za dijagnostiCke
postupke, u preoperativnom i postoperativnom lijeCenju kao i kod stanja koja

zahtjevaju olakSano praznjenje crijeva.
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NajceSca podjela laksativa je na [29]:

1. Laksativi koji bubre - vezuc¢i vodu ovi laksativi povecavaju masu crijevnog
sadrzaja i time potiCu rad crijeva i refleks defekacije; npr. ljuskice indijskog

trpuca, metilceluloza i kalcijev polikarbofil

2. Osmotski laksativi - poti€u apsorpciju vode u crijeva te tako povecavaju masu
crijevnog sadrZaja i ujedno ga omekSavaju; npr. magnezijev ili natrijev sulfat,

laktuloza, sorbitol i polietilenglikol

3. Stimulirajuéi laksativi - djeluju vec¢inom u debelom crijevu tako da povecavaju
motilitet i intestinalnu sekreciju; npr. antrakinonske biljne droge, derivati
difenilmetana (bisakodil, natrijev pikosulfat), ricinusovo ulje, natrijev dokusat i

klizme

4. Neuromuskularne tvari — novija heterogena skupina laksativa koji djeluju na

razliCite nacine, npr. tegaserod, prukaloprid, misoprostol i nalokson

1.2.2.1 Antracenski laksativi

Antracenski laksativi su prirodni laksativi biljnog podrijetla. Najznacajnije biljne vrste
koje sadrze antracenske derivate su: sena (Cassia senna L. i C. angustifolia Vahl),
krkavina (Rhamnus frangula L.), ameri¢ka krkavina (Rhamnus purshianus D.C.), aloj
(Aloe barbadensis Mill.) i rabarbara (Rheum palmatum L. i R. officinale Baill.) [32].
Ljekovite droge, ekstrakti droga, te rjede i Cisti izolirani spojevi koji se dobivaju iz ovih
biljaka na trziStu su prisutni u razli€itim farmaceutskim oblicima, uglavnhom kao Cajevi,

tablete, kapsule i sirupi.
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Znanstveno je utvrdeno da antracenski derivati sene i krkavine djeluju kao
stimulirajuéi laksativi, te da je mehanizam njihova djelovanja dvojak. Nakon oralne
primjene, antracenski glikozidi prolaze kroz Zeludac i tanko crijevo te nepromijenjeni
dolaze u debelo crijevo, gdje se pod utjecajem crjevnih bakterija metaboliziraju.
FarmakoloSki aktivni metaboliti djelomiéno se apsorbiraju i djeluju na dva nacina.
Prvo, pojaCavaju peristalticke kontrakcije debelog crijeva, a time i osiguravaju brzi
prolazak sadrZaja kroz njega Sto smanjuje apsorbciju tekuéine. Drugo, povecéana je
paracelularna propusnost kroz sluznicu debelog crijeva zbog inhibicije Na/K
adenozintrifosfataze 1 inhibicije kalijevih kanala, Sto takoder rezultira vecim
zadrZzavanjem vode i povecanjem mase i mekocCe stolice. Najnovija istraZivanja
pokazuju da senozid A, odnosno njegov aktivni metabolit rein, inhibira spontanu
pokretljivost proksimalnog dijela kolona, ali je ubrzava u distalnom dijelu [33].
Laksativno djelovanje povezuje se i s luminalnom razinom prostaglandina, a
djelomi€no je i posredovano kolinergi¢nim Zivcima. Na primjeru emodina utvrdena je
povezanost laksativnog ucinka i povecane ekspresije akvaporina 3 koji djeluje kao
pozitivni regulator PKA/p-CREB signalnog puta. AQP3 protein ima znacajnu ulogu u
regulaciji izlu€¢ivanja vode u debelo crijevo [34, 35]. Zbog vremena potrebnog za
transport do debelog crijeva i nastanak aktivnih metabolita, antracenski laksativi

ispoljavaju djelovanje tek 6-10 sati nakon primjene [3, 5, 18].

Na temelju rezultata neklini¢kih i klini€kih istrazivanja te misljenja stru¢njaka utvrdena
je dnevna doza od 15 do 30 mg hidroksiantracenskih derivata koja se preporuca za
postizanje laksativnhog ucinka. Primijenjena doza preparata mora biti ekvivalentna
propisanoj koli€ini djelatnih tvari i uzima se jednom dnevno, uvece prije spavanja [36,
37, 38]. Koristenje antracenskih laksativa dozvoljena je kod osoba starijih od 12

godina, ali se ne preporuca trudnicama i dojillama. Indicirani su za kratkotrajnu
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primjenu, mogu se Koristiti dva do tri puta tjedno najduze kroz 1 do 2 tjedna [36, 37,
39, 40]. Stoga je njihovo uzimanje opravdano kod povremenih opstipacija, dok se
kod dugotrajnog zatvora ne preporucuje, osim u iznimnim slu¢ajevima i to kao
sastavnica mjeSavine s osmotskim laksativima ili onima koji bubre [41, 42]. Primjena
antracenskih laksativa kontraindicirana je kod niza gastrointestinalnin poremecaja
kao Sto su opstrukcija, stenoza ili atonija crijeva, apendicitis, upalne bolesti debelog
crijeva (Crohnova, ulcerozni kolitis) i abdominalni bolovi nepoznatog porijekla te kod

raznih stanja dehidracije uzrokovanih nedostatkom vode ili elektrolita [36, 37].

Nezeljeni ucinci i eventualno Stetno djelovanje antracenskih glikozida sene i krkavine
bila su tema znafajnog broja znanstvenih istrazivanja. Buduc¢i da ovu skupinu
laksativa pacijenti ¢esto odabiru u samolijeCenju i bez struénog savjetovanja te zbog
dobre ucinkovitosti koriste duze nego Sto je to preporuCeno, pojava neZzeljenih
uc€inaka nije rijetkost. Primjena antracenskih laksativa moze uzrokovati bolove u
trbuhu pracene gréevima, reakcije preosjetljivosti te dijareju, posebice u slu¢ajevima
uzimanja prevelikih doza. KroniCna primjena i/ili zlouporaba moze uzrokovati
poremecaj koncentracije elektrolita te dovesti do albuminurije i hematurije. Kao
posljedica dugotrajne upotrebe moze se javiti hipokalijemija, koja moze uzrokovati
srane poremecaje i asteniju miSi¢a, posebice kod istovremene primjene sréanih
glikozida, diuretika, kortikosteroida ili korijena sladi¢a. Joo i sur. [43] ustvrdili su da su
ljena crijeva, koje karakterizira smanjen broj haustralnihn nabora i smanjena
kontrakcija, posljedica oSteéenja neurona | muskulature kolona uzrokovanih
dugotrajnom primjenom stimulirajucih laksativa. Kao ¢esta nuspojava navodi se i
pseudomelanoma coli, pigmentacija crijeva nastala zbog prebrze apoptoze stanica
sluznice kolona pri ¢emu nastaje fuscin koji sluznicu boji u tamno smede. Ta je

pojava reverzibilna, te prestankom uzimanja antracenskih laksativa nakon nekog
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vremena nestaje [44,45]. Medu nizom istrazivanja u tom podrucu, vrlo je zanimljivo
ono Willemsa i sur. [46] koji su na temelju pronadenih sesilnih polipodnih lezija
debelog crijeva, Cija je histoloSka analiza ukazala na vilotubularni adenom s
displazijom niskog stupnja, zakljucili da se ne bi smjela poticati primjena antracenskih
laksativa. Do ovog su zakljuCka dosli na temelju jednog slu€aja - pacijenta s
transplatiranom jetrom, a u obzir su uzeli i prethodna izvjeS¢a o mogucoj ulozi
laksativa s antracenskim derivatima u razvoju kolorektalnog adenoma i karcinoma.
Dugotrajna primjena antracenskih laksativa kao i unos visokih doza u nekoliko se
istrazivanja dovodilo u vezu s povecanim rizikom pojave kolorektalnog tumora [42,
47, 48]. Medutim, najnovija istrazivanja [49, 50, 51] nisu potvrdila povezanost
antracenskih laksativa i tumora debelog crijeva niti kod Zivotinja niti kod ljudi.
Primjena laksativa s antracenskim derivatima, u preporu¢enim dozama i vremenu

uzimanja, smatra se opcéenito sigurnom [36, 37, 39, 40].

1.3 Antracenski spojevi u ljekovitim drogama sene i krkavine

1.3.1 Senin list (Sennae folium) i senin plod (Sennae fructus)

Rod Cassia pripada biljnoj porodici Caesalpiniaceae i obuhvaéa oko 700 biljnih vrsta
pretezito rasprostranjenih u subtropskim i tropskim podrucjima [52]. Farmaceutski su
znacCajne samo dvije vrste tog roda: Cassia angustifolia Vahl, poznata kao tinevelSka
sena, i Cassia senna L. (sin. C. acutifolia Delile), poznata kao aleksandrijska ili
Khartoum sena (Slika 1). Vrsta C. angustifolia potjeCe iz Arabije, ali se danas kultivira
u Indiji (pokrajina Tinnevelly) i Pakistanu, dok vrsta C. senna potjeCe iz sjeverne i
sjeveroistocne Afrike, a uzgaja se u dolini Nila, najviSe u Egiptu i Sudanu [43]. Za

dobivanje ljekovitih biljnih droga sabiru se listovi i plodovi koji na trziSte dolaze pod
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ljiekarniCkim nazivima Sennae folium i Sennae fructus (Slika 1). Biljna droga Sennae
folium sastoji se od osuSenih liski vrste Cassia senna ili C. angustifolia, ili mjeSavine
obiju vrsta. OsuSeni plodovi tinvelSke i aleksandrijske sene na trziSte dolaze
odvojeno pod ljekarniCkim nazivima Sennae fructus angustifoliae i Sennae fructus

acutifoliae.

Izgled biljke

Sena raste kao grm, polugrm ili viSegodiSnja zelen s parno perastim listovima i
grozdastim cvatovima koji se sastoje od zutih zigomorfnih cvjetova (Slika 1).
TinevelSka sena naraste i do 2 m, liske su joj na perastim listovima uske i produzene,
2-5 cm duge, 6-15 mm Siroke, kratkih petelki, list je razdjeljen na 5-9 pari liski blago
Zucékastozelene do svijetlomaslinaste boje. Aleksandrijska sena je polugrm visine do
60 cm, listovi su razdijeljeni na 4-5 pari liski koje su 1,5-3,5 cm duge, 5-10 mm
Siroke, sivozelene do svijetlomaslinaste. Plod (mahuna) je pljosnat, viSe ili manje
zakrivljen, koznat, dug 15-18 mm (tinevelSka) odnosno 20-25 mm (aleksandrijska)
inosi 5-7 (tinevelSka) tj. 7-10 (aleksandrijska) sjemenki smede-zelene boje, a

povrSina mu je rupicasta i mrezasto izbrazdana [ 53, 54, 55].

Fitokemijski sastav

Dosadasnja istrazivanja pokazala su slozenost kemijskog sastava sene. Nositelji
laksativnog djelovanja biljnih droga Sennae folium i Sennae fructus su antracenski
derivati antronske strukture (reducirani antracenski derivati) €iji ukupni udio iznosi
oko 3%. Glavne djelatne tvari su diantronski glikozidi senozidi A i B (rein-diantronski
glikozidi), a u manjoj koli€ini prisutni su i senozidi C i D (rein-aloj-emodin-
heterodiantronski glikozidi). Uz antronske spojeve, detektirani su i slobodni te
glikozidno vezani antrakinoni rein i aloj-emodin, posebice rein-8-glukozid i rein-8-
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soforozid (Slika 2). Od ostalih spojeva sena sadrzi 2-3% sluzi, flavonoide (uglavnom
derivate kemferola) te 0,05% etericnog ulja u Cciji sastav ulaze mono- i
seskviterpenski spojevi, fenilpropani, palmitinska kiselina i dr. 1z listova i plodova
izolirana su dva naftalenska derivata koja nemaju farmakolosko znacenje, ali su
vazni za identifikaciju odnosno razlikovanje dviju oficinalnih vrsta sene: tinevelin-8-
glukozid nalazimo samo u vrsti C.angustifolia, dok 6-hidroksimuzicin glukozid samo
kod vrste C. senna [54]. U novije vrijeme iz sene su izolirana i dva nova

karboksilirana benzofenonska glikozida [55].

(B) ©)

Slika 1. Biljna vrsta Cassia acutifolia L. — sena (A) i ljiekovite droge Sennae folium — senin list

(B) i Sennae fructus — senin plod (C)
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Znanstvena istrazivanja pokazala su da se pojedini biljni dijelovi sene razlikuju
sadrzajem i sastavom antracenskih derivata te da plod sadrzi manje antracenskih
derivata od lista [54], a razlike su uocene i izmedu dviju oficinalnih Cassia vrsta [33,
56]. Varijabilnost u sadrzaju antracenskih derivata ustanovljena je i u biljnom
materijalu razliitog geografsko-klimatskog podrijetla [57]. Utvrdeno je da na sadrzaj i
sastav djelatnih tvari u listu sene utjeCe i starost listova te vrijeme njihova sabiranja
[58]. U jednom od novijih istraZzivanja [46] istrazivaCi su proveli DNK karakterizaciju
Cetiriju vrsta sene i tako omogucili razlikovanje tih morfoloSko-anatomskih vrlo sli¢nih
vrsta te time doprinijeli unaprijedenju identifikacije oficinalnih droga i razlikovanju od

patvorina i/ili zamjena.

R1 R2 9-9
senozid A H COzH R*,R (treo)
senozid B H COzH R",S" (eritro)
senozid C H CH20H R",R" (treo)
senozid D H CH20H R",S" (eritro)
senozid E CO-COzH COzH R*,R (treo)
senozid F CO-COzH COzH R*,S" (eritro)
HO
OH
OH O OH O
I | I COOH I I I CH,OH
rein aloj-emodin

Slika 2. Antracenski derivati u biljnim drogama Sennae folium i Sennae fructus

18



1.3.2 Krkavinina kora (Frangulae cortex)

Krkavina (Rhamnus frangula L. ili Frangula alnus Mill.) je ljekovita biljka koja pripada
porodici Rhamnaceae. Siroko je rasprostranjena po cijeloj Europi, nalazimo je i u
sjevernoj Africi, sjeverozapadnoj Aziji te u Sjevernoj Americi, a u Hrvatskoj raste u
podrucju uz Dravu i Dunav. U ljekarniStvu se koristi kora sakupljena s mladih stabala i
grana krkavine koja se potom suSi i na trziSte dolazi pod ljekarniCkim nazivom
Frangulae cortex (Slika 3). Droga na trziStu uglavnom potjece iz Europe, prvenstveno

iz Poljske [54].

