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SAZETAK

Cilj istrazivanja

Cilj je rada pregled recentne znanstvene i stru¢ne literature o primjeni kemijskog fingerprinta
u identifikaciji i kontroli kakvo¢e kompleksnih biljnih uzoraka (droge, biljni pripravci, biljni
proizvodi iz skupine dodataka prehrani i kozmeti¢kih proizvoda, biljni lijekovi) te detaljna
studija 1 kriticka rasprava o vrijednosti primjene takvog analitickog pristupa na odabranim
literaturnim primjerima. Cilj je takoder istaknuti vaznost prikladne identifikacije i kontrole
kakvoce biljnog materijala koji ulazi u sastav biljnog lijeka kako bi se osigurala njegova

kakvoca, djelotvornost 1 sigurnost primjene.
Materijali i metode

Istrazivanja u okviru ovoga rada teorijskog su karaktera i obuhvacaju detaljan pregled
dostupne stru¢ne i znanstvene literature ¢ija je tematika vezana za podrucje analitike 1
kontrole kakvoce biljnih droga i gotovih biljnih proizvoda uz pomo¢ kemijskog fingerprinta.
Takoder su prikupljeni podatci o razvoju regulatornih normi za biljne proizvode. Pretrazene
su bibliografske baze podataka, kao $to su Medline/PubMed, Toxnet, Scopus, ScienceDirect,
Elsevier biobase - Current Awareness in Biological Sciences (CABS), EMBASE, EBSCO i
druge, uz primjenu kljuénih rije¢i poput: chemical fingerprint, chromatographic fingerprint,
quality control of herbal drugs, qualitative and quantitative analysis of herbal drugs, herbal
medicines, identification and determination of active components in herbal medicines,
phytoequivalence, herbal extracts, regulatory requirements for herbal medicines, herbal drug

regulation i sl. Prikupljeni ¢lanci kriti¢ki su prouceni, s naglaskom na literaturi koja obraduje



kemijski fingerprint u svrhu identifikacije i kontrole kakvoce slozenih biljnih uzoraka: biljnih

droga, biljnih pripravaka, razli¢itih skupina biljnih proizvoda te biljnih lijekova.
Rezultati

Rezultati su prikazani kroz analiticki i1 regulatorni aspekt. Detaljan prikaz podrucja primjene
kemijskog fingerprinta u farmaceutskoj analizi daje uvid u znac¢aj spomenutog analitiCkog
pristupa te istiCe njegovu vaznost u uspostavi novih standarda kontrole kakvoce biljnih
proizvoda. Sira primjena kemijskog fingerprinta u analizi kompleksnih biljnih uzoraka
ubrzava i olakSava karakterizaciju takvih proizvoda te pridonosi standardizaciji njihove
kvalitete na trziStu. Takoder, iz predstavljene materije dobiva se kvalitetan uvid u zahtjeve i
izazove koji se postavljaju farmaceutskoj analizi biljnih uzoraka, posebice gotovih biljnih

proizvoda kompleksnog sastava, kao i u regulativu spomenute skupine proizvoda.
Zakljucak

Pregled provedenih istrazivanja donosi sistematizirane informacije o ulozi kemijskog
fingerprinta u karakterizaciji sloZenih biljnih uzoraka. Obradom odabranih studija prikazane
su prednosti, ali i nedostatci primjene kemijskog fingerprinta u identifikaciji i kontroli
kakvoce razli¢itih biljnih uzoraka te predstavljena nova saznanja o vrijednosti 1 znacaju
spomenutog analitickog pristupa za kompleksne biljne uzorke koji ulaze u sastav razli¢itih
skupina biljnih proizvoda prisutnih na svjetskom trzistu. Takoder, prikaz postojeeg stanja
regulative u tom podru¢ju omogucuje uvid u nedostatke aktualnih sluzbenih propisa 1 ukazuje

na potrebne mjere i poboljSanja.



SUMMARY

Objectives

The aim of the paper is to review the recent scientific and professional literature on the application
of the chemical fingerprints in the identification and quality control of complex plant samples
(drugs, herbal preparations, herbal products — dietary supplements and cosmetic products, herbal
medicinal products), as well as the detailed study and critical discussion on the value of applying
such analytical approach to selected literature examples. The aim is also to emphasize the
importance of proper identification and quality control of the plant material to ensure the quality,

efficacy and safety of the related herbal medicinal product.

Materials and methods

Research in this paper is a theoretical one and includes a detailed overview of the available
professional and scientific literature. Themes are related to the field of analytical and quality
control of herbal material and herbal medicinal products with the help of a chemical
fingerprints. Data on the development of regulatory standards for herbal products were also
collected. Bibliographic databases such as Medline/PubMed, Toxnet, Scopus, ScienceDirect,
Elsevier biobase - Current Awareness in Biological Sciences (CABS), EMBASE, EBSCO and
others are searched with key words such as: chemical fingerprint, chromatographic fingerprint,
quality control of herbal drugs, qualitative and quantitative analysis of herbal drugs, herbal
medicines, identification and determination of active components in herbal medicines,
phytoequivalence, herbal extracts, regulatory requirements for herbal medicines, herbal drug

regulation etc. The collected articles were critically examined, focusing on the literature that



deals with chemical fingerprint for the purpose of identification and quality control of the of

complex plant samples i.e. drugs, herbal preparations, and various herbal medicinal products.

Results

The results are presented through an analytical and regulatory aspect. A detailed description of
the field of application of chemical fingerprints in the pharmaceutical analysis provides an
insight into the significance of this analytical approach and highlights its importance in the
establishment of new standards for the quality control of herbal products. The widespread use of
chemical fingerprints in the analysis of complex plant specimens accelerates and facilitates the
characterization of such products and contributes to the standardization of their quality on the
market. Also, the presented study provides a good insight into the demands and challenges
posed by the pharmaceutical analysis of plant specimens, particularly various plant products

with complex composition, as well as in the regulation of the mentioned group of products.

Conclusion

Overview of the research brings systematized information on the role of chemical fingerprint in
the characterization of complex plant samples. The selected studies show the advantages and
disadvantages of a chemical fingerprint in the identification and quality control of different
plant samples and present new findings about the value and importance of such an analytical
approach to complex plant material present in different groups of herbal products. Also, an
overview of the current regulatory situation in this area provides insight into the shortcomings

of current official regulations and points to the necessary measures and improvements.



SADRZAJ

1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA ..ottt 1
FLT UVO e eses s ek 88 1 8 08 e 2
1.2. Pregled podrucja iSEraZiVANJaA ... isssesseane e sss s sssssssss st sssssssss s 6
1.2.1. Zahtjevi Europske farmakopeje (Ph. EUL.) ... sssens 8
1.2.2. Kontrola kakvoce polaznog biljnog materijala ... 10
1.2.3. Kontrola kakvoce biljnih HJEKOVA ... ssssssss s 11
2. CILJISTRAZIVANJA ..ottt 13
3. MATERIJALI I METODE - SUSTAVNI PREGLED SAZNANJA O TEMI ... 15
3.1. Standardizacija biljnog materijala ... 18
3.2, KeMUjSKi fINGEIPIINL ......ooooooooii e et es s s s 20
3.3, FItOEKVIVALEIICITA ... s s e e e e s s 25
3.4. Kemometrijski pristup Kontroli KAKVOCE ... ssssissssssssss oo 33
. RASPRAVA .ot ek 881588 1 5855855 85 36
4.1. Primjeri ispitivanja kakvoce biljnih proizvoda pomoc¢u

KromatografSKOg fiNGErPriNta ...ttt essssssssssssssss s s 43
4.1.1. Uloga kemijskog fingerprinta: primjena na vrstama roda Ephedra ... 43

4.1.2. Analiza biljnih droga Gentianae Radix et Rhizoma pomoc¢u tekuéinske kromatografije

ViSOKe dJelotVOTNOSTE (HPLC) ..ooocevceveiveiveiveiveiveireiens s e sss s sess st st s 53
4.1.3. Kvalitativna i kvantitativna analiza karakteristi¢nih pikova u kemijskom fingerprintu

Yuanhu Zhitong tableta pomoc¢u spregnutih tehnika HPLC-DAD-MS/MS ... 63
TN 0 1007 N S 81
6. LITERATURA .........ooooooe ettt sssssss s s s s s sssss 05 55 s s 85
T ZIVOTOPIS .. 92

Vi



POPIS SKRACENICA

Kapilarna elektroforeza

CE Capillary Electrophoresis
DAD Diode Array Detector Detektor s nizom dioda
Deoksiribonukleinska
DNA Deoxyribonucleic Acid kiselina
EC European Commission Europska komisija
EMA European Medicines Agency Europska agencija za lijekove
ESI Electrospray lonization Elektrosprej ionizacija
EU European Union Europska unija
E7 Europska zajednica
FID Flame lonization Detector Plameno-ionizacijski detektor
Dobra agrikulturalna
GAP Good Agricultural Practice (poljoprivredna) praksa
GC Gas Chromatography Plinska kromatografija
GCP Good Collecting Practice Dobra sakupljacka praksa
GLP Good Laboratory Practice Dobra laboratorijska praksa
Good Manufacturing Dobra proizvodacka praksa
GMP .
Practice
GSP Good Supply Practice Dobra dobavljacka praksa
. T kucéinska kromatografija
High-Performance Liquid te _ .
HPLC Chromatography visoke djelotvornosti
. . Tankoslojna kromatografija
High Performance Thin . . X
HPTLC Layer Chromatography visoke djelotvornosti
IR Infrared Infracrveno podrucje
LC Liquid Chromatography Tekucinska kromatografija
LOD Limit of Detection Limit detekcije
- - - - Limit
LOQ Limit of Quantification kvantifikacije/odredivanja
MS Mass Spectrometry Masena spektrometrija
Nuklearna magnetska
NMR Nuclear Magnetic Resonance | rezonancija
PDA Photodiode Array Detector | Detektor s nizom fotodioda

Vil




Europska farmakopeja

Ph. Eur. European Pharmacopoeia
RPA Relative Peak Area Relativna povrSina ispod pika
Relativno standardno
RSD Relative Standard Deviation | odstupanje
RRT Relative Retention Time Relativno retencijsko vrijeme
SIN Signal to Noise Ratio Omjer signala i suma
" . Tradicionalna kineska
Traditional Chinese -
TCM Medicine medicina
Therapeutic Goods Australsko regulatorno tijelo
TGA RO
Administration
TIC Total lon Chromatogram Ukupni ionski kromatogram
TLC Thin-Layer Chromatography Tankoslojna kromatografija
P Tekuéinska kromatografija
Ultra Performance Liquid : matogratija
UPLC Chromatography (ultra) visoke djelotvornosti
uv Ultraviolet Ultraljubicasto podrucje
Provjerena medicinska
WEU Well-Established Use uporaba
YZT Yuanhu Zhitong tablets Yuanhu Zhitong tablete

VI




1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA




1.1. UvOD

Biljne tvari i proizvodi ve¢ tisu¢lje¢ima nalaze Siroku primjenu u razliCitim sustavima
tradicionalne medicine. S obzirom na njihovu Siroku rasprostranjenost i dostupnost,
neskodljivost takvih proizvoda od iznimne je vaznosti, a ona je uvelike odredena kakvocom
biljne sirovine. Razvoj biljnih terapeutika zahtijeva obuhvatno razumijevanje slozenih biljnih
sustava, ukljucujuéi bioloski, kemijski, geneticki i agronomski aspekt. Opcenito se vjeruje da
je rizik primjene biljnih tvari i proizvoda nizak, ali brojna izvje$¢a o ozbiljnim nezeljenim
reakcijama povezanim s njihovom primjenom upucuju na potrebu razvoja djelotvornih
sustava njihove standardizacije i1 kontrole kakvoce. Takoder valja istaknuti vaznost
poostravanja regulatornih zahtjeva u podruc¢ju biljnih tvari kako bi se osigurala prisutnost

samo kvalitetnih, djelotvornih 1 sigurnih proizvoda na trzistu.