(B)

(©)

Slika 3. Biljna vrsta Rhamnus frangula L. — krkavina (A i B) i liekovita droga Frangulae cortex
— krkavinina kora (C)

19



Izgled biljke

Krkavina je 1-3 m visok grm ili do 7 m visoko stablo. Listovi su tanki, Siroko ovalni, s
peteljkom, pri vrhu Siljasti i cjelovita ruba. Cvjetovi se razvijaju po 2-10 u pastitcima.
Oblik im je ljevkast, s ¢askom od 5 lapova i vjencicem s 5 latica. Cvjetovi su
dvospolni, bijele ili zelenkastobijele boje. Biljka cvate od svibnja do lipnja. Plodovi su
malene koStunice crnoljubi¢aste boje, a javljaju se u rujnu. Kora je crvenosmeda do
sivosmeda, glatka i sjajna, s mnogobrojnim poprecnim, bjeliCastim lenticelama [50,

51].

Fitokemijski sastav

Za terapijski ucinak krkavinine kore odgovorni su antracenski derivati koji se s
obzirom na strukturna obiljezja ubrajaju u antrakinonske O-glikozide. Glavne djelatne
tvari su diglikozidi glukofrangulin A (emodin-6-0-a-L-ramnozil-8-0-B-D-glukozid) i
glukofrangulin B (emodin-6-0-B-L-apiozil-8-0-B-D-glukozid) te monoglikozidi frangulin
A, B i C (emodin-6-0-a-L-ramnozid, emodin-6-0-B-L-apiozid i emodin-6-0-B-L-
ksilozid). Droga sadrzi joS i manje koli€¢ine slobodnih antrakinonskih aglikona
frangula-emodina, emodin-9-antrona i dr. antrakinonske glikozide i antrone [40, 58]
(Slika 4). Trjeslovine i peptidni alkaloidi (frangulanin, franganin) takoder su prisutni u
drogi. U svjezoj krkavininoj kori glukofrangulini se nalaze u reduciranom obliku, a u
uskladiStenoj u oksidiranom. Buduci da se antron O-glikozidi (reducirani oblici)
Smatraju odgovornim za ozbiljne gastrointestinalne nuspojave, kora krkavine smije se
koristiti tek nakon jednogodisSnjeg uskladistenja tijekom kojeg dolazi do spontane
oksidacije i nastanka oksidiranih antracenskih derivata. Danas se to vrijeme skraéuje

L=ubrzanim starenjem* pri poviSenoj temperaturi (80-100 °C) i uz dovod zraka [40].
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Antrakinoni

OR, O OH

frangulin A
frangulin B
glukofrangulin A
glukofrangulin B
frangula emodin
fiscion
krizofanol

HO I ‘ I CH
H

R1 R2
a-L-ramnoza H
3-D-apioza H
a-L-ramnoza B-D-glukoza
3-D-apioza B-D-glukoza
H H

CHz H
(nesupstituiran) H

Dihidroantraceni

OH O OH

3
H

frangula-emodin antron

Slika 4. Antracenski derivati u biljnoj drogi Frangulae cortex
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1.3.3 Kilini¢ka ucinkovitost fitopreparata sene i krkavine

Ucinkovitost antracenskih laksativa klini€ki je dokazana te usporedivana s drugim
skupinama laksativa [36, 37, 40, 41]. Pripravci sene klini¢ki su vrjednovani u lijeCenju
opstipacije i €iS¢éenja crijeva prije radioloskih pretraga ili kolonoskopije. Medutim, u
vecini istrazivanja primjenjivani su u kombinaciji s prehrambenim vlaknima. U
istraZivanju provedenom na starijim pacijentima s kroni€hom opstipacijom, u kojoj je
usporedno istrazeno djelovanje kombiniranog preparata vlakana i seninog ploda
(Agiolax) i osmotskog laksativa laktuloze, u€inkovitijim se pokazao preparat koji je
sadrzavao senu [36]. Novija istrazivanja govore u prilog ucinkovitoj primjeni visokih
doza fitopripravaka sene u €iS¢enju debelog crijeva kao pripremi za kolonoskopiju

[42].

Jedini rezultati koji potvrduju klinicku ucinkovitosti krkavinine kore dobiveni su
istrazivanjem kombiniranih fitopreparata i starijeg su datuma. Dvije nekontrolirane
studije, provedene 1970-tih godina na konstipiranim pacijentima, dokazale su
djelotvornost fitopreparata Laxaristona® koji je u 3 g sadrzavao 0,9 g metil celuloze,
0,3 g krkavinine kore (13,5 mg hidroksiantracenskih derivata), 0,3 g senina lista (7,5
mg hidroksiantracenskih derivata), 0,15 g rabarbarina korijena (6,75 mg
hidroksiantracenskih derivata) i 0,015 g ekstrakta stolisnika, te je primjenjivan u
dnevnoj dozi od 3 do 7,6 g. Obzirom da od ukupno 27,75 mg hidroksiantracenskih
derivata sadrzanih u 3 g preparata oko 50% njih potjeCe iz krkavinine kore, moze se

pretpostaviti njen znac¢ajan doprinos ucinkovitosti [40].

Sveobuhvatan pregled znanstvene literature pokazuje nedostatak novijih
kontroliranih klini¢kih istrazivanja u kojima bi se vrjednovao ucinak samih droga ili

pripravaka krkavine i sene na reprezentativnom uzorku populacije.
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1.3.4 Farmakopejske monografije biljnih droga sene i krkavine

Republika Hrvatska kao Clanica Europske unije prihvatila je i primjenjuje sve norme
kakvoce za biljne lijekove i pripravke koji se objavljuju u Europskoj farmakopeji (Ph.
Eur.). Zakonom o lijekovima propisano je da kakvoca lijeka i sirovina za proizvodnju
ljeka mora biti u skladu s Hrvatskom farmakopejom, odnosno lijek mora biti
proizveden i provjerene kakvoée u skladu s postupcima i zahtjevima vaZece
Europske farmakopeje [21]. Na taj se nacin, primjenom priznatih farmakopejskih
normi osigurava i unaprijeduje kakvoca i sigurnost lijekova, a sve u svrhu zastite
zdravlja pacijenata. U Europskoj farmakopeji nalazimo vise monografija biljnih droga i
pripravaka sene i krkavine, u kojima su utvrdeni zahtjevi za izradu i kakvocu, kao i
postupci za provjeru kakvoce za svakog od njih [65]. U nastavku je dan potpuni
prijevod s engleskog na hrvatski jezik nekoliko za rad relevantnih monografija, bududi

da iste nisu u potpunosti prevedene i prikazane u 2. izdanju Hrvatske farmakopeje.

U 7. izdanju Europske farmakopeje nalazimo monografiju biljne droge Sennae
folium - senin list (prijevod u nastavku) koja uz opis droge i njene znacajke donosi i
propise za identifikaciju droge, ispitivanje stupnja Cisto¢e i odredivanje sadrzaja
djelatnih tvari. Osim monografije same biljne droge, u Ph. Eur. nalazimo i monografiju
sa zahtjevima kakvoce standardiziranog suhog ekstrakta seninog lista (Sennae folii
extractum siccum normatum ), pripravljenog iz seninog lista odgovarajucim
postupkom ekstrakcije pomocu etanola (50 - 80% V/V). Prema farmakopejskom
zahtjevu, taj senin preparat mora sadrzavati najmanje 5,5% i najviSe 8,0%
hidroksiantracenskih glikozida, izrazenih kao senozid B u odnosu na suhi ekstrakt, a
odredeni sadrzaj ne smije se razlikovati za viSe od £10% u odnosu na deklarirani.
Dijelovi monografije koji opisuju zahtjeve za potvrdu identiteta tankoslojnom

kromatografijom te odredivanje sadrzaja djelatnih antracenskih derivata gotovo su
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istovjetni u obje monografije, a provjera kakvocCe ekstrakta dodatno zahtjeva joS i
ispitivanje mikrobioloSke €isto¢e. U Ph. Eur nalazimo odvojene monografije seninog
ploda, Sennae fructus acutifoliae  (prijevod u nastavku) i Sennae fructus

angustifoliae . Propisani postupci za provjeru kakvoce tih dviju droga su istovjetni, a
njihovo je razlikovanje, osim manjih razlika u morfoloSkim obiljezjim, uglavnom
temeljeno na razli¢itim zahtjevima za sadrzaj djelatnih tvari: dok plod aleksandrijske
sene mora sadrzavati najmanje 3,4% hidroksiantracenskih glikozida, zahtjev za plod
tinvelSke sene je nizi i iznosi najmanje 2,2% hidroksiantracenskih glikozida,

izra¢unano kao senozid B i izrazeno u odnosu na suhu drogu.

Monografija Frangulae cortex - krkavinina kora (prijevod u nastavku) uz opis droge i
njene znaCajke donosi i propise za identifikaciju droge, ispitivanje stupnja cistoce i
odredivanje sadrzaja djelatnih glukofrangulina. Pored monografije same biljne droge,
u Ph. Eur. nalazimo i monografiju standardiziranog suhog ekstrakta krkavinine kore
(Frangulae corticis extractum siccum normatum ), dobivenog iz krkavinine kore
odgovaraju¢im postupkom ekstrakcije pomocéu etanola (50-80% V/V). Ekstrakt
farmakopejske kakvoée mora sadrzavati najmanje 15,0% i najviSe 30,0%
glukofrangulina, izrazeno kao glukofrangulin A u odnosu na suhi ekstrakt, a odredeni
sadrzaj se ne smije razlikovati za viSe od +10 % u odnosu na deklarirani. Propisane
metode identifikacije ljekovitih tvari i odredivanja njihova sadrzaja kao i ostali zahtjevi
kakvoce jednake su u obje monografije, a jedina razlika odnosi se na dodatni zahtjev

ispitivanja mikrobioloSke Cisto¢e ekstrakta.
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SENIN LIST
Sennae folium
odgovara monografiji Ph. Eur. 7.0 01/2008:0206, Senna leaf

DEFINICIJA

Senin list sastoji se od osuSenih liski vrste Cassia senna L. (C. acutifolia Delile), poznate kao
aleksandrijska ili Khartoum sena, ili vrste Cassia angustifolia Vahl, poznate kao tinevelSka
sena, ili mjeSavine tih dviju vrsta.

Sadrzi najmanje 2,5% hidroksiantracenskih glikozida, izrazenih kao senozid B (Ca2H33020; M,
863) u odnosu na suhu drogu.

ZNACAJKE
Senin list ima blagi karakteristi¢ni miris. Makroskopska i mikroskopska obiljezja opisana su
pod identifikacijskim testovima A i B.

IDENTIFIKACIJA

A. C. senna dolazi u obliku sivozelenih ili smedezelenih, tankih, lako lomljivih liski koje su
ovalne, asimetricne na bazi, obi¢no 15-40 mm duge, 5-15 mm Siroke, najSire u donjoj
polovici; povrSina je blago hrapava, s obje strane prekrivena finim kratkim dladicama.
Perasto rasporedene Zilice vidljive su veé¢inom na donjoj strani, bo¢ni ogranci su pod
kutem od 60° u odnosu na centralnu Zilu i zadebljale tako da tvore greben blizu ruba.

Stomatalni indeks (2.8.3): 10-12,5-15.

C.angustifolia dolazi u obliku Zutozelenih ili smedezelenih liski koje su izduzene i ovalne,
blago asimetriche na bazi, obicno 20-50 mm duge, 7-20 mm Siroke, najSire u sredini.
PovrSine na obje strane lista su glatke, s malim brojem kratkih dlacica i ¢esto obiljeZzene
poprecnim ili kosim linijjama.

Stomatalni indeks (2.8.3): 14-17.5-20

B. Usitniti drogu u praSak (355) (2.9.12). PraSak je svjetlozelen ili zelenoZut. Promatrati pod
mikroskopom uz otopinu kloralhidrata R. PraSak pokazuje slijedeée osobine: poligonalne
epidermalne stanice s medustani¢nim pucima (2.8.3); jednostani¢ne dlake, koni¢nog
oblika, bradaviCaste kutikule, izolirane ili usadene izmedu epidermalnih stanica;
sklerenhimska vlakna prekrivena prizmati¢nim kristalima kalcijeva oksalata; spuzvasti
parenhim sadrZi ruZice kalcijeva oksalata.

C. Tankoslojna kromatografija (2.2.27).

Ispitivana otopina. U 0,5 g praskaste droge (180) (2.9.12) doda se 5 mL smjese jednakih
volumena etanola (96%-tni) R i vode R te zagrije do vrenja. Ekstrakt se centrifugira i za
daljnju analizu koristi supernatant.

Poredbena otopina. Otopi se 10 mg senina ekstrakta CRS u 1 mL smjese jednakih
volumena etanola R i vode R (ostaje blagi talog).

Ploc¢a: TLC silikagel G ploca R

Mobilna otopina: ledena octena kiselina R, voda R, etil acetat R, propanol R (1:30:40:40
VIVIVIV)

NanoSenje: 10 yL, u vrpci 20x2 mm

Razvijanje: na duzini od 10 cm

SuSenje: na zraku.

Detekcija: prska se s 20% V/V otopinom nitratne kiseline R te zagrijava 10 min na 120
°C. Ostavi se ohladiti te prska otopinom 50 g/L kalijevog hidroksida R u etanolu (50%
V/IV), sve dok se ne pojave zone.

Rezultati: Glavne zone u kromatogramu ispitivane otopine (senozidi B, A, D i C po
redosljedu rastu¢e R; vrijednosti) su poloZzajem, bojom i veli€¢inom jednake glavnim
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zonama u kromatogramu poredbene otopine. Izmedu zona koje odgovaraju senozidima
D i C moze se vidjeti crvena zona koja odgovara rein-8-glukozidu.