Iako je malo vjerojatno da ¢e ljudi odustati od blagodati konvencionalne medicine, primjena
biljnih proizvoda u funkciji odrzavanja zdravlja i prevenciji bolesti u stalnom je porastu.
Prakticiranje nekonvencionalne medicine posebno je izraZeno u isto¢nim zemljama, kao §to
su Kina i Indija, ali se trend porasta takve prakse biljezi takoder u zapadnim razvijenim
zemljama. Proizvodi koji se pritom koriste uglavnom potjecu iz biljnih izvora, a njihova
primjena posebno se istice pri samolijecenju 1 samopomoci. S obzirom na trend "zdravog
zivota" 1 konzumiranja organski uzgojene hrane, sve je izrazenije vjerovanje kako je lijeCenje
proizvodima na biljnoj osnovi zdravo i sigurno. Takav trend povla¢i za sobom pitanja i
strahove vezane uz kakvocu biljnih proizvoda, njihovu u€inkovitost i sigurnost primjene. Sve
su ucestalije informacije koje ukazuju na to da biljni proizvodi mogu prouzrociti razlicite
nuspojave, od kojih neke nisu ni najmanje bezazlene. Takoder se javlja pitanje sigurnosti

njihove primjene kada se uzimaju zajedno s konvencionalnom terapijom.



Zabiljezeni su brojni slu¢ajevi kada su biljni proizvodi bili dostupni na trzistu, a da prethodno
nisu ispitani na prikladan nacéin, odnosno, njihova je kakvocéa bila upitna, Cesto i
neodgovaraju¢a. Uocena je takoder kontaminacija biljnih proizvoda razli¢itim pesticidima,
neki su uzorci bili neodgovaraju¢e mikrobioloske Cistoce, zabiljezene su i nedopustene razine
teSkih metala te drugih oneciS¢enja, kao i prisutnost nekih kemijskih djelatnih tvari koje se
koriste i odobrene su za proizvodnju lijekova [1, 2]. Uzroci prisutnosti pesticida, teskih metala
i neodgovarajuce mikrobioloske Cisto¢e mogu biti povezani s izvorom i podrijetlom biljnog
materijala (rast u onec€is¢enom okoliSu ili onecis¢enje prilikom sabiranja biljnog materijala),
dok ostala oneciS¢enja mogu nastati tijekom neprikladnog ¢uvanja biljnog materijala ili
neodgovaraju¢om obradom [3]. Neki od navedenih nepovoljnih ¢imbenika mogu se izbjeci
implementacijom standardnih operativnih postupaka (SOP) i prihva¢anjem smjernica Dobre
prakse: poljoprivredne (GAP), sakupljacke (GCP), laboratorijske (GLP), dobavljacke (GSP),
te Dobre proizvodacke prakse u proizvodnji biljnih proizvoda (GMP) [4, 5]. Biokemijski
profil biljnog materijala ovisi o brojnim morfoloskim 1 ekoloskim ¢imbenicima, a odabir
optimalnog analitickog postupka ima vaznu ulogu u karakterizaciji slozenog biljnog uzorka
(droge, pripravci, biljni lijekovi i drugi biljni proizvodi), Sto predstavlja znac¢ajan korak prema

globalnoj standardizaciji i sigurnoj primjeni tvari i proizvoda biljnog podrijetla.

Dakle, rastuca se potroS$nja biljnih proizvoda nikako ne smije ignorirati te je potrebno

posvetiti viSe pozornosti ispitivanjima njihove kakvoce, djelotvornosti i sigurnosti primjene.

Ovisno o nacinu prikazivanja proizvoda i vezanim tvrdnjama (u skladu sa zakonskim
okvirima), biljni proizvodi na trZiStu mogu biti svrstani u skupinu lijekova, hrane ili

kozmetike.

Europsko je trziSte do nedavno bilo slabo regulirano glede biljnih proizvoda zbog mnogih

razloga, a osobito zbog manjka uskladenih zakonskih okvira. Neke su europske zemlje uvele



nacionalne postupke za registraciju biljnih proizvoda, dok se u vecini zemalja nije
primjenjivala posebna regulativa pa su se biljni proizvodi na trziStu mogli pronaci u razli¢itim
skupinama kod kojih se ne primjenjuju strogi regulatorni zahtjevi kao za lijekove. Stoga su i
danas, zbog razli¢itih gledista drzava ¢lanica EU, prisutne teSkoée prilikom razvrstavanja
pojedinih biljnih proizvoda kao dodataka prehrani, tradicionalnog biljnog lijeka, biljnog lijeka

provjerene medicinske uporabe (WEU) ili druge dodirne skupine proizvoda.

Usvajanjem novih direktiva na podrucju lijekova i dodataka prehrani, napravljen je pomak
glede razvrstavanja i registracije biljnih proizvoda. Primjer je Direktiva 2004/24/EC [6] koja
uvodi skupinu tradicionalnog biljnog lijeka te daje prijelazni period od 7 godina od njenog
donosenja 2004. godine, u svrhu prilagodbe proizvodaca zahtjevima za registraciju biljnih
proizvoda u skupini lijeka. Iste godine, Direktiva 2004/27/EC detaljnije opisuje definiciju
lijeka te istice da, kada je odredeni proizvod istovremeno moguce svrstati u skupinu lijeka i
neku drugu kategoriju, za takav je proizvod, s ciljem zaStite javnog zdravstva, potrebno
primijeniti stroze odredbe vazece za lijekove [7]. Direktiva 2002/46/EC [8], koja se odnosi na
dodatke prehrani, vrlo dobro razraduje zahtjeve za minerale i vitamine (dozvoljeni kemijski
oblici, preporuceni dnevni unos, i dr.), dok su ostali sastojci koji imaju nutritivni ili fizioloski

ucinak (ukljucujudi i biljne tvari) uglavnom prepusteni nacionalom zakonodavstvu.

Ipak, razvoj zakonskih okvira za pojedine skupine proizvoda omogucava njihovu bolju
kvalitetu na trziStu pregledom registracijske dokumentacije, ukljucujuéi provjeru prikladnosti
oznacavanja proizvoda i upute za korisnika od strane nadleznih regulatornih tijela te kroz

postmarketins§ko pracenje 1 prijavu nuspojava.

Budu¢i da su biljni sustavi iznimno kompleksni, a sadrzaj bioaktivnih sastavnica Cesto
promjenjiv 1 ovisan o brojnim 1 raznolikim ¢imbenicima, ocita je potreba uvodenja novih

pristupa identifikaciji i kontroli kakvoce takvih kompleksnih uzoraka; oni mogu biti usmjereni



ili prema pojedina¢nom, specificnom spoju (analiza temeljena na biljezima) [9] ili obuhvacaju
¢itav uzorak (fingerprint analiza), sto je i temeljni predmet istrazivanja ovoga specijalistickog

rada.



1.2. PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

Zbog velike varijabilnosti biljnog materijala, potrebna je odgovaraju¢a metoda identifikacije i
provjere kakvoce, kako bi se razlikovali sli¢ni biljni materijali losije kvalitete, oni koji sadrze
nizu koncentraciju djelatne tvari, kao i oni s viSe oneciS¢enja (primjerice pesticida). Iz svega
navedenog, vidljivo je da je upravo identifikacija, kao dio provjere kakvoce biljnog
materijala, nuzna za sigurnost potrosac¢a [10]. Tradicionalan pristup identifikaciji biljnog
materijala ukljucuje vizualnu inspekciju cijele biljke, odnosno, biljne droge, Sto nije
primjenjivo pri identifikaciji biljne vrste u kompleksnom biljnom uzorku (droge slozena
sastava, biljni pripravci ili drugi biljni proizvodi). Takoder, zbog velike sli¢nosti pojedinih
ljekovitih biljaka/biljnih droga, ¢esto dolazi i do slucajnih zamjena nekom drugom (slicnom)
biljkom/biljnom drogom, $to moze imati ¢ak i kobne posljedice. Ne postoje jedinstvene
sluzbene metode identifikacije pojedine biljne vrste ili droge prisutne u razli¢itim biljnim
proizvodima, kao ni jedinstvene metode njihove kontrole kakvocée. Regulativa donosi
monografije i smjernice (farmakopejske i druge sluZzbene metode ispitivanja), kojima se
nastoji osigurati kakvoca takvih proizvoda, a §to se uglavnom primjenjuje na biljne proizvode
registrirane kao biljni lijekovi (tradicionalni biljni lijekovi). U farmakopejskim
monografijama, osim makroskopske i mikroskopske identifikacije, Cesto se propisuje
odredivanje odgovarajuceg biljega (markera) u svrhu identifikacije i kontrole kakvoce biljnog
materijala. Osim toga, primjenom citogenetickih metoda ispitivanja, koje ukljucuju brojanje
kromosoma i kariotipizaciju, moze se pouzdano razlikovati biljni materijal s obzirom na to da
DNA molekule spadaju u pouzdane biljege koji su manje podlozni vanjskim utjecajima
(starost biljke, fizioloSki uvjeti i utjecaji okolisa). No, nedostatak DNA fingerprintinga je
nemogucnost odredivanja sastavnica prisutnih u biljnom materijalu. Dakle, navedeni pristupi
nisu uvijek prikladni za karakterizaciju odredenog biljnog uzorka, s obzirom na njegovu

kompleksnost i ¢esto nepoznat sastav, kao i na nedostatak jedinstvenih markera. Stoga se



identifikacija koja je temeljena na ograniCenom broju biljega ne moze uvijek smatrati
dostatnom, nego se javlja potreba analize kompletnog slozenog uzorka (karakteristicnog
profila odredene biljne vrste/droge/biljnog proizvoda) — fingerprint analiza [11]. Kemijski
(ve¢inom kromatografski) fingerprint biljnog uzorka u praksi predstavlja kromatografski
profil s karakteristicnim sastavnicama koje su nositelji farmakoloske aktivnosti i/ili su samo
analiticki biljezi (nisu nuzno bioaktivni spojevi, ve¢ imaju prikladna analiti¢ka svojstva koja
su korisna u analiticke svrhe). Kako sastav iste biljne droge moze varirati u koncentracijama
pojedinih sastavnica ovisno o geografskom podrijetlu biljke, vremenskim prilikama uzgoja,
sabiranju, obradi i sl., za identifikaciju je najpouzdanije koristiti upravo kemijski fingerprint
kojim se razmatraju i evaluiraju sve sastavnice, a ne samo one koje su prisutne u najvisim
koncentracijama. Za odredivanje kemijskog sastava biljnih uzoraka primjenjuju se najcesce
spektroskopske i kromatografske tehnike: plinska kromatografija (GC), tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC), spektrofotometrija u ultraljubicastom (UV) i
infracrvenom (IR) podrucju, Raman i NMR spektroskopija, masena spektrometrija (MS) 1 dr.
Primjenom spregnutih sustava, HPLC ili GC s nekom drugom analitickom tehnikom (npr.
GC-MS i HPLC-MS), dobivaju se dodatne analiticke informacije, primjerice, omoguceno je
ucinkovito detektiranje srodnih spojeva koji zajedno eluiraju te imaju slicna vremena

zadrZavanja.