D. U tikvicu okruglog dna stavi se oko 25 mg droge u prasku (180) i doda 50 mL vode R i 2
mL kloridne kiseline R. Zagrijava se u vodenoj kupelji 15 min, ohladi te ekstrahira s
40 mL etera R. Eterski sloj se odvoji i posusi preko bezvodnog natrijevog sulfata R.
Zatim se 5 mL upari do suha te se ohladenom ostatku doda 5 mL razrijedenog amonijaka
R1. Razvije se Zuta ili naran€asta boja. Zagrijavanjem 2 min u vodenoj kupelji razvije se
crvenkastoljubiCasta boja.

ISPITIVANJA

Strane primjese (2.8.2). NajviSe 3% stranih organa i najviSe 1% stranih elemenata.

Gubitak suSenjem (2.2.32). NajviSe 12,0%, odredeno na 1,000 g droge u prasku (355)
susenjem 2 sata u suSioniku na 105 °C.

Ukupni pepeo (2.4.16). NajviSe 12,0%.

Pepeo netopljiv u kloridnoj kiselini (2.8.1). Najvise 2,5%

ODREPBIVANJE SADRZAJA

Postupak se provodi uz zastitu od svijetlosti.

U tikvicu od 100 mL stavi se 0,150 g droge u prasku (180). Doda se 30,0 mL vode R,
promijeSa se, vagne te stavi u vodenu kupelj. Zagrijava se 15 min uz povratno hladilo. Ostavi
se ohladiti, vagne te dopuni vodom R do pocetne mase. Centrifugira se i 20,0 mL
supernatanta prenese u lijevak za odjeljivanje od 150 mL. Doda se 0,1 mL razrijedene
kloridne kiseline R te ekstrahira tri puta s po 15 mL kloroforma R. Kad se slojevi odijele, sloj
kloroforma se odbaci. Doda se 0,10 g natrijevog hidrogenkarbonata R te mucéka 3 min.
Centrifugira se i 10,0 mL supernatanta prenese u tikvicu okruglog dna od 100 mL s
ubrusenim grlom. Doda se 20 mL otopine Zeljezovog klorida R1 te promijeSa. Zagrijava se 20
min, uz povratno hladilo, u vodenoj kupelji s razinom vode iznad razine tekucine u tikvici.
Doda se 1 mL kloridne kiseline R te nastavi grijati 20 min, uz ¢esto protresivanje sve dok se
talog ne otopi. Ostavi se ohladiti, prenese u lijevak za odjeljivanje i ekstrahira tri puta s po 25
mL etera R s kojim se prethodno ispere tikica. Sjedinjeni eterski slojevi isperu se dva puta s
15 mL vode R. Eterski sloj prenese se u odmjernu tikvicu i razrijedi do 100,0 mL eterom R.
PaZljivo se upari 10,0 mL do suha te ostatak otopi u 10,0 mL otopine 5 g/L magnezijevog
acetata R u metanolu R. Izmjeri se apsorbancija (2.2.25) na 515 nm, koriste¢i metanol R kao
poredbenu otopinu.

IzraCuna se udio senozida B u postocima prema izrazu:

(Ax1,25)/m
uzimajuci da je specificna apsorbancija senozida B 240.
A = apsorbancija na 515 nm,

M = masa ispitivane tvari u gramima.

CUVANJE
Cuva se zasti¢eno od viage.
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PLOD ALEKSANDRIJSKE SENE
Sennae fructus acutifoliae

odgovara monografiji Ph. Eur. 7.0 01/2008:0207, Senna pods, alexandrian

DEFINICIJA

Osuseni plod vrste Cassia senna L. (C. acutifolia Delile).

Sadrzaj: najmanje 3,4% hidroksiantracenskih glikozida, izraCunano kao
senozid B (Cs2H38020; M, 863) u odnosu na suhu drogu.

ZNACAJKE
Plod aleksandrijske sene ima blag miris.

IDENTIFIKACIJA

A. SpljoSteni plod bubreZastog oblika, zeleni ili zeleno smedi sa smedim mrllama na
mjestima gdje su sjemenke, obi¢no 10-50 mm dug i najmanje 20 mm Sirok. Na jednom
kraju je zaSilien a na drugom ima kratku peteljku. Plod sadrZi 6-7 spljoStenih jajolikih
sjemenki koje su zelene ili svijetlosmede, s neprekinutom mreZzom uocljivih nabora na
opni.

B. Usitniti drogu u prah (355) (2.912). PraSak je smed. Ispitati pod mikroskopom uz otopinu
kloralhidrata R. Vide se slijedeCe karakteristike: epikarp sastavljen od poligonalnih stanica
s malim brojem koni¢nih bradaviCavih dlaka i ¢esto s anomo- i paraciticnim pucima
(2.8.3); sklerenhimska vlakna u dva isprepletena sloja, prekrivena prizmati¢nim kristalima
kalcileva oksalata; karakteristicne palisadne stanice sjemenki i slojevite stanice
endosperma,; ruzice i prizme kalcijeva oksalata.

C. Tankoslojna kromatografija (2.2.27)
Ispitivana otopina. U 0,5 g droge u prasku (180) doda se 5 mL smjese jednakih volumena
etanola R i vode R te zagrije do vrenja. Centrifugira se i za ispitivanje koristi supernatant.
Poredbena otopina. Otopi se 10 mg senina ekstrakta CRS u 1 mL smjese jednakih
volumena etanola R i vode R (ostaje neznatan talog).
Ploc¢a: TLC silikagel G ploca R
Mobilna otopina: ledena octena kiselina R, voda R, etil acetat R, propanol R (1:30:40:40
VIVIVIV).
NanoSenje: 10 uL, u vrpci 20x2 mm.
Razvijanje: na duZzini od 10 cm.
SuSenje: na zraku.
Detekcija: prska se s 20 % VIV otopinom nitratne kiseline R te zagrijava 10 min na 120
°C. Ostavi se ohladiti te prska otopinom 50 g/L kalijevog hidroksida R u alkoholu (50 %
V7V), sve dok se ne pojave zone.
Rezultati: Glavne zone u kromatogramu ispitivane otopine su poloZajem, bojom i
veli¢inom jednake glavnim zonama u kromatogramu poredbene otopine (senozidi B, A, D i
C po redosljedu rastuc¢e Rt vrijednosti). Izmedu zona koje odgovaraju senozidima D i C
moZe se vidjeti crvena zona koja odgovara rein-8-glukozidu. Zone koje odgovaraju
senozidima D i C su slabog intenziteta u kromatogramu ispitivane otopine.

D. U konusnu tikvicu stavi se oko 25 mg droge u prasku (180) te doda 50 mL vode Ri 2 mL
kloridne kiseline R. Zagrijava se u vodenoj kupelji 15 min, ohladi te ekstrahira s 40 mL
etera R. Eterski sloj se odijeli i posuSi preko bezvodnog natrijevog sulfata R. Zatim
se 5 mL upari do suha te se ohladenom ostatku doda 5 mL razrijedenog amonijaka R1.
Razvije se Zuta ili naranCasta boja. Zagrijavanjern 2 min u vodenoj kupelji razvije se
crvenkastoljubi¢asta boja.
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ISPITIVANJA

Strane primjese (2.8.2). NajviSe 1%.

Gubitak suSenjem (2.2.32). NajviSe 12,0 %, odredeno na 1,000 g droge u prasku (355)
suSenjem 2 sata u suSioniku na 105 °C .

Ukupni pepeo (2.4.16). NajviSe 9,0%.

Pepeo netopljiv u kloridnoj kiselini (2.8.1). NajviSe 2,0%.

ODREPBIVANJE SADRZAJA

Postupak se provodi uz zastitu od svijetlosti.

U tikvicu od 100 mL stavi se 0,150 g droge u prasku (180). Doda se 30,0 mL vode R,
promijeSa, vagne te stavi u vodenu kupelj. Zagrijava se 15 min uz povratno hladilo.
Ostavi se ohladiti, vagne i nadopuni do poCetne mase vodom R. Centrifugira se i 20,0 mL
supernatanta prenese u lijevak za odjeljivanje od 150 mL. Doda se 0,1 mL razrijedene
kloridne kiseline R i ekstrahira tri puta s po 15 mL kloroforma R. Kad se slojevi odijele, sloj
kloroforma se odbaci. Doda se 0,10 g natrijevog hidrogenkarbonata R te mucka 3 min.
Centrifugira se i 10,0 mL supernatanta prenese u tikvicu okruglog dna od 100 mL s
ubrusenim grlom. Doda se 20 mL otopine Zeljezovog klorida R1 te promije3a. Zagrijava se 20
min, uz povratno hladilo, u vodenoj kupelji s razinom vode iznad razine tekucine u tikvici.
Doda se 1 mL kloridne kiseline R te nastavi zagrijavati 20 min, uz ¢esto protresivanje sve dok
se talog ne otopi. Ostavi se ohladiti, prenese u lijevak za odjeljivanje i ekstrahira tri puta s po
25 mL etera R, s kojim se prethodno ispere tikvica. Sjedinjeni eterski ekstrakti isperu se dva
puta s 15 mL vode R. Eterski sloj prenese se u odmjernu tikvicu i razrijedi do 100,0 mL
eterom R. Pazijivo se upari 10,0 mL do suha te ostatak otopi u 10,0 mL otopine 5 g/L
magnezijevog acetata R u metanolu R. Izmjeri se apsorbancija (2.2.25) na 515 nm koristeci
metanol R kao poredbenu otopinu.

IzraCuna se udio senozida B u postocima prema izrazu:

(Ax1,25)/m
tj. uzimajuci da je specifi¢na apsorbancija senozida B 240.
A = apsorbancija na 515 nm,

m = masa ispitivane tvari u gramima.

CUVANJE
Cuva se zasti¢eno od viage.
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KRKAVININA KORA
Frangulae cortex

odgovara monografiji Ph. Eur. 7.0 04/2011:0025, Frangula bark

DEFINICIJA

OsusSena, cijela kora ili dijelovi kore stabljika i grana vrste Rhamnus frangula L. (Frangula
alnus Miller).

SadrZaj: najmanje 7,0% glukofrangulina, izrazeno kao glukofrangulin A (C27H30014; M, 578,5) i
izraCunano u odnosu na suhu drogu.

IDENTIFIKACIJA

A. Iskrivljeni, gotovo spljosteni ili svinuti, jednostruko ili dvostruko namotani komadi kore
obi¢no 0,5-2 mm debeli, razliC¢ite duzine i Sirine. Sivosmeda ili tamnosmeda vanjska
povrSina je longitudinalno izbrazdana i prekrivena brojnim sivkastim, popre¢nim
lenticelama; ispod gornjeg vanjskog sloja vidi se tamnocrveni sloj. Naran¢astosmeda ili
crvenosmeda unutrasnja povrSina je glatka i ima fine longitudinalne nabore; u dodiru s
luZinom pocrveni. PovrSina prijeloma je nepravilna i vlaknasta s unutrasnje strane.

B. Mikroskopsko ispitivanje (2.8.23). PraSak je Zuto- ili crvenosmed. Ispitati pod
mikroskopom uz otopinu kloralhidrata R. Vide se slijedec¢e karakteristike: brojne likovnice
u tangencijalnom ili longitudinalnom podrucju, djelomiéno lignificirana, okruzena
stanicama s prizmama kalcijeva oksalata, ponekad sadrze sr¢ikine zrake; crvenosmedi
fragmenti pluta; fragmenti likastog parenhima, u longituginalnom podrucju sadrZi ruZice
kalcijeva oksalata ili u tangencijalnom podrucju sadrzi sréikine zrake i ruzice kalcijeva
oksalata; nekoliko dijelova kolenhima; izolirane ruZzice i prizme kalcijeva oksalata.

C. Ispitati kromatograme koji su dobiveni u ispitivanju B za druge vrste roda Rhamnus; antroni
na UV svjetlu na 365 nm.
Rezultati:  Kromatogram ispitivane otopine u donjoj trecini pokazuje dvije
narancastosmede zone (glukofrangulini) te u gornjoj treCini dvije do ¢ etiri crvene zone
(frangulini koji nisu uvijek jasno odvojeni te frangula-emodin iznad njih).

D. U oko 50 mg droge u prasku (180) doda se 25 mL razrijedene kloridne kiseline R i zagrijava
u vodenoj kupelji 15 min. Ohladi se i ekstrahira s 20 mL etera R te vodeni sloj odbaci.
Promucéka se eterski sloj s 10 mL razrijedenog amonijaka R1. Vodeni sloj postaje
crvenkastoljubicast.

ISPITIVANJA
Druge vrste roda Rhamnus; antroni.  Tankoslojna kromatografija (2.2.7).
Ispitivana otopina: U 0,5 g droge u prasku (180) doda se 5 mL etanola (70% VIV) R i
zagrijava do vrenja. Ostavi se ohladiti i centrifugira. Supernatant se odmah odlije i koristi za
ispitivanje unutar 30 min.
Poredbena otopina. Otopi se 20 mg barbaloina R u etanolu (70% VIV) R i razrijedi s istim
otapalom do 10 mL.
Ploc¢a: TLC silikagel G plo¢a R
Mobilna otopina: voda R,metanol R, etil acetat R, (13:17:100 V/V/V).
A. NanoSenje: 10 pL, u vrpci
Razvijanje: na duzini od 10 cm.
SuSenje: na zraku, najviSe 5 minuta
Detekcija: prska se odmah s 50 g/L otopinom kalijeva hidroksida R u alkoholu R (50%
V/IV) te zagrijava 15 min na 100-105; gleda se pri UV svjetlu na 365 nm.
Rezultati: Kromatogram poredbene otopine pokazuje u srediSnjem dijelu smedeZutu zonu
barbaloina. U kromatogramu ispitivane otopine nema intenzivne Zuto fluorescirajuée
zone niti naran¢asto do crveno fluoresciraju¢e zone koja poloZajem odgovara
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zoni barbaloina u kromatogramu poredbene otopine.
B. NanoSenje: 10 uL, u vrpci
Razvijanje: na duzini od 10 cm.
SuSenje: na zraku, najvise 5 minuta
Detekcija odmah se prska otopinom 5 g/L nitrotetrazolium modrila R u metanolu R.
Kromatogram se odmabh ispita.
Rezultati: Ne pojavljuju se ljubiaste ni sivkastoplave zone.
Strane primjese (28.2). NajviSe 1%.
Gubitak suSenjem (2.2.32). Najvise 10,0% odredeno na 1,000 g droge u prasku (355)
suSenjem 2 sata u suSioniku na 105 °C.
Ukupni pepeo (2.4.16). NajviSe 6,0%.

ODREDIVANJE SADRZAJA

Provede se postupak uz zastitu od svijetiosti

U tariranu tikvicu okruglog dna s ubruSenim grlom vagne se 0,250 g droge u prasku (180).
Doda se 25,0 mL otopine 70 % VIV metanola R promijeSa i ponovno vagne. Zagrijava se 15
min u vodenoj kupelji, uz povratno hladilo. Ostavi se ohladiti, vagne i nadopuni do pocetne
mase sa 70 %-tnim V/V metanolom R. Filtrira se i 5,0 mL filtrata prenese u lijevak za
odjeljivanje. Doda se 50 mL vode R te 0,1 mL kloridne kiseline R. Ekstrahira se pet puta s
po 20 mL laganog petroleja R. Kad se slojevi odijele, vodeni sloj se prenese u odmjernu
tikvicu od 100 mL. Sjedinjeni slojevi laganog petroleja isperu se dva puta s 15 mL vode R s
kojom se prethodno ispere lijevak za odjeljivanje. Sloj laganog petroleja se odbaci, a vodeni
sloj zdruZi s vodenom otopinom u odmjernoj tikvici. Doda se 5 mL otopine 50 g/L natrijevog
karbonata R i razrijedi do 100,0 mL vodom R. Stavi se 40,0 mL vodene otopine u tikvicu
okruglog dna od 200 mL s ubruSenim grlom. Doda se 20 mL otopine 200 g/L Zeljezovog
klorida R i zagrijava 20 min, uz povratno hladilo, u vodenoj kupelji s razinorn vode iznad
razine tekucine u tikvici. Doda se 2 mL kloridne kiseline R te nastavi zagrijavati 20 min, uz
Cesto protresivanje sve dok se talog ne otopi. Ostavi se ohladiti, prenese u lijevak
za odjeljivanje i ekstrahira tri puta s po 25 mL etera R, s kojim se prethodno ispere tikvica.
Sjedinjeni eterski ekstrakti isperu se dva puta s 15 mL vode R. Eterski sloj se prenese u
odmijernu tikvicu i razrijediti do 100,0 mL eterom R. PaZijivo se upari 20,0 mL do suha te
ostatak otopi u 10,0 mL otopine 5 g/L magnezijevog acetata R u metanolu R. Izmjeri se
apsorbancija (2.2.25) na 515 nm, koriste¢i metanol R kao poredbenu otopinu.

IzraCuna se udio glukofrangulina u postocima, izrazen kao glukofrangulin A, prema izrazu:

(Ax3,06) / m

tj. uzimajuéi specifi¢cnu apsorbanciju glukofrangulina A koja je 204.

A = apsorbancija na 515 nm,
m = masa ispitivane tvari u gramima.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

U novije vrijeme sve je izraZeniji porast zanimanja za fitoterapiju i primjenu ljekovitih
bilinih pripravaka u svrhu ocuvanja zdravlja te lijeCenje razli€itih zdravstvenih
problema. U skupini biljnih laksativa najpopularnije su biljne droge sene (Sennae
folium i Sennae fructus) i krkavine (Frangulae cortex) te njihovi pripravci koji vrlo
Cesto predstavljaju prvi izbor u samolije€enju problema usporene probave i
opstipacije. Za terapijsko djelovanje odgovorni su antracenski derivati koji su snazni
stimulirajuéi laksativi, pa je kod odabira te skupine fitopreparata vrlo znac¢ajan struéni
savjet ljekarnika ili lije¢nika s naglaskom na nacin djelovanja, vaznost pravilnog
doziranja, duljinu primjene, kontraindikacije, moguée nezZeljene nuspojave |
interakcije s drugim lijekovima, a sve kako bi se osigurala djelotvorna i sigurna
primjena. Detaljnim pregledom znanstvene literature provedenim u okviru ovog rada
proSirena su i sistematizirana saznanja o primjeni biljnih vrsta roda Cassia i Frangula
kao laksativa. Buduci da su na hrvatskom trziStu dostupni brojni ljekoviti preparati
sene i krkavine te da se oni znatno razlikuju s obzirom na sastav, farmaceutski oblik i
regulatorni status, glavni cilj istrazivanja bio je provjeriti kakvocu svih pacijentima
dostupnih fitopreparata primjenom relevantnih farmakopejskih propisa. U tu je svrhu
provedena identifikacija i usporedna fitokemijska karakterizacija istrazivanih
fitopreparata sene i krkavine, te je odreden sadrzaj djelatnih antracenskih derivata

koji je najznacajniji pokazatelj njihove djelotvornosti i farmaceutske kakvoce.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1 Fitopreparati sene i krkavine

U istrazivanju su koriSteni uzorci biljnih droga sene (Sennae folium i Sennae fructus) i
krkavine (Frangulae cortex) te njihovi pripravci koji su u periodu istrazivanja, tijekom
prve polovice 2013. godine, bili u prometu u Republici Hrvatskoj. Sakupljena su
ukupno dvadeset i tri fitopreparata dostupna u ljekarnama, biljnim ljekarnama,
prodavaonicama zdrave hrane i na sajmovima domacih proizvoda. Struktura
istrazivanih proizvoda bila je vrlo kompleksna uzevSi u obzir njihov sastav,
farmaceutski oblik te nafin na koji su stavljeni u promet (biljni lijek, galenski
pripravak, dodatak prehrani, hrana). Detaljan popis svih uzoraka fitopreparata i

njihove najvaznije karakteristike prikazane su u Tablici 1.
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Tablica 1 . Popis istraZivanih fitopreparata sene i krkavine

L15315
31. 01. 2014.

Sena list Suban, Samobor hrana

galenski 947
Sena list ZU Farmacia, Zagreb oripravak Ta 02, 2014.
S [ Galenski laboratorij Ljekarne galenski 12-1737

splitsko-dalmatinske Zupanije, Split pripravak 02. 2014.

Roha Arzneimittel, Bremen, UP/I-530-09/05- 210492
Njemacka 01/62 01. 03. 2015.

Bekunis oblozene  Roha Arzneimittel, Bremen, UP/I-530-09/05- 210454
tablete Njemacka 01/60 01. 2015.

Galenski laboratorij Liekarne galenski 12-1549
splitsko-dalmatinske Zupanije, Split pripravak 01. 2014.

Bekunis biljni ¢aj lijek

tablete lijek

Caj za &iSéenje
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dodatak L04017
prehrani MZ 0812400610 31 04 2013.

UP/I-530-09/10-  46T12
02/242 06. 2013.

Galenski laboratorij Ljekarne galenski 12-1014
splitsko-dalmatinske Zupanije, Split pripravak 04. 2014.

Kora krkavine

Senaeka ¢aj Suban, Samobor

Holyplant Purgal JGL, Rijeka tablete lijek

Herbalaks tablete

Pampa tea, Koprivnica hrana

dodatak L03911
prehrani A (OO 31. 05. 2013.

nepoznat

Plantalaks ¢aj Suban, Samobor
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3.2 Kemikalije, standardi, instrumenti i pribor

Za potrebe svih istrazivanja koriStene su kemikalije analitiCcke CistoCe. Sve otopine

reagenasa i uzoraka svjeze su pripremljene neposredno prije uporabe.
Kemikalije

Dietileter (Panreac, Barcelona, Spanjolska)

- Etanol 96% (Lach-Ner, Neratorice, Ceska)

- Etil acetat (POCH, Gliwice, Poljska)

- Kalijev hidroksid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

- Kloridna kiselina min. 37% (POCH, Gliwice, Poljska)

- Kloroform (Lach-Ner, Neratorice, Ceska)

- Magnezijev acetat tetrahidrat (Merck, Darmstadt, Njemacka)

- Metanol (Merck, Darmstadt, Njemacka)

- Natrijev hidrogenkarbonat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

- Natrijev karbonat dekahidrat ( Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
- Nitratna kiselina 65% (CarloErba reagents, Val de Reuil, Francuska)
- Octena kiselina min. 99,5% (POCH, Gliwice, Poljska)

- Petroleter (60-70°C) (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

- 1-propanol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

- Zeljezov(Il) klorid heksahidrat (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

Standardne supstancije

- Senozid A (Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka)

- Senozid B (Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka)
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Instrumenti i pribor

Analiticke vage EL 602, EL 303 i AB54-S (Mettler Toledo, Svicarska-SAD)

- Automatske jednokanalne pipete podesivog volumena (Eppendorf, Hamburg,
Njemacka)

- Centrifuga EBA (Hettich, Tuttlingen, Njemacka)

- Filter papir crna vrpca Munktell 110mm/388 (Filtrak Brandt, Thermalbad
Wiesenbad , Njemacka)

- Kapilare za tankoslojnu kromatografiju (Hirschmann Laborgerate, Eberstadt,
Njemacka)

- Komora za tankoslojnu kromatografiju

- Mlin za biljne droge (U D Corporation, Boulder, SAD)

- PlocCe za tankoslojnu kromatografiju TLC Kieselgel staklene ploce (Merck,
Darmstadt, Njemacka)

- UV kabinet s UV lampom s dvije valne duljine (Camag, Muttenz, Svicarska)

- SusSionik (Instrumentaria, Zagreb, Hrvatska)

- Ultrazvuéna kupelj Sonorex Digital 10 P (Bandelin, Berlin, Njemacka)

- UV/VIS spektrofotometar HeAios y (Spectronic Unicam, Cambridge, Velika
Britanija)

- Vakuum uparivaé s kupelji (Buichi Labortechnik, Flawil, Svicarska)

- Vodena kupelj VKoER (IN-KO, Zagreb, Hrvatska)
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3.3 Metode

Eksperimentalni dio rada obuhvacao je provjeru kakvocée komercijalnih fitopreparata
sene i krkavine i bio je usmjeren na kvalitativnu i kvantitativnhu analizu antracenskih
derivata kao terapijski najznacajnijih sastavnica. U istrazivanju su primijenjene
metode propisane u odgovarajuéim monografijama biljnih droga i pripravaka

Europske farmakopeje (Ph. Eur. 7).

3.3.1 Kuvalitativha analiza antracenskih derivata u fitopreparatima sene i krkavine

tankoslojnom kromatografijom

Identifikacija 1 usporedna fitokemijska karakterizacija pripravaka sene i krkavine
provedena je metodom tankoslojne kromatografije prema postupku opisanom u
Europskoj farmakopeji [60], uz manje modifikacije. Modifikacija je provedena
prvenstveno zbog nezadovoljavaju¢eg odjeljivanja pojedinih sastavnica etanolno-
vodenih ekstrakata fitopreparata, pa je za ekstrakciju koriSten metanol, dok su za
usporedbu koriSteni standardi djelatnih tvari, sukladno propisima u relevantnoj

farmakognoskoj literaturi [61].

Istrazivanju su podvrgnuti ekstrakti analiziranih uzoraka pripravljeni tako da je
praskasto usitnjeni biljni materijal (1 g ¢aja monodroge odnosno 2 g ¢ajne mjeSavine)
ili tableta (masa prilagodena sadrzaju ekstrakta) ekstrahirani s 10 mL metanola 30
minuta na vodenoj kupelji uz povratno hladilo. Bistri filtrat, nakon hladenja, sluzio je
kao otopina za kromatografsko ispitivanje. Kao poredbene supstancije uporabljene
su 0,05%-tne metanolne otopine senozida A i B. Za odjeljivanje antracenskih

sastavnica seninog lista i seninog ploda koriStena je smjesa octene kiseline, vode,

37



etil acetata i propanola u propisanim volumnim omjerima 1:30:40:40. Detekcija je
provedena prskanjem ploCe s 20 %-tnom otopinom nitratne kiseline te
zagrijavanjem 10 min na 120 °C; nakon hladenja plo¢a je dodatno prskana otopinom
50 g/L kalijevog hidroksida u 50 %-tnom etanolu te ponovo zagrijana do pojave

obojanih zona.

Dokazivanje prisutnosti antracenskih derivata u kori krkavine provedeno je na tankom
sloju Kieselgel 60 F2s4 koriStenjem pokretne faze voda — metanol — etil acetat
13:17:100 (V/VIV). Detekcija odjeljenih antracenskih spojeva provedena je prskanjem
plo¢e otopinom kalijeva hidroksida i zagrijavanjem na 105 °C do pojave obojenih

Zona.

Identifikacija odjeljenih antracenskih sastavnica provedena je na temelju usporedbe s

referentnim spojevima i literaturnim podacima.

3.3.2 Kvantitativna analiza antracenskih derivata u fitopreparatima sene i krkavine

Za odredivanje sadrzaja djelatnih tvari u istrazivanim fitopreparatima sene i krkavine
koriStene su spektrofotometrijske metode opisane u relevantnim monografijama Ph.
Eur. 7: Sennae folium, Sennae folii extractum siccum normatum, Sennae fructus
acutifoliae, Frangulae cortex i Frangulae corticis extractum siccum normatum. Svi

postupci provedeni su uz zastitu od svijetlosti kao Sto je propisano.