Kemijskim se fingerprintom mogu zabiljeziti varijabilnosti u djelatnim tvarima i njihovim
koncentracijama koje mogu nastati unutar iste biljne vrste, ovisno o uvjetima u kojima je
biljka kultivirana i sabirana te metodama obrade i ¢uvanja biljnog materijala. Zadovoljavajuca
identifikacija mora potvrditi da uzorak potjece od odredene biljne vrste i iskljuciti moguénost
drugih izvora. Obi¢no se radi usporedba fingerprinta ispitivanog uzorka i biljnog referentnog
standarda. S obzirom da biljni ekstrakti mogu sadrzavati velik broj komponenata u niskim

koncentracijama, vizualna evaluacija kemijskih fingerprinteva ne moze uvijek biti dovoljna za



prepoznavanje razlika izmedu profila te se iz tog razloga preporucuje primjena matematicko-

statistickih modela kao pomo¢ u njihovoj procjeni i usporedbi.

1.2.1. Zahtjevi Europske farmakopeje (Ph. Eur.) [12]

Europska farmakopeja donosi opée monografije u kojima opisuje zahtjeve za polazne biljne

materijale.

» 1. Biljne droge

Biljne tvari (droge) jesu cijele ili narezane biljke, biljni dijelovi, alge, lisajevi, gljive, u
osusenom ili svjezem obliku te neobradene izluCevine biljaka; biljne tvari oznaavaju se

koriStenim dijelom biljke i botanickim nazivom biljke, u skladu s binomnom nomenklaturom.

Identifikacija biljnih droga provodi se makroskopskim i mikroskopskim ispitivanjem, a moze

se zahtijevati i dodatno ispitivanje (primjerice TLC).

Od ostalih ispitivanja, Ph. Eur. propisuje ispitivanje gubitka suSenjem, odredivanje sadrzaja
vode, ostataka pesticida, teSkih metala, ukupnog pepela, pepela netopljivog u klorovodi¢noj
kiselini, aflatoksin B1, okratoksin A, mikrobioloSku Cisto¢u i1 dr. Ph. Eur. takoder propisuje 1

odredivanje sadrzaja biljne droge prikladnom metodom.

» 2. Biljni pripravci

Biljni pripravci su homogeni pripravei dobiveni razliCitim postupcima iz biljnih tvari
(usitnjavanje, ekstrakcija, fermentacija, destilacija, proc¢is¢avanje, koncentriranje, tijeStenje) te
obuhvadaju usitnjene ili prasSkaste biljne tvari, tinkture, ekstrakte, eteri¢na ulja, istisnute

sokove 1 preradene izlucevine biljaka.



e FEkstrakti

Ekstrakti po definiciji mogu biti tekuci (tekuci ekstrakti i tinkture), polucvrsti (meki ekstrakti)
ili Cvrsti (suhi ekstrakti), a dobivaju se iz biljnih droga. Ekstrakti se proizvode definiranim
metodama koristeci etanol ili druga prikladna otapala. Biljne droge i organska otapala koje se
koriste u postupku proizvodnje ekstrakta moraju odgovarati odredenoj farmakopejskoj
monografiji. Moguc¢e je dodati i prikladne inaktivne tvari u razliitim stupnjevima
proizvodnog postupka kako bi se poboljsala tehnoloska kakvoca samog ekstrakta (primjerice,
homogenost ili konzistencija). Takoder je dozvoljeno dodavati prikladne stabilizatore, kao 1
konzervanse. Identifikacija se provodi primjenom prikladnih metoda. Ispituje se
mikrobioloska ¢istoca, teski metali, aflatoksini, ostatci pesticida te odreduje sadrzaj bioloski

aktivnih tvari.

Oznacavanje biljnih ekstrakata mora sadrzavati:
- biljnu drogu;
- vrstu ekstrakta (tekuci, polucvrsti, suhi...);
- za standardizirane ekstrakte — sadrzaj sastavnica koje nose terapijsku aktivnost;
- za kvantificirane ekstrakte — sadrzaj biljega koji se koriste za kvantifikacije;
- omjer polaznog materijala prema izvornom ekstraktu (ekstrakt bez inaktivnih tvari)
(DERY);
- otapalo/otapala koja su koriStena za ekstrakciju;
- tamo gdje je primjenjivo, navesti koja se svjeza biljna droga koristila;
- tamo gdje je primjenjivo, navesti da je ekstrakt rafiniran;
- ime 1 koli¢ina bilo koje inaktivne tvari, ukljucujuéi stabilizatore i konzervanse;

- tamo gdje je primjenjivo, postotak suhog ostatka.



e Biljni ¢ajevi
Biljni ¢ajevi sadrze jednu ili vise biljnih droga namijenjenih za pripremu vodenih poripravaka

postupcima dekokcije, infuza ili maceracije. Pripravci se pripremaju neposredno prije

primjene.

Biljne droge koje se koriste za ovu namjenu odgovaraju pojedinacnim monografijama
Europske farmakopeje ili, u sluc¢aju da pojedinacna monografija nije dostupna, biljna droga

mora odgovarati op¢oj monografiji Biljne droge.

Ispitivanje obuhvaca identifikaciju (botani¢ki pregled i/ili kromatografski profil),

mikrobiolosku ¢istoc¢u i dr.

1.2.2. Kontrola kakvoce polaznog biljnog materijala

S obzirom na raznolikost skupina biljnih proizvoda koji se nalaze na trziStu i razlicite zahtjeve
za registraciju pojedine skupine proizvoda (o ¢emu uvelike ovisi kakvoc¢a proizvoda), opisat ¢e
se zahtjev za "najstrozu" skupinu biljnih proizvoda — biljne lijekove. Tijekom postupka
registracije biljnog lijeka, potrebno je dostaviti opseznu specifikaciju (zahtjev kakvoce) za
svaku biljnu tvar. Ukoliko se kao polazni materijal koristi biljni pripravak (primjerice masna ili
eteri¢na ulja), potrebno je priloZiti specifikaciju biljne tvari (biljne droge). Navodi se binomni
znanstveni naziv biljke (rod, vrsta, podvrsta i autor), kemotip (gdje je primjenjivo) i dijelovi
biljke. Za biljne droge za koje ne postoji monografija u Ph. Eur., potrebno je pripremiti opseznu
specifikaciju. Ukoliko biljne droge sadrze sastavnice poznate terapijske aktivnosti, potrebno je
postaviti zahtjev za odredivanje njihovog sadrzaja (zajedno s metodama ispitivanja). Sadrzaj se
mora navesti kao raspon vrijednosti (%). U sluc¢aju biljnih droga u kojima nisu poznate
sastavnice koje nose terapijsku aktivnost, potrebno je navesti zahtjeve za sadrzaj markerskih

sastavnica (zajedno s metodama ispitivanja). Odabir biljega potrebno je obrazloziti.
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Opéenito je pravilo da biljne droge trebaju biti ispitane na sljedece parametre: mikrobiolosku
Cistocu, prisutnost mikotoksina (aflatoksini, okratoksin A), ostatke pesticida i fumiganata,
toksi¢nih metala, razlicitih onecis¢enja, kao Sto je prisutnost nekog drugog biljnog materijala 1
sl. Metode ispitivanja koje nisu preuzete iz Ph. Eur. moraju biti validirane te moraju biti
dostupni referentni standardi biljnih droga, kako bi se mogla provesti ispitivanja poput makro-

i mikroskopskog pregleda, kromatografske analize i sl.

Ukoliko biljni lijek sadrzi biljni pripravak, zasebno ili uz odredenu biljnu drogu, zahtjev
kakvoce za biljne droge mora pratiti takoder opis i validacija postupka proizvodnje biljnog
pripravka. Navedeni podatci moraju se priloziti kao dio registracijskog dosjea. Takoder je
potreban opsezan zahtjev kakvoce (specifikacija) za biljni pripravak koji obvezno mora
sadrzavati karakteristike pripravka, identifikaciju te ispitivanja Cisto¢e. Ukoliko biljni
pripravak sadrzi sastavnice poznate terapijske aktivnosti/djelovanja, potrebno ih je

kvantificirati (odrediti sadrzaj bioaktivnih tvari).

1.2.3. Kontrola kakvoce biljnih lijekova

Metode koje se koriste za kontrolu kakvoce gotovih proizvoda moraju omoguciti kvalitativnu
1 kvantitativnu analizu djelatne(ih) tvari. Potrebno je pripremiti zahtjev kakvoce
(specifikaciju) prema kojemu se odreduju analiti¢ki biljezi za proizvode kod kojih nisu
poznate sastavnice s terapijskom aktivnos¢u. AKo je u proizvod ugradena biljna droga kod
koje su poznate bioaktivne sastavnice, one se moraju specificirati i kvantitativno odrediti. U
slucaju registracije tradicionalnog biljnog lijeka koji moze sadrzavati vitamine i/ili minerale,

njih je takoder potrebno specificirati i kvantificirati.

U slu€aju da gotov proizvod sadrzi kombinaciju viSe biljnih droga ili pripravaka nekoliko

biljnih droga, te stoga nije moguce provesti kvantitativno odredivanje svake djelatne
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sastavnice, moguce je primijeniti zajednicko odredivanje nekoliko djelatnih sastavnica. Svaki

takav slucaj mora se detaljno obrazloziti.

» Testovi stabilnosti

S obzirom da se pod djelatnom tvari u biljnom lijeku podrazumijeva kompletna biljna droga
ili biljni pripravak, nije dovoljno samo ispitivanje stabilnosti sastavnica poznate terapijske
aktivnosti. Potrebno je pratiti i stabilnost ostalih sastavnica koje su prisutne u biljnoj
drogi/biljnom pripravku, za $to je osobito prikladan kromatografski fingerprint. Primjenom
kromatografskog fingerprinta evaluira se proporcionalnost sadrzaja sastavnica u odredenim

vremenskih intervalima sa sadrzajem koji je dobiven inicijalnim fingerprintom.

Ukoliko biljni lijek sadrzi kombinaciju nekoliko biljnih droga ili biljnih pripravaka, te nije
moguce odredivati stabilnost svake pojedinac¢ne djelatne tvari, stabilnost lijeka potrebno je
pratiti pomoc¢u odgovaraju¢ih kromatografskih fingerprinteva, prikladnih metoda za
odredivanje sadrzaja, te ispitivanja fizikalnih svojstava proizvoda, kao 1 drugih prikladnih

ispitivanja koja podnositelj zahtjeva mora odgovarajuce obrazloziti.