3.3.2.1 Odredivanja sadrzZaja senozida u seninom listu i seninom plodu

U tikvicu od 100 mL stavljeno je 0,150 g droge u prasku. Dodano je 30,0 mL vode,
sadrzaj promijeSan, vagnut te stavljen u vodenu kupelj. Smjesa je zagrijavana 15

minuta uz povratno hladilo. Nakon hladenja, sadrzaj je vagnut te dopunjen vodom do
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pocetne rnase. Smjesa je potom centrifugirana i 20,0 mL supernatanta preneseno u
lijevak za odjeljivanje od 150 mL. Dodano je 0,1 mL razrijedene kloridne kiseline i
sadrzaj u lijevku muckan je tri puta s po 15 mL kloroforma. Nakon odjeljivanja
slojeva, kloroformski sloj je odbacen. U lijevak je dodano 0,10 g natrijevog
hidrogenkarbonata te sadrzaj muckan 3 minute. Nakon centrifugiranja, 10,0 mL
supernatanta preneseno je u tikvicu okruglog dna od 100 mL s ubrusenim grlom.
Dodano je 20 mL otopine Zeljezovog klorida te sadrzaj promijeSan. Sadrzaj tikvice
zagrijavan je 20 minuta, uz povratno hladilo, u vodenoj kupelji s razinom vode iznad
razine tekucéine u tikvici. Nakon dodavanja 1 mL konc. kloridne kiseline grijanje
smjese nastavljeno je joS 20 minuta, uz Cesto protresivanje sve dok se talog nije
otopio. Sadrzaj tikvice je nakon hladenja prenesen u lijevak za odjeljivanje i
ekstrahiran tri puta s po 25 mL etera s kojim je prethodno isprana tikvica. Sjedinjeni
eterski slojevi isprani su dva puta s 15 mL vode. Eterski sloj prenesen je u odmjernu
tikvicu i razrijeden do 100,0 mL eterom. Potom je paZljivo upareno 10,0 mL otopine, a
suhi ostatak otoplijen u 10,0 mL otopine 5 g/L magnezijevog acetata u metanolu.
Apsorbancija je mjerena na 515 nm, koriste¢i metanol kao poredbenu otopinu.
Izracunat je udio senozida B u postocima prema izrazu:

(Ax1,25)/ m

uzimajuci da je specificna apsorbancija senozida B 240.

A = apsorbancija na 515 nm,

m = masa uzorka u gramima.
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3.3.2.2 Odredivanje sadrzaja senozida u suhom ekstraktu seninog lista

U tikvicu od 100 mL stavljeno je 0,150 g analiziranog ekstrakta, otopljeno u vodi i
razrijedeno vodom do 100,00 mL. Otopina je filtrirana i prvih 10 mL filtrata odbaceno.
Potom je 20,0 mL filtrata preneseno u lijevak za odjeljivanje od 150 mL. Dodano je
0,1 mL razrijedene kloridne kiseline te ekstrahirano tri puta s po 15 mL etera. Kad su
se slojevi odijelili, eterski sloj je odbacen. Vodenom sloju dodano je 0,10 g natrijevog
hidrogenkarbonata te smjesa muckana 3 minute. Nakon centrifugiranja, 10,0 mL
supernatanta preneseno je u tikvicu okruglog dna od 100 mL s ubruSenim grlom.
Dodano je 20 mL otopine Zeljezovog klorida te promijeSano. Sadrzaj tikvice
zagrijavan je 20 minuta, uz povratno hladilo, u vodenoj kupelji s razinom vode iznad
razine tekucine. Nakon dodavanja 3 mL koncentrirane kloridne kiseline, nastavljeno
je zagrijavanje jos slijede¢ih 30 minuta, uz Cesto protresivanje sve dok se talog nije
otopio. Sadrzaj je ohladen, prenesen u lijevak za odjeljivanje i ekstrahiran tri puta s
po 25 mL etera, s kojim je prethodno isprana tikvica. Sjedinjeni eterski slojevi isprani
su potom dva puta s 15 mL vode. Eterski sloj prenesen je u odmjernu tikvicu i
razrijeden do 100,0 mL eterom. PaZljivo je upareno 10,0 mL do suha te ostatak
otopljen u 10,0 mL otopine 5 g/L magnezijevog acetata u metanolu. lzmjerena je
apsorbancija na 515 nm, uz metanol kao poredbenu otopinu.
Izracunat je udio senozida B u postocima prema izrazu:

(Ax4,167)/ m
uzimajuci da je specificna apsorbancija senozida B 240.
A = apsorbancija na 515 nm,

m = masa uzorka u gramima.
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3.3.2.3 Odredivanje sadrzaja glukofrangulina u krkavininoj kori i suhom ekstraktu

krkavinine kore

U tariranu tikvicu okruglog dna s ubrusenim grlom vagnuto je 0,250 g droge u prasku,
odnosno 0,100 g analiziranog suhog ekstrakta. Nakon dodavanja 25,0 mL 70 %-tnog
metanola, sadrzaj je promijeSan i ponovno vagnut. Ekstrakcija droge provedena je
zagrijavanjem 15 min u vodenoj kupelji, uz povratno hladilo. Nakon hladenja, sadrzaj
je izvagan i nadopunjen do pocetne mase sa 70 %-tnim metanolom. Ekstrakt je
potom filtriran i 5,0 mL filtrata preneseno je u lijevak za odjeljivanje. Dodano je 50
mL vode te 0,1 mL koncentrirane kloridne kiseline. Sadrzaj je u lijevku izmuékan
pet puta s po 20 mL laganog petroleja. Po odjeljivanju slojeva, vodeni sloj je
prenijet u odmjernu tikvicu od 100 mL. Sjedinjeni slojevi laganog petroleja isprani su
dva puta s 15 mL vode kojom je prethodno ispran lijevak za odjeljivanje. Sloj laganog
petroleja je odbacen, a vodeni sloj zdruzen s vodenom otopinom u odmjernoj tikvici.
U tikvicu je dodano 5 mL otopine 50 g/L natrijevog karbonata i sadrzaj razrijeden do
100,0 mL vodom. Potom je 40,0 mL vodene otopine preneseno u tikvicu okruglog dna
od 200 mL s ubruSenim grlom. Dodano je 20 mL otopine 200 g/L Zeljezovog klorida i
smjesa zagrijavana 20 minuta, uz povratno hladilo, u vodenoj kupelji s razinorn
vode iznad razine tekucine u tikvici. Nakon dodavanja 2 mL konc. kloridne kiseline,
nastavljeno je zagrijavanje joS 20 minuta, uz Cesta protresivanja sve dok se talog
nije otopio. Sadrzaj je potom ohladen, prenesen u lijevak za odjeljivanje i
ekstrahiran tri puta s po 25 mL etera, s kojim je prethodno isprana tikvica. Sjedinjeni
eterski ekstrakti isprani su dva puta s 15 mL vode. Eterski sloj je prenesen u
odmijernu tikvicu i razrijeden do 100,0 mL eterom. Pazijivo je upareno 20,0 mL do
suha te ostatak otopljen u 10,0 mL otopine 5 g/L magnezijevog acetata u metanolu.

Apsorbancija je izmjerena na 515 nm, koriste¢i metanol kao poredbenu otopinu.
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Izracunat je udio glukofrangulina u postocima, izrazen kao glukofrangulin A, prema
izrazu:

(A X 3,06)/m
uzimajuci da je specificha apsorbancija glukofrangulina A 204, izraCunato na temelju
specifine apsorbancije barbaloina.
A = apsorbancija na 515 nm,

m = masa uzorka u gramima.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Fitopreparati sene i krkavine, s antracenskim derivatima kao djelatnim tvarima,
smatraju se najcesce koristenim prirodnim laksativima. Ljekovito djelovanje tih biljnih
droga prepoznato je u narodnoj medicini, a posljednjih nekoliko desetlje¢a intenzivno
su istrazena njihova fitokemijska i farmakoloSka svojstva, te u manjem obimu i
klinicka djelotvornost, pa je njihova primjena u suvremenoj fitoterapiji utemeljena na
znanstvenim dokazima. Djelotvornost i sigurnost primjene biljnih lijekova je, jednako
kao kod svakog drugog lijeka, uvjetovana kakvocom, no postavljanje zahtjeva i razvoj
metoda za provjeru njihove kakvoce daleko je sloZenije u odnosu na konvencionalne
lijekove. Razlog tome lezi u kompleksnosti njihova kemijskog sastava odnosno
velikom broju sastavnica koje uvjetuje sloZenost postupka identifikacije, kao i
kvantitativne analize sadrzaja djelatnih tvari. KoriStenjem validiranih farmakopejskih
metoda, u okviru ovog rada provjerena je kakvoca biljnih droga i pripravaka sene i
krkavine dostupnih na hrvatskom trziStu. U tu je svrhu provedena identifikacija i
kemijska karakterizacija istrazivanih fitopreparata te je kvantitativno odreden sadrzaj

antracenskih derivata kao glavnih nositelja njihovog farmakoloskog djelovanja.

4.1 Raspodjela ispitivanih fitopreparata sene i krk  avine prema sastavu,

farmaceutskom obliku i regulatornom statusu

Kvalitativnim i kvantitativnim fitokemijskim istrazivanjima obuhvacena su dvadeset i tri
komercijalno dostupna fitopreparata koji sadrze biljne droge i/ili ekstrakte sene i/ili
krkavine. Pregledom njihovog sastava, farmaceutskog oblika te nacina na koji su

stavljeni u promet ustanovljena je vrlo kompleksna struktura ispitivanih proizvoda.
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Iz prikaza na Slici 5 vidljivo je da sena i krkavine u promet najviSe dolaze kao
monodroge, a prisutan je i veliki broj mjeSavina u Ciji sastav ulaze ljekovite droge
sene ifili krkavine. Znatno manji udio na trziStu zauzimaju fitopreparati sa suhim
ekstraktima sene i krkakvine. Njihova slaba zastupljenost nije u skladu s
preporukama EMA-e i FDA jer one promicu koriStenje standardiziranih ekstrakata
biljnih droga sa cilem osiguranja propisane, ujednacene i dosljedne kakvoca
fitopreparata kao temelja njihove kvalitete, ucinkovitosti i sigurnosti [5]. Od pet
analiziranih preparata njih Cetiri sadrze normirane ekstrakte, a samo na deklaraciji
njih triju, registriranih kao lijekovi, navedene su koliine antracenskih derivata koje

navodno sadrze.
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Slika 5. Podjela istraZivanih fitopreparata sene i krkavine prema sastavu

Slika 6 prikazuje podjelu istrazivanih fitopreparata prema farmaceutskom obliku u
kojem se nalaze na trziStu. 1z dijagrama je vidljivo da ljekoviti preparati sene i

krkavine uglavnom dolaze u obliku ¢ajeva, a u znatno manjem broju prisutni su i u
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m tableta
¢aj u rinfuzi

instant ¢aj

filter caj

Slika 6 . Udio pojedinih farmaceutskih oblika istraZivanih fitopreparata sene i krkavine

obliku tableta. Medu €ajevima prevladavaju oni u rinfuzi, dok instant ¢ajevi i ¢ajevi u
filter vre¢icama zauzimaju vrlo mali udio. U obliku ¢aja na trziStu su podjednako
zastuplijene monodroge (Sennae folium i Frangulae cortex) te ¢ajne mjeSavine koje

osim biljnih droga sene i/ili krkavine sadrze i druge ljekovite biljne droge.

Na Slici 7 prikazana je podjela istrazivanih fitopreparata prema nacinu stavljanja u
promet u Republici Hrvatskoj. Vidljivo je da je samo maniji dio svih ljekovitih preparata
sene i krkavine registriran kao biljni lijek. lako je postupak njihova dolaska na trziSte
najskuplji i najdugotrajniji, jedino su biljni lijekovi proizvodi najstroZe regulirane i
redovito pra¢ene farmaceutske kakvoée koja jamci djelotvornu i sigurnu primjenu.
Podjednak udio zauzimaju i galenski preparati, koji iako su lijekovi ne zahtjevaju
registraciju ni provjeru kakvoce regulatorne agencije pri stavljanju u promet. Znatan
broj preparata prisutan je kao dodatak prehrani, Sto podrazumijeva njihovu
zdravstvenu ispravnost, ali ne jamci njihovu djelotvornost. Najveéi broj analiziranih
fitopreparata dostupan je u slobodnoj prodaji kao hrana te se od njih kao takvih

oCekuje samo da su nestetni za ljude.
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Galenski pripravak

Slika 7. Podjela istrazivanih fitopreparata sene i krkavine s obzirom na nacin stavljanja

u promet u Republici Hrvatskoj

4.2 Kvalitativna analiza antracenskih derivata u fi ~ topreparatima sene i krkavine

Zbog svoje jednostavnosti i ekonomske prihvatljivosti metode tankoslojne
kromatografije Cesto se primjenjuju u analitici biljnih droga i sastavni su dio
farmakopejskih propisa koji se provode u svrhu potvrde njihova identiteta.
Identifikacija biljnih droga i suhih ekstrakata sene i krkavine temeljena je na
dokazivanju antracenskih spojeva na tankom sloju adsorbensa. Buduci da se
kemijske strukture djelatnih sastavnica tih droga znacajno razlikuju, u kvalitativnoj

analizi koristene su dvije razli¢ite farmakopejske metode.

4.2.1 Tankoslojna kromatografija fitopreparata sene

Prisutnost antracenskih spojeva u uzorcima fitopreparata u Ciji sastav ulaze biljne
droge sene i njihovi ekstrakti dokazana je kromatografijom na tankom sloju silikagela.
S obzirom na razlike u sastavu analiziranih preparata (monodroge Sennae folium i
Sennae fructus, ¢ajne mjeSavine s razliCitim udjelom droga Sennae folium iili

Sennae fructus, suhi ekstrakti Sennae folii extractum siccum normatum i Sennae

46



fructi extractum siccum) provedena su preliminarna ispitivanja te je zadovoljavajuéa
osjetljivost i razlu€ivost zona postignuta pri nanoSenju 10 pyL uzoraka monodroge i
standarda, odnosno 20 yL uzorka ¢ajne mjeSavine. Analizirane sastavnice odijeljene
su pomocu mobilne faze sastavljene od octene kiseline, vode, etil acetata i propanola
u volumnim omjerima 1:30:40:40. Detekcija je provedena prskanjem plo€e nitratnom
kiselinom uz zagrijavanje na 120°C te potom prskanjem otopinom kalijeva hidroksida
I ponovnim zagrijavanjem do pojave vidljivih zona. Dobiveni kromatogram promatran
je pri vidljivom 1 UV svjetlu te je prikazan na Slici 8. Na kromatogramu metanolnih
ekstrakata fitopreparata sene pri vidljivom je svjetlu uoeno osam jasno odijeljenih
zona smjesStenih u Rr podrucju od 0,3 do 1 (Slika 8a). Zone diantronskih glikozida
senozida obojane su u nijansama smede boje, dok crvenoljubiCaste zone pripadaju
antrakinonskim aglikonima i njihovim glikozidima. Na temelju boje, polozaje i Rs
vrijednosti odijeljenin zona, usporedbom s poredbenim spojevima te pomocu
literaturnih podataka [65, 66], identificiran je veci broj detektiranih zona (Tablica 2).
Zone koje bojom i Rrvrijednostima odgovaraju poredbenim senozidima B (R=0,41) i
A (R#=0,58) detektirane su u svim uzorcima droge Sennae folium (uzorci 1-7). Iznad
slabe smede zone Rt vrijednosti 0,71, koja je literaturno identificirana kao senozidi D,
na kromatogramima svih uzoraka seninog lista vidljiva je intenzivna crvenoljubiCasta
zona rein-8-glukozida (R = 0,75), dok zona slabijeg intenziteta obojenja s Rt
vrijednosti 0,90 pripada aglikonu reinu. Usporedna analiza fitopreparata sene
ukazala je na podjednak sastav i koli¢inu antracenskih spojeva u svim uzorcima

monodroge seninog lista (uzorci 1-7), dok je u uzorcima seninog ploda (uzorci 9 i 10)
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Slika 8. Kromatogrami antracenskih spojeva u fitopreparatima koji sadrze senu kao
monodrogu. A) detekcija pri vidljivom svjetlu; B) detekcija pod UV svjetlom na 365 nm

Nepokretna faza: Kieselgel 60 Fzs4 TLC plo¢a

Pokretna faza: octena kiselina — voda — etil acetat — propanol 1:30:40:40 (V/VIVIV)
Detekcija: HNOs; 120 °C; KOH; 120 °C; Vis i UV-365 nm

Referentni spojevi: Sa — senozid A (Rf=0,56), Sg — senozid B (Rt =0,34)
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Tablica 2. Antracenske sastavnice fitopreparata sene detektirane na tankoslojnom

kromatogramu
1 1,00 zelenosmeda Klorofil [66]
2 0,94 smeda neidentificirani spoj -
3 0,90 crvenoljubiCasta  Rein [66]
4 0,81  Zutosmeda neidentificirani spoj -
5 0,75 crvenoljubicasta  Rein-8-O-glukozid [66]
6 0,71 smeda Senozid D [66]
7 0,58 smeda Senozid A [66]
8 0,41 smeda Senozid B [66]

detektiran manji broj zona slabijeg intenziteta obojenja. Na kromatogramima uzoraka
Sennae fructus uoCene su zone senozida B i A te reina. Na Slici 8b, koja donosi
prikaz kromatograma promatranog pod UV lampom (365 nm), uocljive su tamne zona
diantronskih senozida B, A i D, dok su antrakinon reina i njegov glikozidni derivat
vidljivi kao zone narancaste fluorescencije. Kod svih je uzoraka droge Sennae folium
u gornjoj treéini kromatograma uoc¢ena Siroka Zutosmeda zona (Rr = 0,81) koja u UV
svjetlu pokazuje intenzivhu Zutozelenu fluorescenciju (flavonoidni spojevi) i koja
najvjerojatnije prekriva slabu zonu senozida C koji se nalazi u tom podrucju. Na
samoj fronti mobilne faze prisutna je zelena zona klorofila, pod UV svjetlom vidljiva
kao zona intenzivne crvene fluorescencije. Prisutnost tih dviju zona predstavlja
razvidna razlikovna kromatografska obiljezja droge Sennae folium u odnosu na drogu

Sennae fructus.

Slika 9 prikazuje kromatograme kombiniranih fitopreparata koji pored droga ili
ekstrakata Sennae folium i Sennae fructus sadrze i druge biljne droge. Uzevsi u obzir
vrlo kompleksan kemijski sastav analiziranih preparata, primjenjenom pokretnom
fazom postignuto je relativno dobro odjeljivanje glavnih antracenskih spojeva. Na

kromatogramima uzoraka €ajnih mjeSavina i tableta detektiran je veci broj zona, ali je
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uocCeno i njihovo preklapanje u gornjoj treéini kromatograma. Unato€ ograni¢enoj
razlucivosti kod vecine uzoraka je, s obzirom na boju i polozaj odijeljenih zona,
moguce potvrditi prisutnost diantronskih glikozida senozida A, B i D, dok je u
uzorcma 14 i 15 detektiran i senozid C. Znacajne razlike u veli€ini i intenzitetu
obojenja zona senozida najve¢im su dijelom uzrokovane razli¢itim masenim udjelima

seninih droga i ekstrakata u analiziranim fitopreparatima.

U radu je primjenom tankoslojne kromatografije potvrden identitet svih uzoraka droga
Sennae folium i Sennae fructus koje na trziSte dolaze kao monodroge, te je u njima
dokazana prisutnost djelatnih senozida A-D. Svi analizirani uzorci monodroga sene
udovoljavaju monografskim zahtjevima Ph. Eur. 7. Dobiveni kromatogrami upucuju
na ogranicenu mogucnost primjene tankoslojne kromatografije u identifikaciji i
dokazivanju djelatnih tvari seninih droga u sastavu viSekomponentnih preparata,

posebice kada ti preparati sadrze joS i druge droge s antracenskim spojevima.
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Slika 9. Kromatogrami antracenskih spojeva u kombiniranim fitopreparatima koji sadrze
droge Sennae folium i/ili Sennae fructus. A) detekcija pri vidljivom svjetlu; B)
detekcija pod UV svjetlom na 365 nm

Nepokretna faza: Kieselgel 60 Fzs: TLC ploca

Pokretna faza: octena kiselina — voda — etil acetat — propanol 1:30:40:40 (V/VIVIV)
Detekcija: HNOs; 120 °C; KOH; 120 °C; Vis i UV-365 nm

Referentni spojevi: Sa — senozid A (Rf=0,56), Sg — senozid B (Rf =0,34)
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4.2.2 Tankoslojna kromatografija fitopreparata krkavine

Prisutnost antracenskih derivata u komercijalnim fitopreparatima droge Frangulae
cortex dokazana je kromatografijom na tankom sloju silikagela. Odjeljivanje
sastavnica analiziranih ekstrakata provedeno je koriStenjem pokretne faze
sastavljene od vode, metanola i etil acetata (13:17:100, V/V/V). Nakon prskanja
razvijene ploCe etanolnom otopinom kalijeva hidroksida i zagrijavanjem na 105°C
dobiveni su kromatogrami prikazani na Slici 10. Budu¢i da glavne sastavnice
krkavine nisu komercijalno dostupne u cistom obliku, odjeljene zone su na temelju
boje i polozaja identificirane koriStenjem literaturnih podataka, kao Sto je prikazano u
Tablici 3. Pri vidljivom je svjetlu (slika 10a) na kromatogramima svih analiziranih
fitopreparata uo¢eno sedam jasno odijeljenih zona obojanih u nijansama narancaste,
crvene i smede boje. Donju polovicu kromatograma karakterizira prisutnost triju
crvenosmedih zona, od kojih dvije Sire i intenzivnije zone u Rf podruc¢ju oko 0,50
pripadaju glukofrangulinima A (R+=0,50) i B (R=0,55). U gornjem dijelu kromatograma
karakteristicne su zone u Rr podrucju oko 0,9 koje predstavljaju franguline A'i B. Slika
10b prikazuje kromatograme promatrane pod UV svjetlom na 365 nm pod kojim su
frangulini i glukofrangulini vidljivi kao intenzivnho narancasto fluoresciraju¢e zone.
Pored navedenih zona, u srediSnjem dijelu kromatograma uocljiva je i zona emodin
glukozida (R=0,73), te na samoj fronti pokretne faze zona frangula emodina, obje
posebno izrazene u uzorcima monodroga (uzorci 1-3). Vazno je istaknuti da je jedino
u analiziranom uzorku 12 u srediSnjem dijelu kromatograma, ispod zona frangulina A

i B, prisutna zona intenzivne Zute fluorescencije (R+=0,61).
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Slika 10. Kromatogrami antracenskih spojeva u fitopreparatima koji sadrze drogu Frangulae
cortex. A) detekcija pri vidljivom svjetlu; B) detekcija pod UV svjetlom na 365 nm

Nepokretna faza: Kieselgel 60 F2zs4 TLC ploca
Pokretna faza: voda — metanol - etil acetat 13:17:100 (V/VIV)
Detekcija: KOH; 105 °C; Vis i UV-365 nm
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Tablica 3. Antracenske sastavnice fitopreparata krkavine detektirane na tankoslojnom

kromatogramu

1 1,00 crvenonarancasta Frangula emodin [65, 66]
2 0,90 crvenonarancasta Frangulin B [65, 66]
3 0,86  crvenonaran€asta Frangulin A [65, 66]
4 0,73  narancasta Frangula emodin glikozid  [66]

5 0,61 Zuta neidentificirani spoj -

6 0,55  crvenosmeda Glukofrangulin B [65, 66]
7 0,5 crvenosmeda Glukofrangulin A [65, 66]
8 0,41 smeda Flavonidni glikozid [66]

Dobiveni rezultati usporedne fitokemijske analize ukazuju na podjednak sastav i
koli¢inu antracenskih spojeva u svim uzorcima monodroge Frangulae cortex (uzorci
1, 2 i 3). Kromatografiranjem viSekomponentnih fitopreparata koji sadrze drogu ili
ekstrakt krkavine (uzorci 4-13) pri istim su uvjetima dobivene vrlo sli¢ne
kromatografske slike kao i kod monodroga. Bitne razlike u veli€ini te intenzitetu
obojenja/fluorescencije odjeljenih zona upuéuju na razli€iti sadrzaj antracenskih
sastavnica u ispitanim uzorcima, Sto je i razumljivo s obzirom na razli¢ite udjele

krkavinine kore u pojedinim mjeSavinama.

Primijenjena metoda tankoslojne kromatografije pokazala se prikladnom za brzu
identifikaciju droge Frangulae cortex i dokazivanje prisutnosti djelatnih antracenskih
derivata, ne samo u uzorcima monodroga vec i u viSekomponentnim fitopreparatima
koji tu drogu sadrze. Svi komercijalni uzorci krkavinine kore - monodroge
zadovoljavaju monografski propis iz Ph. Eur. 7. Droga koja ulazi u sastav glavnine
analiziranih kombiniranih preparata, s obzirom na utvrdeni kemijski profil, takoder je
identificirana kao oficinalna. Medutim, pripravak krkavine u jednom uzorku tableta
(uzorak 12) ne odgovara farmakopejskom zahtjevu, buduci da je na kromatogramu
ustanovljena prisutnost zone koja ukazuje na zamjenu, odnosno patvorinu droge

korom neke druge Rhamnus vrste. Uzevsi u obzir da 85% antracenskih derivata u
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analiziranom fitopreparatu potjeCe iz ekstrakta krkavinine kore, postoji velika
opravdanost sumnje u identitet te droge, no obzirom da je rije€ o preparatu u Ciji
sastav ulaze i druge antrakinonske droge (8% ekstrakt aloja i 8% ekstrakt seninog

lista) potrebna je dodatna analiza za donoSenje krajnjeg zakljucka.

4.3 Kvantitativna analiza antracenskih derivata u f itopreparatima sene i

krkavine

Antracenski derivati glavne su djelatne sastavnice biljnih droga i ekstrakata sene i
krkavine, a ujedno predstavijaju i kemijske markere Ccijim se kvantitativnim
odredivanjem pruza najbolji uvid u kakvoclu preparata koji te droge sadrze. U
istrazivanim  fitopreparatima je  udio  antracenskih  derivata  odreden
spektrofotometrijskim metodama propisanim u relevatnim monografijama u Ph. Eur. 7
[65]. Primijenjene metode zasnivaju se na modificiranoj Borntrdgerovoj reakciji,
reakciji boje koja se najCeSce koristi za dokazivanje antrakinona. Modifikacija metode
temelji se na uvodenju magnezijeva acetata koji je, u odnosu na luzine koje se
utjecaju interferirajucih tvari i dnevnog svjetla [67]. Prvi korak analize podrazumijevao
je ekstrakciju antracena iz biljnog materijala (biljna droga, ekstrakt) koriStenjem
polarnog otapala (voda, 70% metanol). Ekstrahirani antrakinonski aglikoni potom su
se odjeljivali izmuckavanjem s nepolarnim sredstvom (kloroform, petroleter).
Diantronski glikozidi zaostali u vodenom ekstraktu, zagrijavanjem u prisutnosti
zeljezovog (1) klorida uz prikladan pH prevedeni su u oksidirane monomerne oblike
antrakinonskih glikozida. U sljede¢em koraku glikozidni spojevi cijepani su
postupkom kisele hidrolize provedene dodatkom koncentrirane kloridne kiseline, a

oslobadeni aglikoni potom odijeljeni izmuckavanjem s organskim otapalom (eter).
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Izdvojeni antrakinonski aglikoni reagirali su s magnezijevim acetatom formirajuci
ljubiastocrveni kompleksni spoj Ciji je intenzitet obojenja direktno proporcionalan
koli¢ini analiziranog spoja i odreden je spektrofotometrijski na 515 nm. Zbog
slozenosti i dugotrajnosti primijenjenog postupaka kvantitativne analize su provedene
vrlo oprezno zbog velikog broja koraka i viSekratnih moguénosti gubitka analita. lako
nacelno sli¢ni, primijenjeni postupci koji su propisani u monografijama relevatnih
droga razlikovali su se u pojedinim koracima izvodenja te u krajnjem izracunu
sadrzaja. Fitopreparati koji su sadrzavali mjeSavinu biljnih droga ili ekstrakata sene i
krkavine analizirani su dva puta, odnosno prema monografskim propisima svake od
sastavnih droga/ekstrakata. Sva istrazivanja provedena su u triplikatu, a dobiveni
rezultati izrazeni su kao koliCina antracenskih derivata (postotak ili miligrami) *

standardna devijacija.

Slika 11 donosi prikaz broja uzoraka analiziranih pojedinom farmakopejskom
metodom. Iz grafa je vidljivo da je za najveCi broj uzoraka primijenjen propis iz
monografija biljnih droga Sennae folium i Frangulae cortex, dok je manji broj uzoraka
sadrzavao suhi ekstrakt tih droga pa je odredivanje antracenskih derivata provedeno

prema propisima navedenim u odgovaraju¢im monografijama.