U slucaju da biljni lijek sadrzi biljne droge ili biljne pripravke sa sastavnicama poznate
terapijske aktivnosti, dozvoljene granice za sadrzaj u predloZenom roku valjanosti lijeka ne

smiju prelaziti 5% od deklarirane vrijednosti.

Ako biljni lijek sadrzi biljne droge ili biljne pripravke u kojima nisu poznate sastavnice koje
su nosioci terapijske aktivnosti, dozvoljene granice za sadrzaj analitickih biljega u
predlozenom roku valjanosti lijeka ne smiju prelaziti £10% od inicijalno dobivenih vrijednosti

[10].
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA




U ovom je radu cilj istaknuti vaznost prikladne kontrole kakvoce svih biljnih materijala
koji ulaze u sastav gotovog biljnog proizvoda kako bi se proizveo djelotvoran i kvalitetan
proizvod koji je siguran za primjenu jer na kvalitativan i kvantitativan sastav biljnog uzorka
utjecu razliciti ¢imbenici. Zbog kompleksnosti biljnog materijala, kontrola kakvoce i
osiguranje stabilnosti biljnih proizvoda predstavljaju velik izazov njihovim proizvodacima.
Kako bi se povecala kvaliteta biljnih proizvoda, a samim time i njihova djelotvornost i
sigurnost primjene, potrebno je uvesti odgovarajue mjere osiguranja kakvoée od samog
uzgoja ljekovitog bilja, njegovog sakupljanja, obrade, distribucije i skladistenja. Takoder je

potrebno uvesti sustave kontrole u svim fazama proizvodnog postupka gotovog proizvoda.

Cilj je rada, kroz pregled recentne znanstvene i strucne literature, prikazati ulogu
kemijskog fingerprinta u kontroli kakvoce slozenih biljnih uzoraka (droge, pripravci, biljni
lijekovi i drugi biljni proizvodi), posebice u ispravnoj identifikaciji, koja jam¢i da uzorak
potjeCe od odredene biljne vrste i1 time isklju¢uje mogucénost drugih izvora, te je kao dio
provjere kakvoce biljnog materijala nuZzna za sigurnost potroSaca takvih proizvoda. Cilj je
takoder kriticki raspraviti primjenu modela kemijskog fingerprinta u identifikaciji i kontroli
kakvoce kompleksnih biljnih uzoraka na odabranim primjerima biljnih tvari i proizvoda koji

se primjenjuju u prevenciji bolesti, kao pomo¢ u lijeCenju ili kao registrirani biljni lijekovi.
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3. MATERIJALI | METODE -

Sustavni pregled saznanja o temi
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Istrazivanja u okviru ovoga rada teorijskog su karaktera i obuhvacaju detaljan pregled
dostupne stru¢ne i znanstvene literature Cija je tematika vezana za podrudje analitike i
kontrole kakvoce biljnih droga i gotovih biljnih proizvoda uz pomo¢ kemijskog fingerprinta.
Takoder su prikupljeni podatci o razvoju regulatornih normi za biljne proizvode. Pretrazene
su bibliografske baze podataka, kao $to su Medline/PubMed, Toxnet, Scopus, ScienceDirect,
Elsevier biobase - Current Awareness in Biological Sciences (CABS), EMBASE, EBSCO i
druge, uz primjenu kljuénih rije¢i poput: chemical fingerprint, chromatographic fingerprint,
quality control of herbal drugs, quantitative and qualitative analysis of herbal drugs, herbal
medicines, identification and determination of active components in herbal medicines,
phytoequivalence, herbal extracts, regulatory requirements for herbal medicines, herbal drug
regulation i sl. Prikupljeni ¢lanci kriti¢ki su obradeni s obzirom na predlozenu temu rada, s
naglaskom na literaturi koja se bavi primjenom kemijskog fingerprinta u svrhu identifikacije i
kontrole kakvoce sloZenih biljnih uzoraka: biljnih droga, biljnih pripravaka, razlic¢itih skupina

biljnih proizvoda te biljnih lijekova.

Na koncentracije aktivnih sastavnica u biljnom materijalu i biljnim proizvodima utje¢u
razliciti faktori. Upravo iz kompleksnosti navedenog, kontrola kakvoée i osiguranje
stabilnosti biljnih proizvoda predstavljaju veliki izazov. Jedna od moguénosti smanjenja
unutarnih ¢imbenika jest ujednaCavanje koncentracije aktivnih sastavnica na nacin da se
zdruzi vise serija istog biljnog materijala koje sadrze razlicite koli¢ine Zeljenih aktivnih

komponenata. Na taj se na¢in mogu djelomicno smanjiti varijacije.

Druga je mogucnost proizvodnja biljnih proizvoda iz standardiziranih biljnih pripravaka.
Navedeni pristup predstavlja prekretnicu izmedu tradicionalnih biljnih pripravaka i modernih
lijekova. Kljucno je uspostaviti standarde ili biljege (markere), Sto nam danas omogucuje

razvoj suvremenih analitickih metoda ispitivanja, te modernih postupaka proizvodnje.
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Najvazniji dio standardizacije i kontrole kakvoce biljnih droga/pripravaka predstavljaju
identifikacija, odredivanje Cisto¢e i1 sadrzaja. Upravo iz tog razloga, provjera kakvoce
zapocinje identifikacijom biljne droge [11]. Odredena biljka moze se imenovati na razlicite
nacine. Pogresna identifikacija/zamjena biljne vrste uglavnom se dogada u slucajevima kada
se ne primjenjuje binomno nazivlje. Primjerice, znanstveni naziv kineske biljke u narodu
nazivane "dong quai”, "dong guai" i "tang kuei" jest Angelica polymorpha Maxim. Uobicajeni
engleski naziv "Angelica" i latinski naziv droge "Radix angelicae" moze se odnositi na dvije

vrste — gore navedenu (Australija) ili vrstu Angelica archangelica L. (Europa).

Kemijska analiza trenutno predstavlja najbolji pristup standardizaciji, kontroli onec¢is¢enja
te identifikaciji biljne vrste. Kao komplementarne tehnike mogu se jos koristiti i tehnologije

molekularne biologije za identifikaciju ljekovite biljke/biljne droge.

Vazno je istaknuti kako razli¢iti dijelovi biljaka/biljni organi (primjerice korijen, stabljika
ili listovi) sadrZavaju razli¢ite koncentracije kemijskih sastavnica. GodiSnje doba u koje se
biljka sakuplja, kao i vremenske prilike, takoder uzrokuju varijabilnost unutar iste ljekovite
biljke (primjerice, paklitaksel te alkaloidi opijuma) [12]. Vidljivo je da nije moguce
kontrolirati sve faktore koji utjeCu na kemijski sastav pojedine biljne droge, a upravo su
konzistentnost u sastavu i bioloska aktivnost najvazniji ¢imbenici za sigurnu primjenu i
ucinkovitost. S obzirom da svaka biljka sadrzi velik broj razli¢itih sastavnica, nije moguce
odrediti prisutnost ili odsutnost svih komponenata. Moderne kromatografske tehnike
primjenjuju kemijske biljege koji mozda i nisu nosioci terapijskog djelovanja. Za mnoge
biljke nisu poznate djelatne sastavnice te se takve biljne droge mogu standardizirati na sadrZaj
odredenih kemijskih sastavnica koje su karakteristicne za navedenu biljnu vrstu ili koje su

prisutne u visokim koncentracijama.
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3.1. STANDARDIZACIJA BILINOG MATERIJALA

1. Ispitivanje biljnih droga temeljeno na biljezima

Biljni se lijekovi svojim karakteristikama uvelike razlikuju od konvencionalnih lijekova. Oni
sadrze vise od jedne djelatne sastavnice i Cesto nemaju poznat mehanizam djelovanja.
Kemijski sastav/profil ljekovitog bilja ovisi o uvjetima kojima je biljka bila izlozena tijekom
kultivacije, postupka proizvodnje, skladistenja i distribucije. Razvoj biljnih lijekova iznimno
je zahtjevan i potrebno je razumijevanje bioloskog, kemijskog, genetickog i agronomskog
aspekta same biljke/biljnog materijala. Kontrola kemijske konzistentnosti tijekom svih
stupnjeva proizvodnog postupka (ukljucujuci ekstrakciju) te stabilnosti (u roku valjanosti) od
iznimne je vaznosti za osiguravanje djelotvornosti i sigurnosti biljnog lijeka.

Za identifikaciju sastavnica biljnih uzoraka koriste se razli¢iti biljezi, kao $to su taksonomski,
kemijski, geneticki i dr. Kontrola putem spomenutih markera uklju¢uje metode morfoloske
identifikacije (makroskopska identifikacija), anatomske identifikacije (mikroskopska
identifikacija), kemijske analize, kao §to su primjena kromatografije (npr. TLC, HPLC),
kapilarne elektroforeze (CE) te spregnutih sustava (npr. LC/MS, HPLC/MS), potom
ispitivanje proteina te primjena molekularnih biljega. EMA definira kemijske biljege kao
kemijski definirane sastavnice ili grupe sastavnica biljnog lijeka koje se ispituju prilikom
analize biljnog uzorka, bez obzira nose li terapijsku aktivnost ili ne. Kemijski biljezi dijele se
na analiticke biljege i markere koji su nosioci terapijske djelotvornosti (aktivni biljezi).
Analiticki biljezi su sastavnice ili skupine sastavnica koje sluze iskljucivo u analiticke svrhe,
dok su aktivni biljezi sastavnice ili skupine sastavnica koje pridonose terapijskoj
djelotvornosti. Manjak kemijskih biljega predstavlja veliku prepreku u osiguravanju
odgovarajuce kontrole kakvoce biljnog materijala/proizvoda.

U kontroli kakvoce i standardizaciji biljnog materijala Cesto se koriste i sekundarni

metaboliti. Sekundarni metaboliti su molekule koje nisu esencijalne za rast i razvoj biljnog
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organizma. Sekundarni metaboliti nazivaju se jo§ 1 biljne bioaktivne molekule ili
fitokemikalije te imaju vazne uloge u molekularnoj regulaciji razvioja i prilagodbe biljaka na
okoli$ne ¢imbenike. Najvecéa skupina sekundarnih biljnih metabolita su polifenolne tvari.

U ispitivanju se Cesto koriste i DNA biljezi koji su specifi¢ni za pojedinu biljnu vrstu i nisu
podlozni vanjskim utjecajima.

Ogranicenja analiza zasnovanih na biljezima temelje se na Cinjenici da pod markerima obi¢no
ne podrazumijevamo pojedinacne sastavnice te je stoga vrlo Cesto potrebna kombinacija

razli¢itih analitickih metoda ispitivanja kako bi se detektirale razli¢ite biljne komponente [13].