14 m odredivanje sadrZaja senozida
u seninom listu

= odredivanje sadrZaja senozida
u suhom ekstraktu senina lista

odredivanje sadrZaja senozida
u seninom plodu

odredivanje sadrzaja
glukofrangulina u krkavininoj
kori

odredivanje sadrzaja

o . glukofrangulina u suhom
Farmakopejski propis ekstraktu krkavinine kore

Broj uzoraka

Slika 11 . Broj uzoraka analiziranih pojedinom farmakopejskom metodom
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4.3.1 Sadrzaj senozida u fitopreparatima sene

Primjenom farmakopejskih metoda propisanih u monografijama biljnih droga Sennae
folium i Senne fructus ili njihovih suhih ekstrakata, u istrazivanim komercijalnim
fitopreparatima sene odreden je sadrzaj ukupnih antracenskih derivata i izrazen kao
senozid B. Zbog znacajnih razlika u sastavu i farmaceutskom obliku velikog broja
analiziranih fitopreparata, dobivene rezultate nije bilo moguée jednoznacno izraziti,
pa su stoga grupirani u Cetiri skupine i prikazani kako slijedi: .

» sadrzaj senozida u ¢ajevima koji sadrze monodrogu Sennae folium (vecina
biljnih preparata) ili Sennae fructus (jedan pripravak) ili monoekstrakt droge
Sennae fructus prikazan je u Tablici 4

» sadrzaj senozida u fitopreparatima monoekstrakta seninog ploda dan je u
Tablici 5

» sadrzaj senozida u tabletama koje sadrze suhi ekstrakt seninog lista dan je u
Tablici 6

» sadrzaj senozida u ¢ajnim mjeSavinama u Ciji sastav ulazi droga Sennae
folium prikazan je u Tablici 7.

Farmakopejski zahtjev za sadrzajem antracenskih derivata u drogi Sennae folium
iznosi najmanje 2,5%, dok droga Sennae fructus mora sadrzavati najmanje 3,4%
senozida. Farmakopejska kakvoéa suhog ekstrakta seninog lista uvjetovana je
sadrzajem 5,5-8,0% antracenskih glikozida. lako se navedeni farmakopejski zahtjevi
za kakvocom odnose na same monodroge/monoekstrakte, iz ve¢eg broja preparata
dostupnih u obliku tableta i ¢ajeva u filter vreCicama nije bilo moguce izdvoijiti Cistu
drogu. Stoga su svi kombinirani fitopreparati analizirani na jednak nacin kao i
monopreparati, sve u cilju provodenja usporednog vrednovanja svih na trziStu

dostupnih fitopreparata te skupine.
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Tablica 4. SadrZaj antracenskih derivata u uzorcima seninog lista kao monodroge

Sadrzaj senozida Zahtjev

Uzorak | Apsorbancija [%] Ph. Eur. [%]

0,302 2,49 2,55
0,316 2,60
0,299 2,46 2,44
1 0291 242 25+0,1 225
0,291 2,42 2,41
0,288 2,40
0,253 2,09 2,07
0,248 2,05
0,272 2,25 2,29
2 0281 233 22+0,1 225
0,276 2,29 2,31
0,280 2,33
0,363 3,01 3,05
0,372 3,09
0,378 3,14 3,38
3 0438 361 3,4+0,3 225
0,400 3,00 3,64
0,439 3,61
0,254 2,12 2,13
0,257 2,14
0,256 2,13 2,15
4 0261 217 2,2+0,0 225
0,259 2,16 2,18
0,263 2,19
0,206 1,70 1,57
0,173 1,43
0,203 1,68 1,70
5 0206 172 1,7+0,1 225
0,218 1,82 1,80
0,214 1,78
0,322 2,67 2,38
0,252 2,09
0,245 2,03 2,05
0248 207 2,2+0,2 225
0,248 2,07 2,06
0,245 2,05
0,227 1,89 1,93
0,235 1,96
0,226 1,88 1,91
7 0234 1.94 19+0,1 225
0,214 1,77 1,78
0,216 1,79
0,370 3,08 3,07
0,369 3,07
0,369 3,07 3,19
0.395 331 3,2+0,2 225
0,397 3,29 3,29
0,395 3,29
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Tablica 5. Sadrzaj antracenskih derivata u fitopreparatima koji sadrZze suhi ekstrakt seninog ploda kao monoekstrakt

Sadrzaj senozida Sadrzaj senozida

Zahtjev Zahtjev

[mg]

19,07

Uzorak [%] [mg]

19.49 heee _

10,74

20,50 2012 201+07/tl = 20/tbl
20,79

e 2081
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Slika 12 donosi grafiCki prikaz rezultata odredivanja antracenskih derivata u
monodrogama (Tablica 4) i monoekstraktima sene (Tablica 5). Naime, od osamnaest
komercijalnih preparata sene obuhvacenih ovim istrazivanjem, deset njih sadrzavalo
je monodrogu Sennae folium (7) ili Sennae fructus (1), odnosno suhi ekstrakt ploda
sene (2). S obzirom na regulatorni status, samo su cCetiri od tih proizvoda stavljena u
promet kao lijekovi (uzorci 1, 8, 9 10), dva se na trziStu nalaze kao galenski pripravci
(uzorci 4 i 6), a preostala Cetiri dostupna su kao hrana (uzorci 2, 3, 51 7). 1z rezultata
(Tablice 4 i 5 te Slika 12) je vidljivo da svi biljni lijekovi zadovoljavaju farmakopejski
zahtjeve za sadrzajem djelatnih tvari (= 2,5% hidroksiantracenskih glikozida za list
sene, tj. 3,4% za ekstrakt senina ploda). Farmaceutska kakvoca utvrdena je i za joS
jedan uzorak seninog lista dostupan kao hrana (uzorak 3). Medutim, najveci broj
uzoraka droge Sennae folium, u promet stavljeni kao galenski pripravci i hrana, ne
udovoljavaju zahtjevu propisanom Ph. Eur. 7 jer sadrze znatno nizi udio (1,7%-2,2%)

antracenskih derivata [66].

o
(52
1
o

w
[ B N

AR RRENE RRENE RRET]
o

w
1l

Sadrzaj senozida (%)
o = N
(0] = (0] N (0]
¢
L 2

o

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Broj uzorka

Slika 12. Graficki prikaz sadrzaja hidroksiantracenskih glikozida odredenih u uzorcima
monodroge/monoekstrakta sene. Zeleno: zadovoljava farmakopejski zahtjev,

crveno: ne zadovoljava farmakopejski zahtjev
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Dobiveni rezultati najvjerojatnije su posljedica loSe kakvoce polaznog biljnog
materijala, Ciji je kemijski sastav uvjetovan brojnim ¢imbenicima [11]. Takoder, na
njih moze utjecati i podatak da su dobiveni vrlo slozenim i dugotrajnim analitickim
postupcima pa zbog velikog broja koraka tijekom izvedbe analize postoji realna
mogucnost odredenog gubitka analita. Velik broj uzoraka seninog lista iz prometa
koji ne zadovoljavaju monografski zahtjev za sadrzajem antracenskih derivata

takoder povlaci pitanje opravdanosti postavljenog minimalnog postotka odnosno

prikladnosti propisane spektrofotometrijske metode za njihovu kvantifikaciju.

Na dobivene rezultate zasigurno utjeCe i regulatorni status samih fitopreparata.
Kakvocéa polaznog biljnog materijala koji se koristi u proizvodnji biljnih lijekova
strogo je kontrolirana i propisana GACP smjernicama [11], a takoder se prati i
kakvoca preparata, od proizvodnje preko skladistenja do distribucije. Za galenske
pripravke, dodatake prehrani i hranu nisu propisani takvi zahtjevi, te je na samom

proizvodacu odluka o kakvoci proizvoda i nacinu njezine kontrole.

Tablica 6. Sadrzaj antracenskih derivata u tabletama koje sadrze suhi ekstrakt seninog lista

Osi7 s 2208

60 8:233 gi:gg 23,53 23,7+1,1 10,8
0806 oapa 2486
180 aase 2483

8 ﬁgg ;i:i;l 24,25 243+0,2 >18
I180  aa13 2420
ol 2toa 203

29 8:232 52:28 2573 258+15 )
087 oa4s 2484
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Tablica 7. Sadrzaj antracenskih derivata u ¢ajnim mjeSavinama koje sadrze drogu Sennae folium

Udio droge Ansorbanciia Sadrzaj senozida u drogi Zahtjev Ph. Sadrzaj senozida u fitopreparatu
Uzorak [%] P J Eur.[%]

11,0+0,1

10,85 10,2+1,5

11,22
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4.3.2 Sadrzaj glukofrangulina u fitopreparatima krkavine

Kakvoca komercijalnih fitopreparata krkavine ispitana je primjenom farmakopejskih
metoda za odredivanje antracenskih derivata, prema propisima u monografijama
droge Frangulae cortex i monografijama suhog ekstrakta droge, a ukupni sadrzaj
izrazen je u postotcima, kao glukofrangulin A. Uzevsi u obzir znaCajne razlike u
sastavu i farmaceutskom obliku istrazivanih fitopreparata, analizirani uzorci su
grupirani i dobiveni rezultati prikazani su kako slijedi:

« Tablica 8 prikazuje postotke glukofrangulina odredene u €ajevima koji sadrze

krkavininu koru kao monodrogu

e Tablica 9 prikazuje rezultate odredivanja glukofrangulina u tabletama koje
sadrze ekstrakt krkavinine kore

» Tablica 10 donosi sadrzaje glukofrangulina u ¢ajnim mjeSavinama u Ciji sastav
ulazi krkavinina kora

Prema zahtjevu Ph. Eur. 7, krkavinina kora farmaceutske kakvoce mora sadrzavati
najmanje 7,0% glukofrangulina, dok je farmakopejska kakvoca suhog ekstrakta
krkavinine kore uvjetovana sadrzajem od 15 do 30% glukofrangulina. lako se
navedeni  farmakopejski  zahtjevi za  kakvocom odnose na same
monodroge/monoekstrakte, iz veceg broja preparata dostupnih u obliku tableta i
Cajeva u filter vre¢icama nije bilo moguée izdvojiti samu drogu. Stoga su svi
kombinirani fitopreparati analizirani na jednak nacin kao i monopreparati, a sve u cilju

usporednog vrednovanja svih na trzistu dostupnih fitopreparata te skupine.

Iz tablice 8 vidljivo je da sva tri uzorka kore krkavine, koja je u prometu kao
monodroga, udovoljavaju farmakopejskom zahtjevu jer sadrze visSe od 7,0%

antracenskih derivata. Zanimljivo je da su ti prozvodi na trziStu dostupni kao hrana.
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Tablica 8. Sadrzaj antracenskih derivata u uzorcima krkavinine kore kao monodroge

0,629 7,70

0,632 7,73 [y

gjggg Z;ég 7,44 7.4£0,3

0556 T 714

0603 736 737

ggié ;:gg 7,49 7,5+0,1 >7,0
0621 759 757

0642 756 782

8:233 Z;ﬁi 7,72 7,2+0,9

037 o0 695

Buducdi da istrazivani fitopreparatii koji dolaze u obliku tableta sadrze i suhi ekstrakt
seninog lista i suhi ekstrakt krkavinine kore, udio antracenskih derivata odredivan je
primjenom dviju farmakopejskih metoda, propisanih za svaki od ekstrakta. Deklarirani
sadrzaji antracenskih derivata u analiziranim tabletama razlikovali su se od
proizvodaca do proizvodaca, jer i sami preparati pripadaju razliitim regulatornim

skupinama.

Dobiveni rezultati izraZzeni kao sadrzaj senozida prikazani su u Tablici 6, dok Tablica 9
prikazuje sadrzaje antracenskih derivata odredene kao glukofrangulin. lako iz Tablice
7 proizlazi da tri analizirana proizvoda imaju ujednacen sadrzaj antracenskih spojeva,
koji izrazen na senozid iznosi 24-26 mg po tableti, dobivene rezultate potrebno je
tumaciti za svaki fitopreparat pojedinaéno, s obzirom na njihove bitno razliCite
deklarirane sastave. Opcenito, primjenom postupka za odredivanje glukofrangulina
dobivene su vecée vrijednosti sadrzaja antracenskih spojeva u kombiniranim

preparatima (Tablica 9). U uzorku 16, koji sadrzi 118,8 mg normiranog suhog
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ekstrakta krkavinine kore i 180 mg normiranog suhog ekstrakta seninog lista,
odredene su koli€ine senozida B (23,7 mg/tbl) i glukofrangulina A (40,5 mag/tbl)
dvostruko veée od deklariranih (23,76 mg glukofrangulina odnosno 10,8 mg
senozida) [68], Sto je i oCekivano buduci da su koriStene metode neselektivne i
omogucuju kvantificiranje svih strukturno sli¢nih antracenskih spojeva. Uzorak 17
definiran je sadrzajem 220 mg suhog ekstrakta krkavinine kore, 20 mg suhog
alojevog ekstrakta i 20 mg suhog ekstrakta seninog lista te navodno sadrzi najmanje
18 mg ukupnih hidroksiantracenskih derivata izrazeno kao glukofrangulin A, buduci
da u najve¢em postotku sadrzi krkavinu [69]. Rezultati dobiveni objema metodama
potvrduju deklarirani sadrzaj, ali relevantnijima mozemo smatrati sadrzaj od 31 mg
antracenskih derivata/tableti, odreden prema propisu iz monografije ekstrakta
krkavinine kore. Analiza uzorka 18, koji sadrzi usporedive udjele ekstrakata sene i
krkavine, pokazala je da se primjenom oba farmakopejska postupka dobivaju sli¢ni
sadrzaji antracenskih derivata, 26 mg senozida, odnosno 31 mg glukofrangulina u

jednoj tableti [70].

Dobiveni rezultati pokazuju da koli¢ina djelatnih tvari sadrzana u jednoj tableti svakog
od analiziranih preparata udovoljava pozologiju propisanu u znanstvenim
monografijama medunarodnih regulatornih tijela (EMA, ESCOP, WHO, Komisija E),
koje kao maksimalnu dnevnu dozu navode 30 mg hidroksiantracenskih glikozida.
Medutim, gledajuci pojedinacno istrazivane fitopreparate, usporedujuci njihov sastav i
deklarirane sadrZzaje antracenskih derivata namece se potreba za isticanjem
nedovoljno jasnih i preciznih podataka u uputama za primijenu antracenskih
laksativa. Naime, prema uputama za doziranje uzoraka 17 i 18 (galenski pripravci)

pacijentima se preporuc¢a uzimanje i viSe od jedne tablete odjednom (1-4 odnosno 1-
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3) ¢ime se viSestruko prekorauje dozvolijena dnevna doza, a time i povecava

vjerojatnost pojave nezeljenih ucinaka.