2. Kontrola kakvoce biljnih droga

Ispitivanje kakvoce biljnih lijekova ima izravan utjecaj na njihovu sigurnost i ucinkovitost.
Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) objavila je nekoliko smjernica koje bi trebale
pridonijeti boljoj kakvo¢i proizvoda biljnog podrijetla. Dokument "Quality Control Methods
for Medicinal Plant Materials" [14] predstavlja skup preporucenih metoda ispitivanja za
identifikaciju biljnog materijala, odredivanje Cisto¢e 1 sadrzaja biljnih sastavnica, a cilj
dokumenta je pomo¢i laboratorijima koji se bave ispitivanjem kakvoce biljnih proizvoda.
WHO je objavila i dokument koji ima za cilj uspostavljanje standardiziranog uzgoja,
sakupljanja i obrade biljnog materijala ("Guildelines on Good Agricultural and collection
Practices™) [4], te "WHO guidelines for assessing quality of herbal medicines with reference
to contaminants and residues" [5]. Vidljivo je da se regulatorna tijela sve viSe bave kakvo¢om
biljnih proizvoda.

U svrhu osiguranja odgovarajuce kakvoce biljnih lijekova/proizvoda provode se sljedeca
ispitivanja: 1identifikacija, odredivanje sadrzaja vode, sadrzaja djelatnih sastavnica,
odredivanje anorganskih oneciS¢enja (teSki metali), mikrobioloska Cistoca, ispitivanje

mikotoksina, pesticida i dr. Za razliCite farmaceutske oblike pripravaka provode se 1 drugi

19



testovi propisani Ph. Eur., ovisno o vrsti oblika, primjerice raspadljivost, oslobadanje djelatne
tvari, ¢vrstoca/rastrosljivost, ujednacenost sadrzaja i dr.

S obzirom na varijacije u sastavnicama unutar iste biljne vrste, konvencionalna kontrola
kakvoce je Cesto nedostatna da bi se odgovarajuce analizirala biljna droga/proizvod. Upravo
iz tog razloga, najceS¢e se koristi tzv. "multi-technique” pristup kako bi se mogla odrediti
poveznica izmedu sastavnica i1 djelovanja. Radi navedenog, uveden je koncept
"fitoekvivalencije" kojemu je cilj osiguranje konzistencije biljnih proizvoda/lijekova na nacin
da se oni kod kojih je poznat kromatografski fingerprint usporeduju s kromatografskim
profilom referentnog proizvoda za koji postoje klinicke studije.

Do standardne i ponovljive kakvoée odredenog proizvoda dolazi se standardizacijom koja
podrazumijeva provodenje odredenih mjera tijekom proizvodnog postupka i kontrole
kakvoce. Standardizacija biljnih droga/pripravaka predstavlja veliki izazov s obzirom na to da
se oni uvelike razlikuju od sinteti¢kih tvari koje imaju definiranu strukturnu formulu, te su za
njih dostupni 1 referentni standardi koji se koriste prilikom odredivanja razli¢itih parametara
(primjerice sadrzaja, oneciS¢enja 1 sl.). Najvazniji dio standardizacije 1 kontrole kakvoce
biljnih droga/pripravaka predstavljaju identifikacija, odredivanje Cistoce 1 sadrZaja, za Sto se

prvenstveno primjenjuje kemijska analiza.

3.2. KEMIJSKI FINGERPRINT

Kemijski (ve¢inom kromatografski) fingerprint biljne droge u praksi predstavlja
kromatografski uzorak (obrazac) ekstrakta s karakteristiénim sastavnicama koje su nositelji
farmakoloske aktivnosti i/ili su samo analiticki biljezi [2]. Kako sastav iste biljne droge moze
varirati u koncentracijama pojedinih sastavnica ovisno o geografskom podrijetlu biljke,

vremenskim prilikama uzgoja, sabiranju, obradi i sl., za identifikaciju je najpouzdanije
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koristiti upravo kemijski fingerprint kojim se razmatraju i evaluiraju sve sastavnice, a ne

samo one Koje su prisutne u najvi$im koncentracijama.

Za odredivanje kemijskog sastava biljnih droga primjenjuju se najcesce spektroskopske i
kromatografske tehnike: plinska kromatografija (GC), tekuéinska kromatografija visoke
djelotvornosti (HPLC), spektroskopija u ultraljubi¢astom podrué¢ju (UV), infracrvena
spektroskopija (IR), Raman spektroskopija, NMR spektroskopija, masena spektroskopija
(MS), difrakcija X-zraka. Primjenom spregnutih sustava, npr. HPLC ili GC s nekom drugom
analitickom tehnikom (GC/MS i HPLC/MS), postize se povecana osjetljivost. Primjerice,
kombinacijom LC i MS omoguduje se ucinkovita identifikacija srodnih spojeva koji zajedno

eluiraju te imaju sli¢na retencijska vremena.

Za biljni je materijal opcenito poznato da postoji velika varijabilnost u sastavu djelatnih tvari
kao i njihovim koncentracijama. One variraju unutar iste biljne vrste ovisno o regiji na kojoj
je biljka kultivirana, klimatskim uvjetima i vremenu sabiranja biljnog materijala. Razlike se
takoder javljaju s obzirom na metode suSenja, pranja, usitnjavanja te Cuvanja biljnog
materijala. Stoga je potrebna dobra metoda identifikacije i provjere kakvoce kako bi se
razlikovali sli¢ni pripravci koji imaju loSiju kvalitetu, sadrze niZzu koncentraciju djelatne tvari
te imaju vise oneciS¢enja (primjerice pesticida). 1z svega navedenog vidljivo je da je upravo

identifikacija, kao dio provjere kakvoce biljnog materijala, nuzna za sigurnost potroSaca.

Regulativa donosi monografije i smjernice kojima se pokusava osigurati kakvoca lijekova. U
monografijama sluzbenih farmakopeja, osim makroskopske i mikroskopske identifikacije,
Cesto se propisuje odredivanje markera u svrhu identifikacije 1 kontrole kakvoce biljnog
materijala. No, taj pristup nije uvijek prikladan za identifikaciju 1 provjeru kakvoce odredenog
biljnog uzorka, s obzirom na kompleksnost i Cesto nepoznati sastav, kao 1 nedostatak

jedinstvenih biljega. Stoga se identifikacija koja je temeljena na ograni¢enom broju markera
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ne moze uvijek smatrati dostatnom i moze se dopuniti/zamijeniti informacijama koje potjecu
od kompletnog fingerprinta (karakteristicnog kemijskog profila odredene biljne vrste).
Fingerprintovi se mogu dobiti uz pomo¢ spektroskopskih ili razdjelnih (uglavnom

kromatografskih) tehnika.

Zadovoljavajuca identifikacija mora potvrditi da uzorak potjece od odredene biljne vrste i
iskljuciti moguénost drugih izvora. Obi¢no se radi usporedba fingerprinta uzorka i ekstrakta
biljnog referentnog standarda. Kromatografski fingerprint slozenih uzoraka, kao §to su biljni
ekstrakti, moZe sadrzavati velik broj komponenata u niskim koncentracijama pa stoga
vizualna evaluacija ne moze uvijek biti dovoljna za prepoznavanje razlika izmedu profila.
Upravo se iz toga razloga preporucuje primjena matematickih modela za procjenu i usporedbu

profila (kemometrijski pristup).

Za razvoj fingerprint metode ispitivanja vazne su dvije stavke: kako dobiti uéinkovitije i
stabilnije podatke te na koji na¢in procijeniti sli¢nosti i razlike izmedu dobivenih fingerprinta
pomocu kemometrijske metodologije [1]. Jedna od znacajnih podjela identifikacije i kontrole
kakvoce kromatografskim fingerprintom je pristup temeljen na sastavnicama i pristup
temeljen na uzorcima. Pristup temeljen na sastavnicama koristi se kada je identificirana
djelatna sastavnica (tvar), primjerice efedrin ili paklitaksel, dok se pristup zasnovan na
uzorcima primjenjuje u slucajevima kada pojedinacna sastavnica ne moZe predstavljati
ucinkovitost biljnog proizvoda. Danas se najviSe primjenjuje pristup temeljen na uzorcima
(patterns) s obzirom da je za biljne proizvode poznato da se sastoje od mnogih sastavnica te
da se u vecini sluajeva ne moze odrediti koja od njih posjeduje terapijski ucinak.
Najucinkovitije je kod analize primijeniti kombinaciju kvalitativnih profila fingerprinta i
kvantitativnog odredivanja sastavnica. Kromatografski fingerprint prihvacen je kao

ucinkovita metoda za ispitivanje kakvoce biljnih proizvoda na medunarodnoj razini.
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Literatura navodi podjelu na kemijski i bioloski fingerprint [14]. Kemijskim fingerprintom
odreduju se kemijske sastavnice biljnog proizvoda/lijeka/ljekovite biljke, a dobiven je
primjenom TLC, HPLC, GC, CE, te spektralnih tehnika, primjerice UV, IR, MS i sl. Bioloski
fingerprint podrazumijeva genomsku analizu. S obzirom da je genetski materijal jedinstven za
svaku pojedinu biljnu vrstu, metode koje se zasnivaju na analizi DNA manje su podlozne
promjenama koje se kod biljaka dogadaju s njihovim starenjem, okoliSnim uvjetima,
sabiranjem, Cuvanjem i obradom. lako se odredivanje bioloskih fingerprinta Kkoristi pri
odredivanju identiteta biljne vrste, takvom vrstom ispitivanja ne mogu se otkriti razlike u
kakvo¢i biljnog materijala koje nastaju radi vanjskih ¢imbenika. Stoga se ta tehnika uglavnom

koristi kao nadopuna odredivanju kemijskih fingerprinta koji su orijentirani na kakvocu.

Analiti¢ke tehnike za dobivanje kemijskih fingerprinta

e Tankoslojna kromatografija — TLC - predstavlja uobi¢ajenu tehniku za dobivanje
fingerprinta s obzirom na njezinu jednostavnost, brzinu i ekonomi¢nost. Nedostatci su
loSa rezolucija, niska osjetljivost 1 poteskoce prilikom detektiranja komponenata u
tragovima.

e Plinska kromatografija - GC - samostalno i kao spregnuta tehnika (GC/MS) koja se
odlikuje visokom specificnos¢u, osjetljivos¢u, te moguénoS¢u ispitivanja malih
koli¢ina uzorka, opce je prihvacena za ispitivanje hlapljivih sastavnica u biljnom
materijalu. S pomocu GC mogu se s visokom osjetljivos¢u detektirati gotovo svi
hlapljivi sastojci, Sto je osobito izrazeno uz primjenu FID detektora te spregnute
tehnike GC/MS. Vazno je istaknuti kako je pomocu kapilarnih kolona visoke
selektivnosti moguce razdvojiti velik broj hlapljivih sastavnica istovremeno i1 u vrlo
kratkom vremenskom razdoblju. GC nije pogodna za odredivanje polarnih,

nehlapljivin i termolabilnih spojeva. Vecina biljnih sastavnica predstavlja
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visokopolarne spojeve, $to ograni¢ava primjenu plinske kromatografije kao tehnike za
identifikaciju biljnog proizvoda/biljne droge.