Tablica 9. Sadrzaj antracenskih derivata u tabletama koje sadrze suhi ekstrakt krkavinine

kore
S Sadrzaj glukofrangulina Zahtjev
Uzorak | ekstrakta matol] Gl

[%6]
rsea  dost 4051

40 iggg 28:% 40,61 40,5+0,1 23,76
o a0 40,44
oori e 2067

85 (1):82‘21 28;32 30,39 30,4 +0,8 >18
o7 3112 3101
ro2s  aias 146

37 1008 S07e 30,94 31,004 )
o2 3068 30,63
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Tablica 10. Sadrzaj antracenskih derivata u ¢ajnim mjeSavinama koje sadrZze drogu Frangulae cortex

Zahtjev
Ph. Eur.
[%]

Sadrzaj glukofrangulina u drogi

Sadrzaj glukofrangulina u fitopripravku

[%] [%]

rod 1260 1262 3 -
30 0895 1.9 11,82 11,9+1,0 38 355 peas
3383 ﬂ:gg 11,04 ggf 3,31
0502 563 HEL o 2,05
30 01496 o1 6,75 6,801 So1 2,03 2,0£0,0
8:232 g:gg 6,68 2:8(1) 201
1132 8 13,68 ik 2,78
20 i:cl)gg igg% 13,44 A U 27,0 ggg 2,69 2,7+0,1
1086 1329 IS e 2,66
1192 1428 e 502 2,92
20 1'ios PP 14,48 145+0,1 o 290 29400
1172 1437 A0 P 2,88
0794 07 9.55 Toa 1,91
20 0756 026 9,26 9,340, o 185 1900
07a8 516 — 193 1,84
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Sadrzaj glukofrangulina u drogi Sadrzaj glukofrangulina u fitopripravku
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U prilog tome da se biljne droge sene i krkavine vrlo ¢esto kombiniraju, govori
podataka da je najvedi broj istrazivanih viSekomponentnih fitopreparata s trzista (8/9),
u razli¢itim udjelima, sadrzavao obje droge. Stoga je osim u tabletama udio
antracenskih derivata u joS viSe zastupljenim ¢€ajnim mjeSavinama (uzorci 11-15)
takoder odredivan primjenom dviju razli€itih farmakopejskih metoda, te su dobiveni
rezultati izrazeni kao sadrzaj senozida (Tablici 6), odnosno sadrzaj glukofrangulina
(Tablica 10). Od svih analiziranih kombiniranih fitopreparata samo su dva stavljena u
promet kao lijekovi (uzorci 11 i 16), dok su po Cetiri dodatak prehrani odnosno
galenski pripravak. Dobiveni rezultati pokazuju da koli€ine djelatnih antracenskih
derivata u c¢ajnim mjeSavinama laksativnog djelovanja ne prelaze dnevno
preporu¢ene doze, ako se uzme u obzir sadrzaj izrazen na ukupnu masu preparata
(0,4-1,7% senozida B odnosno 1,9-3,6% glukofrangulina A). S obzirom na niske
udjele svake od droga u analiziranim mjeSavinama, dobiveni rezultati ne mogu se
smatrati pouzdanim za procjenu kakvoce seninog lista (4,3%-11,0% senozida B) i
krkavinine kore (6,8%-14,5% glukofrangulina A) u tim fitopreparatima, jer se ne moze

pretpostaviti utjecaj ostalih sastavnica na nijih.

S obzirom na veliki broj ljekovitih preparata koji sadrZze kombinacije droga s
antracenskim derivatima, uvida se potreba za razvojem sluzbeno priznatih analitiCkih
metoda koje bi omogucile odjeljivanje i kvantitativno odredivanje razli€itih
antracenskih spojeva u smjesi. Metoda bi trebala biti selektivha i brza, poput ve¢
nekih postoje¢ih HPLC metoda za odredivanje antrakinonskih spojeva koje

susrec¢emo u znanstvenoj literaturi [71, 72, 73, 74, 75].

Rezultati odredivanja antracenskih derivata, provedenih u okviru usporednog
vrjednovanja svih fitopreparata sene i krkavine s hrvatskog trzista, potvrdili su da su

svi preparati registrirani kao biljni lijekovi farmakopejske kakvoée. Od ostalih ljekovitih
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preparata, koji sukladno zakonskim mogucénostima u promet dolaze u okviru drugih
regulatornih skupina (galenski pripravci, dodaci prehrani, hrana), tek mali postotak
onih koji sadrze senu udovoljava farmakopejski zahtjev za sadrzajem djelatnih tvari,
dok su uzorci krkavinine kore svi bili farmaceutske kakvoce. Dobiveni podaci odnose
se samo na preparate s monodrogama, za Ciju su provjeru kakvoce i primarno
propisane farmakopejske spektrofotometrijske metode. 1z tog je razloga vrlo tesSko
pouzdano tumaciti rezultate dobivene analizom preparata mjeSovitog sastava.
Utvrdeni rezultati upucuju na preporuku da bi fitopreparate sene i krkavine trebalo
registrirati kao biljne lijekove, jer se samo na taj jamacno osigurava farmaceutska
kakvoca, a time i zeljena djelotvornost i sigurna primjena. Biljni lijekovi imaju jasno
deklarirani sastav i sadrzaj djelatnih tvari i sadrze standardizirane biljne ekstrakte
¢ime se osigurana ujednacena i definirana kakvoéa svakog preparata iz bilo koje
proizvodne serije. Kako bi se olakSala registracija fitopreparata kao biljnih lijekova, na
razini Europske unije donesena je direktiva kojom se pojednostavljuje cijeli postupak,
a primjenjiva je za tradicionalne biljne lijekove koji su u upotrebi viSe od 30 godina, a
barem 15 godina u zemljama EU [76]. S obzirom da se ta uredba odnosi i na biljnu
drogu i preparate sene i krkavine, pozeljno bi bilo da regulatorna tijela zahtjevaju od
proizvodaca fitopreparata sene i krkavine da pokrenu postupke registracije svojih
pripravaka kao biljnog lijeka. Time bi se ujedno znacajno doprinijelo i zastiti zdravlja

pacijenata i povecalo njihovo povjerenje u kvalitetu fitopreparata opcenito.
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5. ZAKLJU CClI

Na temelju opseznog pregleda relevantne znanstvene i stru¢ne literature, provedenih

kvalitativnih i kvantitativnih fitokemijskih ispitivanja, dobivenih rezultata analiza i

prate¢e rasprave u ovom radu mogu se izvesti slijedeéi zaklju€ci o ljekovitim

preparatima sene i krkavine:

Biljne droge Sennae folim i Sennae fructus koje se dobivaju od vrsta Cassia
senna L. i/ili C. angustifolia Vahl te droga Frangulae cortex koja se dobiva iz
vrste Rhamnus frangula ljekovite su droge s dugom tradicijom primjene kao
biljni laksativi, a njihova primjena u suvremenoj racionalnoj terapiji je sigurna i
utemeljena na dokazima. Za postizanje optimalnog ucinka, znanstveno je
utvrdena vaznost tocne identifikacije te standardizacija tih biljnih droga i
njihovih pripravaka koriSteninh u proizvodnji komercijalnih fitopreparata.
Istrazivanja su pokazala da antracenski derivati kao glavne terapijski aktivne
tvari pored Zeljenog posjeduju i niz nezeljenih i Stetnih djelovanja, posebice
ukoliko se primjenuju/zlouporabljuju u veéim dozama i duzem periodu od
preporu¢enog. Stoga je pri koriStenju fitopreparata sene i krkavine vrlo vazno
da budu farmaceutske kakvoce te da se uzimaju uz stru¢ni savjet lijecnika ili

liekarnika.

Buduci da su za laksativni ucinak sene i krkavine odgovorni antracenski derivati,
u svrhu identifikacije i dokazivanja prisutnosti djelatnih tvari provedena je

usporedna fitokemijska karakterizacija fitopreparata iz prometa metodom

tankoslojne kromatografije. Svi analizirani uzorci monodroga i monoekstrakata

sene bili su u skladu s monografskim zahtjevima Ph. Eur. 7., no mogucnost

primjene tankoslojne kromatografije za identifikaciju i dokazivanju djelatnih tvari
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seninih droga koje dolaze u sastavu kombiniranih fitopreparata bila je
ograniCena. Za razliku od sene, farmakopejska metoda za identifikaciju droge
Frangulae cortex pokazala se prikladnom za dokazivanje djelatnih antracenskih
derivata u svim uzorcima, kako u monodrogama/monoekstraktima, tako i u
viSekomponentnim fitopreparatima koji ih sadrze. Od 13 istrazenih biljnih
preparata krkavine, jedan ne udovoljava farmakopejskom zahtjevu Sto upuduje

na prisutnu zamjenu odnosno patvorinu droge.

UV/IVIS  spektrofotometrijskim  metodama  propisanim u  relavantnim
farmakopejskim monografijama odreden je sadrzaj antracenskih derivata u
komercijalnim monodrogama i monoekstraktima sene i krkavine. Samo pet od
deset ljekovitih preparata sa ¢istom senom (tri monodroge, dva monoekstrakta)
zadovoljavali su farmakopejski zahtjev za sadrzajem antracenskih derivata. U
slucaju krkavine, svi uzorci s trziSta bili su farmaceutske kakvocée. Propisana
farmakopejska metoda primjenjena je i za kvantifikaciju antracenskih derivata u
viSekomponentnim fitopreparatima laksativhog djelovanja koji sadrze senu i/ili
krkavinu, no dobivene rezultate treba s oprezom tumaciti jer nisu jednoznacni i
pouzdani s obzirom da je nemoguce utvrditi utjecaj svih ostalih sastavnica iz

mjeSavine.

Svi kombinirani fitopreparati analizirani su na jednak nacin kao i monopreparati, u
svrhu usporednog vrednovanja svih na trziStu dostupnih antracenskih laksativa.
UzevSi u obzir da je iz prometa uzorkovana samo po jedna serija svakog
istrazivanog fitopreparata sene i krkavine, dobiveni rezultati usporedne analize
znacCajno doprinose stvaranju predodzbe o kakvoci jedne skupine biljnih

preparata dostupnih na hrvatskom trziStu, ali se na temelju njih ne moze se

72



donijeti op¢i zaklju€ak o kakvoci pojedinog preparata, ve¢ samo o ispitivanoj seriji

istog.

Primjenjene spektrofotometrijske metode za odredivanje sadrzaja antracenskih
derivata koje su sastavni dio farmakopejskin monografija biljnih droga i
pripravaka sene i krkavine su slozene i dugotrajne te nisu prikladne za rutinsku
analizu veceg broja uzoraka u relativno kratkom vremenu. Osim toga pogodne su
samo za odredivanje antracenskih derivata u preparatima monodroga ili
monoekstrakata, dok se analizom kompleksnijih kombiniranih fitopreparata ne
dobivaju jednoznacni podaci. Zbog toga postoji realna potreba za razvojem i
validacijom te implementacijom u farmakopejske monografije novih,
suvremenijih, brzih, jednostavnijih i selektivnijih metoda, npr. HPLC tehnikom,
koje bi omogucile istovremenu identifikaciju i odredivanje sadrzaja pojedinih
antracenskih sastavnica, posebice u kombiniranim pripravcima koji osim biljnih
droga i ekstrakata sene i krkavine sadrze i druge droge [71, 72, 73, 74, 75].
Nuznost za razvojem novih metoda je tim veca Sto prema najnovijim zakonskim
propisima, donesenim nakon ovdje provedenih istrazivanja, viSe nije dozvoljeno
stavljanje u promet monodroga sene i krkavine kao dodatke prehrani, ve¢ one
smiju biti samo dio kombiniranih fitopreparata s najve¢im dopustenim udjelom u
smjesi glavnih sastojaka 30% m/m (do 20 mg ukupnih hidroksiantracenskih

spojeva u dnevnoj dozi).

Biljne droge i ekstrakti koji se koriste kao polazna sirovina za proizvodnju
liekovitih preparata sene i/ili krkavine, odnosno opcenito svih fitopreparata, morali
bi biti standardizirani. Samo se koriStenjem standardiziranih biljnih droga i

pripravaka s definiranim sastavom i sadrzajem djelatnih tvari jamac¢no osigurava
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propisana i ujednacena kakvoca ljekovitog preparata, ¢emu u prilog govore |

rezultati ovog rada.

Rezultati dobiveni u ovom radu upuéuju na zaklju€ak da kvaliteta istrazivanih
komercijalnih fitopreparata sene i krkavine s hrvatskog trziSta uvelike ovisi o
njihovom regulatornom statusu, tj. o tome temeljem kojih su zakonskih propisa
stavljeni u promet. Kvalitativni i kvantitativni sastav svih uzoraka fitopreparata
registriranih kao biljni lijekovi u skladu su s deklariranim i zadovoljavaju
farmakopejske zahtjeve. Od preparataa koji u promet dolaze kao dodaci
prehrani, galenski pripravci ili hrana samo maniji broj je farmaceutske kakvoce.
Stoga bi u cilju zastite zdravlja pacijenta bilo pozeljno uvesti stroze kontrole svih
fitopreparata dostupnih na trziStu i ustrajati u nastojanjima da se postroze propisi
za stavljanje u promet svih biljnih preparata sene i/ili krkavine, jer istrazivanje
upucuje na to da su jedino zakonski propisi koje moraju zadovoljiti biljni lijekovi

garancija farmaceutske kvalitete, a time i u€inkovite i sigurne primjene.
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POPIS SKRACENICA | KRATICA

EMA - European Medicines Agency (Europska agencija za lijekove)
EU - Europska unija

FDA - Food and Drug Administration

GACP - Good agricultural and collection practices

GMP - Good manufacturing practice

HALMED - Agencija za lijekove i medicinske proizvode

Ph. Eur. - Europska farmakopeja

Rr - faktor zaostajanja

WHO - World Health Organization (Svjetska zdravstvena organizacija)
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