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti - HPLC - ucestala je tehnika za
dobivanje kemijskog fingerprinta jer je jednostavna za primjenu i nije ograni¢ena na
hlapljive sastavnice, niti s obzirom na njihovu stabilnost. Upravo iz navedenih razloga,
HPLC ima raSireniju primjenu od GC tehnike. Osobita prednost primjene HPLC je
¢injenica da ju je moguce kombinirati s brojnim detektorima (UV, DAD, MS, NMR i
dr.), ¢ak i nekoliko njih, §to daje prednost pri otkrivanju razlicitih sastavnica. Osobito
je u porastu primjena UPLC tehnike s obzirom na bolju analiticku ucinkovitost 1
postizanje bolje separacije u kracem vremenu. UPLC se takoder moze kombinirati s
razli¢itim detektorima.

Kapilarna elektroforeza — CE - predstavlja kombinaciju klasi¢ne elektroforeze i
modernih separacijskih tehnika pomoc¢u mikrokolona/kapilara, te je posljednjih godina
njezina primjena u porastu radi visokog razlu¢ivanja, male koli¢ine uzorka potrebnog
za analizu te male potros$nje otapala. Usporedbe su pokazale kako je vrijeme potrebno
za ispitivanje CE tehnikom dva i viSe puta krace od ispitivanja HPLC tehnikom, a
koli¢ina potrebnih otapala je do 100 puta manja. CE ima S§irok raspon primjene te je
navedenom tehnikom moguce ispitivati organske, anorganske, bioloSke
makromolekule, neutralne molekule i dr. U novije se vrijeme prakticira i kombinacija

CE tehnike s razli¢itim detektorima (CE/DAD, CE/MS, CE/NMR).
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3.3. FITOEKVIVALENCIJA

Koncept fitoekvivalencije ukljucuje ,,instrumentalnu inspekciju biljnih uzoraka primjenom
razli¢itih kromatografskih i elektroforetskih metoda, a dobiveni kemijski profil (fingerprint)
predstavlja prikaz kemijskog integriteta fitoterapeutika te sluzi za potvrdu autenti¢nosti i u

kontroli kakvoce.

Koncept fitoekvivalencije koristi se u praksi kako bi se osigurala konzistentnost i u¢inkovitost
biljnih proizvoda [15]. Za biljnu drogu/gotov biljni proizvod, za koji je dokazana
djelotvornost, priprema se kemijski fingerprint, profil koji dalje sluzi kao referentni
fingerprint za kontrolu kakvoce srodnih pripravaka/proizvoda. Upravo stoga, razvoj
odgovarajucih analitickih metoda za odredivanje kompletnog profila fitokemijskih sastavnica
te kvantitativnu analizu bioloski aktivnih tvari, kemijskih biljega 1 ostalih vaZznijih
komponenata, predstavlja velik izazov danaSnjice. Bez dosljednog sastava odredene biljne
droge/proizvoda, farmakoloSki se ucfinak ne moZe niti ocekivati. Najées¢e se koriste
kromatografske tehnike pomocu kojih se dobiva relativno kompletna slika (fingerprint)
odredenog kompleksnog biljnog uzorka i potom usporeduje s referentnim fingerprintom koji

potjece od izvora za koji je dokazana farmakoloska u¢inkovitost [2].

Nize je prikazan primjer fitoekvivalentih uzoraka [2] (Slika 1).
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Slika 1: Ukupni ionski kromatogrami (TIC) eteri¢nog ulja iz kore cimeta (Cortex cinnamomi) sa Cetiri
lokaliteta: (a) Zhaoging, pokrajina Guangdong, Kina, (b) Yulin, pokrajina Guangxi, Kina, (c)
pokrajina Yunnan, Kina i (d) Vijetnam.

Slika 1. prikazuje ukupne ionske kromatograme (TIC) eteri¢nog ulja iz kore cimeta (Cortex
cinnamomi) sa cetiri lokaliteta: (a) Zhaoqing, pokrajina Guangdong, Kina, (b) Yulin,
pokrajina Guangxi, Kina, (¢) pokrajina Yunnan, Kina i (d) Vijetnam. Iako izmedu pojedinih
fingerprinta postoje manje razlike, moze se zakljuciti da su uzorci izvorni i moze se ustanoviti

fitoekvivalencija za sve uzorke droge Cortex cinnamomi.

Priprema odgovaraju¢eg kromatografskog fingerprinta koji ¢e mo¢i posluziti kao dokaz
fitoekvivalencije ovisi 0 nekoliko ¢imbenika: metodi ekstrakcije, uredajima na kojima se
provodi analiza, uvjetima tijekom analize i dr. Za dobar kromatografski fingerprint, koji ¢e
dati maksimum informacija o biljnoj drogi/proizvodu, potrebno je razviti odgovarajucu
metodu ekstrakcije pomoc¢u koje se iz biljnog materijala mogu "izvuéi" sve sastavnice koje

predstavljaju kompletan integritet odredene biljne droge/proizvoda. Nadalje, potrebno je
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dobiti kromatogram s dobrim odjeljivanjem sastavnica i1 koncentracijskim profilom
detektiranih komponenata pomocu optimalnog detektora. Iz svega navedenoga moze se
zakljuciti kako je upravo dobivanje kromatografskog fingerprinta visoke kvalitete, sa $to vise
informacija, klju¢ni zadatak analitiCara, nakon ¢ega se moze procjenjivati je li biljni uzorak

fitoekvivalentan referentnom proizvodu.

Australsko regulatorno tijelo (Therapeutic Goods Administration, TGA) donosi dokument
"Guidance on equivalence of herbal extracts in Complementary Medicines” [16] u kojemu
opisuje pod kojim se uvjetima biljni ekstrakt moze smatrati ekvivalentnim ekstraktu koji se
trenutno koristi u proizvodu na trzistu. S obzirom da se razlike u biljnim pripravcima mogu
pojaviti radi koriStenja razliCitih otapala, razli¢itih koncentracija istog otapala te razlicite
metode ekstrakcije, ekstrakt u kona¢nici moze rezultirati razli¢itim profilom ucinkovitosti i
sigurnosti. Radi navedenog se postavlja pitanje koje varijacije (ako uopée) se smiju dozvoliti

kod pripreme ekstrakta iz iste biljne droge.

Glavni ¢imbenici koji utjeCu na raspon sastavnica ekstrahiranih iz biljne droge su:

e Biljni materijal — predstavlja primaran ¢imbenik o kojemu ovisi broj komponenata
koje se ekstrahiraju tijekom pripreme biljnog ekstrakta. Vazno je dobro odabrati biljnu
vrstu, kao i biljni organ (dio biljke) iz kojega se Zeli dobiti biljni pripravak.

S obzirom na poznatu varijabilnost u sastavnicama biljnog materijala, ovisno o
podneblju uzgoja, vremenu sakupljanja i sl., odredene varijacije u omjeru sastavnica
ipak se smatraju dozvoljenima. Potrebno je proizvesti dovoljan broj ekstrakata tijekom
odredenog vremenskog perioda (koriste¢i definirano ekstrakcijsko otapalo 1 validiranu
proceduru ekstrakcije) te samim time dokazati kolika je maksimalna varijacija u

koncentracijama ekstrahiranih sastavnica.
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e Ekstrakcijsko otapalo — tip, koncentracija i koli¢ina ekstrakcijskog otapala znacajno
utjeCe na raspon sastavnica u kona¢nom ekstraktu. U dokumentaciji za registraciju
biljnog lijeka obvezno se navode sve gore spomenute informacije (osim same koli¢ine
koriStenog otapala). Stav je regulatora kako razlicita vrsta otapala u konacnici rezultira
1 razli¢itim sastavom konacnog ekstrakta. Dozvoljene su jedino manje varijacije u
koncentraciji koriStenog otapala za koje se smatra da nece znacajno promijeniti sastav
ekstrahiranih sastavnica iz biljnog materijala.

e Proizvodni postupak — tip ekstracijskog postupka koji se koristi za proizvodnju
ekstrakta, Sto ukljucuje 1 veli¢inu serije, temperaturne uvjete i tlak, prepoznati su kao
¢imbenici koji mogu utjecati na spektar ekstrahiranih sastavnica.

Definirani parametri proizvodnog postupka ne utjeCu samo na koli¢inu dobivenog

ekstrakta, ve¢ 1 na sastav ekstrahiranih komponenata.

Znacenje izraza '""ne razlikuje se znacajno'" i "u sustini isto"

Kako bi se odredilo da se dva ekstrakta ne razlikuju znacajno ili su u sustini ista, najprije je
potrebno uspostaviti temeljne vrijednosti od kojih se dalje procjenjuje stupanj varijacije.
Obvezno se uzima u obzir stupanj razrjedenja nativnog (izvornog) ekstrakta. Nativni ekstrakt
predstavlja materijal koji se sastoji samo iz sastavnica koje su prisutne u izvornom biljnom
materijalu ili koje se stvaraju tijekom postupka ekstrakcije, Sto iskljucuje bilo kakvu inaktivnu
tvar ili bilo koju drugu dodanu sastavnicu. Pojam se odnosi na tekuci ekstrakt ili polucvrsti
ekstrakt iz kojega je odstranjeno dodano otapalo, ili pak na ¢vrsti ekstrakt koji se sastoji samo

od sastavnica izvorne biljke.

U svrhu procjene sli¢nosti dvaju ekstrakata (izvornog/referentnog i ekstrakta koji je razmatran
kao istovjetan), ukoliko je moguce i primjenjivo, koristi se klasi¢an pristup provjere

ekvivalencije ekstrakata koji prikazuje shema na Slici 2.
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Slika 2: Shematski prikaz — odredivanje istovjetnosti dvaju ekstrakata [16].

Ukoliko nije primjenjiv spomenuti klasi¢ni pristup provjere ekvivalencije ekstrakata,
usporedba dvaju ekstrakta u svrhu odredivanja stupnja sli¢nosti mora ukljuciti kvalitativnu 1

kvantitativnu procjenu kromatografskih profila [16].

Kromatografskim fingerprintom smatra se kromatografski profil sirovog biljnog materijala,
biljne droge ili biljnog pripravka koji se moze usporedivati s kromatografskim profilom

referentnog uzorka ili standarda.
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Kada se odreduje jesu li dva ekstrakta u sustini ista, usporeduju se kromatografski profili
nativnih ekstrakta, bez dodanih inaktivnih tvari. Zbog varijabilnosti u sastavnicama biljnog
uzorka, kromatografski profili moraju reflektirati moguce varijacije za pojedinu vrstu
materijala. Upravo zato je potrebno uzeti u obzir profile materijala koji potjecu iz razli¢itih
izvora, odnosno utjecaj sezonskih varijacija na same sastavnice. Kromatografski profil
obvezno mora ukljucivati sve prisutne sastavnice u biljnom materijalu, a ne samo one koje su

odgovorne za farmakolosku aktivnost.

Pri razvoju kromatografskog profila, potrebno je izabrati prikladnu tehniku i ekstrakcijsko
otapalo, kao 1 uvjete eluiranja, odgovarajuéu stacionarnu fazu, najprikladniji detektor.
Tehnika i uvjeti u kojima se razvija kromatografski profil moraju biti optimirani kako bi dali
maksimalnu koli¢inu informacija. Takoder, u svrhu dobivanja Sto viSe informacija iz

kromatografskog profila, moguce je kombinirati razli¢ite tehnike.

Opcenito mozemo reci da tehnike i metode dobivanja kromatografskog fingerprinta moraju biti:

e reproducibilne,

e podesene da najbolje odgovaraju karakteristikama sastavnica koje se razvijaju u
kromatografskom profilu,

e dovoljno selektivne da razdvoje sastavnice koje su karakteristi€ne za pojedinu biljnu
drogu/biljni pripravak,

e takve da se moze detektirati maksimalan broj sastavnica,

e dovoljno robusne kako bi omogucile identifikaciju osjetljivih i nestabilnih sastavnica,

e primjenjive za koriStenje u ispitivanju stabilnosti (stabilitetno indikativne),

e optimizirane na nacin da daju kromatografski profile visoke kvalitete.
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Interpretacija kromatografskih profila ukljucuje:

o definiranje specifikacije za kromatografski profil dobiven iz materijala prihvatljive
kakvoce,

e usporedbu veli¢ine, oblika i rasporeda odredenih pikova ili mrlja u uzorku i
standardu/referentnom kromatogramu,

e obradu razlika i sli¢nosti prema specifikaciji kako bi se utvrdilo odgovara li materijal

postavljenim zahtjevima.

Jedan od klju¢nih koraka u interpretaciji upravo je odredivanje kljucnih/identifikacijskih
pikova/mrlja i definiranje tolerancije, a Sto se dalje koristi u procjeni pojedinac¢nih uzoraka.
Taj je postupak potrebno provesti na nekoliko valnih duljina kako bi se osiguralo

identificiranje svih sastavnica.

U postupku definiranja tolerancije, potrebno je sagledati sljede¢e kromatografske profile:

e kromatografske profile materijala loSe kakvocée (navedeno ¢e pokazati tendenciju
razgradnje pojedinih sastavnica ili promjene u sastavu),

o kromatografske profile materijala kojima je namjerno dodan krivotvoreni materijal (ili
materijal koji se obi¢no nalazi na trziStu kao zamjena) te se na taj nacin odreduje

specifi¢nost same metode dobivanja profila.

Kljuénim pikovima/mrljama smatraju se oni koji su podlozni degradaciji ili mogu biti
indikativni kada se procjenjuje radi li se 0 krivotvorini. Pri odredivanju kljuénih pikova, ne
smije se usredotoCiti samo na odredene skupine spojeva, primjerice flavonoide. Raspored,
veli¢ina 1 oblik dobivenih pikova koristi se za odredivanje specifikacije za pojedini
kromatografski fingerprint. Potrebno je uzeti u obzir omjer izmedu pojedinih sastavnica

prilikom postavljanja zahtjeva u specifikaciji, a ne se samo usredotoCiti na koncentracije
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pojedina¢nih sastavnica. Predmetni omjeri Cesto predstavljaju bolje indikatore kakvoce
biljnog ekstrakta/droge, a navedeno je posebno znacajno ukoliko je utvrdeno da vise od jedne

sastavnice nosi terapijsku aktivnost.

Dozvoljene razlike izmedu pojedinih kromatografskih profila odreduju se od slucaja do
slucaja. Primjerice, male varijacije mogu biti velik pokazatelj razlike u kakvo¢i izmedu dva
ekstrakta/dvije biljne droge, a iste mogu upucivati na prisutnost jedne ili vise toksi¢nih

komponenata.

Preporucuje se postavljanje sljedecih granica prilikom pripreme specifikacije:

e za sastavnice s poznatom terapijskom aktivno$¢u, maksimalne dozvoljene razlike
izmedu dva profila su +10%,
e za sastavnice nepoznate strukture ili sastavnice koje nisu nositelji terapijske aktivnosti,

maksimalne dozvoljene razlike izmedu dva profila su +20%.

Ukoliko postoji obrazlozenje, mogu se prihvatiti 1 Sire granice za pojedinacne sastavnice.
Analiticar treba zabiljeZiti svaku uocenu razliku izmedu kromatografskog profila ispitivanog 1
referentnog uzorka, osobito vezano uz sastavnice koje su identificirane u specifikaciji.
Posebno se obrac¢a pozornost na razlike u sastavnicama koje su nositelji terapijske aktivnosti,
ili pak mogu upucivati na krivotvorine ili toksi¢ne komponente. Ukoliko se u gotovom
proizvodu planira prihvatiti ekstrakt koji se razlikuje za viSe od postavljenih limita u

specifikaciji, predmetnu odluku potrebno je odgovarajuce obrazloziti.

Iz svega navedenog moze se zakljuciti kako kromatografski fingerprint omogucuju korisne
kvalitativne 1 kvantitativne informacije vezane uz specificne sastavnice ispitivanog biljnog
materijala/proizvoda i samim time predstavljaju prikladan alat za kontrolu kakvoce biljnih

proizvoda [13].
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3.4. KEMOMETRIJSKI PRISTUP KONTROLI KAKVOCE

Evaluacija fingerprinta klju¢an je dio procjene kakvoce biljnog materijala/proizvoda. Postoji
mogucénost pojave pomaka retencijskih vremena izmedu fingerprinta uslijed varijacija tijekom
samog ispitivanja ili pak starenjem kromatografske kolone. Upravo zato je potrebna procjena
kako bi se kod istih varijabli odrzale sinkronizirane informacije unutar svakog fingerprinta.
Kada se dobiju fingerprintovi, primjenjuje se tehnika poravnanja pikova ili "warping" tehnika
kojom se kompenziraju mali pomaci u retencijskim vremenima dobivenih pikova. Nakon
toga, dobiveni podatci kemijskih fingerprinta trebaju biti standardizirani organizacijom u
matrice podataka. Cilj je ovoga koraka postizanje relativnih proporcija podataka dobivenih
fingerprintom (odabire se ili visina pika, ili povrSina ispod pika kako bi se izrazio intenzitet
pika). Kromatografski pikovi koji su svojstveni svakom profilu obraduju se kao referentni, a
omyjer visine pika/povrsine ispod pika ostalih pikova i referentnih pikova racuna se za svaki
uzorak. Nadalje se primjenjuju razlicite kemometrijske metode, kao $to su analiza sli¢nosti,
klasteriranje podataka i sl. Postupak evaluacije kemijskih fingerprinta biljnog

materijala/proizvoda prikazan je na Slici 3.
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Razvoj fingerprinta:
TLC, HPLC, GC i dr.

!

Tehnika poravnanja pikova ili
"warping" tehnika

!

Fingerprintevi se organiziraju u
matrice podataka

!

Klasifikacija: slicnost, klasteri i dr.

Slika 3: Postupak evaluacije kemijskih fingerprinta biljnog materijala/proizvoda.

Sve se vise kemometrijskih metoda primjenjuje kod procjene kakvoce biljnih proizvoda, s
obzirom na to da se radi o vrlo kompleksnom materijalu za analizu, a dobiveni fingerprintovi
sadrze slozene informacije, uz moguc¢nost malih razlika koje se javljaju uslijed razlike u
koncentracijama i sl. Analiza sli¢nosti jedna je od najstarijih metoda kojom se procjenjuje
ekvivalencija (istovjetnost) biljnih fingerprinta, a temelji se na pristupu procjene pika prema
piku. Na taj se nacin procjenjuje veza dobivenog fingerprinta prema fingerprintu odredenog
referentnog standarda. Sli¢nost fingerprinta mozZe se procijeniti pomo¢u mnogih metoda,
ukljucujuéi koeficijent podudarnosti, koeficijent korelacije, koeficijent udaljenosti 1 dr. Za

procjenu sli¢nosti potreban je referentni fingerprint, no u mnogim slu¢ajevima problem
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predstavlja Cinjenica da biljni uzorci koji se odabiru za snimanje referentnog fingerprinta
nemaju dokazanu najvecu djelotvornost (koristi se dostupan materijal) te se kao dodatan

problem pojavljuje i Cesto postavljani subjektivan prag za prosudbu kakvoce.
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4. RASPRAVA




Kako je rasprostranjenost biljnih proizvoda iznimno visoka diljem svijeta, provjera njihove
kakvoce, djelotvornosti i sigurnost primjene predstavljaju veliki izazov [3]. U posljednjem
desetljecu ulozen je ogroman trud kako bi se kakvoca biljnih proizvoda podigla na visu
razinu, kao i u razvoj prikladnih metoda koje osiguravaju njihovu kvalitetu. Danas se
kromatografski fingerprint smatra opcéeprihva¢enom tehnikom za provjeru kakvoce polaznih
biljnih tvari i gotovih biljnih proizvoda. Kako bi se lakSe interpretirali i obradili podatci
dobiveni takvim ispitivanjem, koriste se kemometrijske metode koje predstavljaju koristan
alat za obradu i razumijevanje velike koli¢ine dobivenih podataka. Zapadne zemlje oslanjaju
se na biljne izvore radi njihove dostupnosti i isplativosti, a biljke koriste kao izvore novih
farmakoloski aktivnih tvari [17, 18] i koriste ih za izolaciju sastavnica, primjerice digoksina,
morfina, taksola, atropina i vinblastina, koji se danas koriste u alopatskoj medicini [19-23].
Kako djelotvornost i sama kakvoca biljnog proizvoda ovise o koncentraciji bioloski aktivnih
sastavnica, prikladna kontrola kakvoce je od iznimne vaZznosti. Varijabilnost u sastavnicama
biljnog materijala ovisi o brojnim ¢imbenicima (klima, uvjeti kultivacije biljke, vrijeme
sabiranja, susenje, cuvanje 1 sl.) i posljedi¢no moze predstavljati rizik za zdravlje 1 sigurnost

pacijenta [24-28].

Brojne farmakopeje donose monografije polaznih biljnih materijala, primjerice Ph. Eur.,
Ameri¢ka farmakopeja (USP), Kineska farmakopeja (ChP), koje omoguéavaju kontrolu
kakvoce provedenu temeljem makroskopskih i mikroskopskih karakteristika te ispitivanjem
prikladnih biljega. No, kontrola kakvoce temeljena samo na ispitivanju kemijskih biljega nije
uvijek stvaran odraz kakvoce biljnog proizvoda. Iz navedenog razloga, WHO je prihvatila
fingerprint kao metodologiju provjere kakvoce kompleksnih biljnih uzoraka [5]. Fingerprint
predstavlja karakteristi¢an profil koji je odraz slozenog kemijskog sastava ispitivanog uzorka,
a dobiva se pomocu spektroskopskih, kromatografskih ili elektroforetskih tehnika. Prilikom

interpretacije dobivenog kemijskog fingerprinta koriste se razliciti pristupi — "pristup temeljen
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na odredenoj sastavnici/sastavnicama" i "pristup koji se temelji na informacijama koje pruza

kompletan fingerprint™ [29].

Opcenito mozemo reci da se kontrola kakvocée biljnog uzorka zasniva na tri farmakopejska

zahtjeva [27]:

e Identifikacija: radi li se o ispravnoj biljnoj vrsti?
o Cistoca: postoji li neki oblik kontaminacije, npr. podmijesana druga biljna vrsta?

e Sadrzaj: je li sadrzaj djelatnih sastavnica unutar propisanih zahtjeva?

Sadrzaj je parametar koji se vrlo tesko odreduje kod biljnog materijala s obzirom na to da
veéina biljnih droga nema poznate sastavnice koje su nositelji terapijske aktivnosti. 1z tog se
razloga Cesto koriste kemijski markeri bez obzira jesu li oni nositelji bioloSke aktivnosti u
organizmu ili ne. Najvazniji korak u ispitivanju kakvoce biljnih droga jest ispravna

identifikacija [28].

Do nedugo se provjera kakvoce biljnih ekstrakata temeljila na odredivanju koncentracije
jedne ili nekoliko farmakoloski aktivnih sastavnica ili pak kemijskih biljega. U mnogim
sluCajevima, odredeni markeri ili sastavnice nisu jedinstveni za odredenu biljnu vrstu.
Primjerice, Z-lingustilid predstavlja djelatnu komponentu korijena vrste Angelicae sinensis
(Oliv.) Diels i koristi se kao biljeg za identifikaciju te biljne droge [30]. No, ta je sastavnica
prisutna 1 kod drugih biljnih droga, npr. Radix Ligustici chuanxiong [31]. 1z navedenog
razloga, kao i €injenice da se kod takvog pristupa zanemaruje ucinak ostalih komponenata na
sigurnost 1 ucinkovitost biljnih pripravaka, takav se pristup provjeri kakvoce ne smatra
najprikladnijim. Stovise, djelotvornost nekih biljnih droga ne pripisuje se samo jednoj
sastavnici, ve¢ specifi¢noj kombinaciji vise njih. Najpoznatiji primjeri su vrste Echinacea
purpurea (L.)Moench. [32] i Hypericum perforatum L. [33]. Kompletan kemijski profil

odredenog biljnog pripravka potreban je kako bi se osigurala pouzdanost i ponovljivost
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djelovanja koje je dokazano kroz provedene klinicke i farmakoloSke studije. Podudarni

kemijski profil ispitivanog pripravka s kemijskim profilom referentnog pripravka u

provedenoj studiji daje pretpostavku da ¢e primjena ispitivanog pripravka ostvariti zeljeni

ucinak. Na opisanom nacelu temelji se koncept fitoekvivalencije kojim se nastoji osigurati

konzistentna kakvoca biljnih proizvoda prisutnih na trzistu [34].

Sam princip fingerprint analize obuhvaca nekoliko pristupa:

"pristup temeljen na odredenoj sastavnici/sastavnicama" — odreduje se koncentracija
jedne ili nekoliko sastavnica koje su karakteristicne za odredenu biljnu
drogu/pripravak — takav pristup identifikaciji smatra se najjednostavnijom fingerprint
analizom koja je daleko od zadovoljavajuceg ispitivanja slozenog sastava biljne
droge/pripravka.

"pristup temeljen na informacijama koje pruza veéina sastavnica ili sve identificirane
sastavnice" — takav pristup primjenjuje se i kod drugih kompleksnih sustava, osim
biljnih uzoraka; tako je, primjerice, u studiji autora Cotte i sur. [35] uspjesno
identificiran krivotvoreni med, u koji je dodan komercijalni zasladiva¢, od Cistog
izvornog meda.

"pristup temeljen na uzorcima/Sablonama" — pristup uzima u obzir kompletan
fingerprint, cijeli spektar kao jednu cjelinu; prednost primjene takvog pristupa je
Cinjenica da se kod kompleksnih uzoraka na taj nacin izbjegava subjektivan odabir
parametara/sastavnica za interpretaciju i njihova pojedina¢na integracija; kako bi se
potvrdila identifikacija i odredila kakvoca, koristi se kompletan kemijski fingerprint
koji se usporeduje sa standardom. Kina nije jedina drzava koja je prihvatila spomenuti
pristup u odredivanju kakvoce biljnih proizvoda; takoder, regulatorne agencije drugih

zemalja prihvacaju i preporucuju upotrebu kemijskog fingerprinta u nekoj fazi
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registracije biljnih lijekova, kao i u zavrsnoj provjeri kakvoce svake serije — FDA [36],

EMA [37] i dr.

Brojni radovi bave se izazovima kontrole kakvoce biljnih droga, biljnih pripravaka i biljnih
gotovih proizvoda. S obzirom na slozeni sastav biljnog materijala, znanstvenici se trude
razviti metode ispitivanja kojima ¢e se moci odrediti sastav biljnih droga i pripravaka, kao i
razviti jedinstveni identifikator — fingerprint koji ¢e omoguciti visi stupanj sigurnosti u

izvornost 1 djelotvornost proizvoda na trzistu.

Jiao He, Xiaoxue Wu i Yali Kuang [38] u istrazivanju iz 2016. Opisuju postupak provjere
kakvoce biljne droge cvijeta vrste Chrysanthemum indicum L. odredivanjem koncentracije 6
glavnih sastavnica pomoc¢u HPLC fingerprint analize. Kvantitativno je odredeno Sest glavnih
sastavnica spomenute biljne droge (dva flavonoida 1 Cetiri fenolne kiseline) pomocu linarina
kao unutarnjeg referentnog standarda. Metoda ispitivanja kompletno je validirana; odredivane
su sljede¢e validacijske znacajke: linernost, preciznost, toc¢nost, robustnost i stabilnost.
Spomenutom su metodom analizirane 33 serije uzoraka biljne droge. Pod istim
kromatografskim uvjetima provedena je i fingerprint analiza te su upotrijebljene
kemometrijske metode (analiza sli¢nosti) kako bi se identificirali uzorci koji potjecu iz
razli¢itih regija. Sama biljna droga koristi se u svrhu podizanja imuniteta, kod hipertenzije,
razli¢itih infekcija 1 sl. SadrZi nekoliko razli¢itih skupina bioaktivnih tvari — eteri¢na ulja,

terpenoide, flavonoide i fenolne kiseline [39, 40].

Xu Xiao-na i Jiang Jun-hui razvili su u¢inkovitu metodu ispitivanja kakvoce biljne droge —
Fructus Aurantii immaturus koji se primjenjuje u tradicionalnoj kineskoj medicini (TCM)
[41]. Razvijena je jednostavha HPLC-DAD metoda ispitivanja kojom je dobiven
kromatografski fingerprint te je omoguéena kvalitativna i kvantitativna analiza. Odredene su

dvije bioaktivne sastavnice — hesperidin i naringin. 1z dobivenog fingerprinta, podatci su
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obradeni primjenom korelacijskih koeficijenata za kvantitativno izrazavanje njihovih sli¢nosti
ili razlika. Razvijena metoda ispitivanja moze se koristiti za procjenu kakvoée predmetne
biljne droge. Najvaznije bioaktivne sastavnice koje se nalaze u spomenutoj drogi su
flavonoidi (hesperidin i naringin koji su i kvantitativno odredivani) te alkaloidi i eteri¢na ulja
[42, 43]. Hesperidin, naringin i sinefrin Cesto se koriste kao kemijski biljezi za procjenu
kakvoce [44, 45]. U studiji je ispitano 12 uzoraka. Dobiveni fingerprint pokazuje 28
karakteristi¢nih pikova, a pomocu analize sli¢nosti procijenjeno je kako izmedu njih postoji

korelacija, odnosno svi potjecu od iste biljne droge (odgovarajuca identifikacija).

U studiji provedenoj od strane Xiaoye He i Jianke Li [46] razvijena je i validirana pouzdana
HPLC fingerprint metoda za provjeru kakvoce i identifikaciju Ziyang zelenog ¢aja. Kemijski
sastav spomenutog ¢aja ukljuCuje polifenole, alkaloide (kofein, teofilin i teobromin),
aminokiseline, ugljikohidrate, proteine, klorofil, hlapljive komponente, minerale i druge
spojeve [47]. UnatoC slozenom sastavu, polifenoli predstavljaju najzanimljiviju skupinu
spojeva i glavni su nosioci bioloske aktivnosti zelenog ¢aja [48]. Skupljeno je 10 serija
zelenog Caja s razlicitih plantaza i na uzorcima su razvijeni kromatografski fingerprintovi. Oni
su medusobno usporedeni koriste¢i profesionalni analiti¢ki softver. Sli€nost za svaki od
fingerprinta bila je visa od 0,981. Dodatno je kvantificirano 10 glavnih bioaktivnih sastavnica
u uzorcima zelenog ¢aja kako bi se potvrdila njegova kakvoca. Utvrdeno je kako svi uzorci
predstavljaju zeleni ¢aj, medutim, postoje manje razlike u koli¢inama sastavnica, ovisno o
plantazi na kojoj je pojedini uzorak kultiviran. Zakljuceno je kako je predmetna metoda
kromatografskog fingerprinta u kombinaciji s analizom sli¢nosti i kvantitativnim
odredivanjem bioaktivnih sastavnica uspjeSan pristup za identifikaciju i provjeru kakvoce

Ziyang zelenog caja.

Metoda kemijskog fingerprinta ne koristi se samo za identifikaciju i provjeru kakvoce
pojedinih biljnih droga i jednostavnih uzoraka, ve¢ je taj pristup iznimno koristan i u provjeri
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kakvoce slozenih biljnih proizvoda (biljnih lijekova, dodataka prehrani i sl.) koji mogu
sadrzavati viSe od jedne biljne vrste u svom sastavu i samim time je njihova provjera kakvoce

jos veci izazov.

Studija koju su proveli Shuanggin Wang i Jingjing Zhang [49] pokazuje kako je pomocu
kromatografskog fingerprinta, u kombinaciji s kvantitativnim odredivanjem glavnih
bioaktivnih sastavnica, moguée napraviti provjeru kakvoce gotovog biljnog proizvoda —
Huaijiao pilula. Proizvod spada u TCM i Koristi se za tretiranje hemotohezije, edema kod
hemeroida, hipertenzije, kroni¢nog faringitisa, akni i dr. [50, 51]. Razvijena je HPLC-DAD
metoda ispitivanja, kojom je analizirano 17 uzoraka razlicitih serija triju proizvodaca. U
dobivenim kromatografskim fingerprintima selektirano je 16 karakteristicnih pikova za
predmetni proizvod na temelju kojih je procjenjivana sli¢nost pojedinih uzoraka. Sli¢nosti za
pojedinacne uzorke bile su vise od 0,966, Sto upucuje da su oni uglavnom konzistentni, bez
obzira na razliCite serije i razliCite proizvodace. Dodatno je provedena kvantifikacija 7
bioaktivnih sastavnica (soforikozida, bajkalina, naringina, genisteina, rutina, kvercetina, i 5-o-
metilvizamiozida). Ovo je studija pokazala kako je koncentracija 6 sastavnica ujednacena
izmedu pojedinih serija istog proizvodaca (osim 5-0-metilvizamiozida), ali su se koncentracije
navedenih sastavnica znacajno razlikovale izmedu razli¢itih proizvodaca gotovog proizvoda.

Metoda je prihvacena kao dobar alat za provjeru kakvoce predmetnog proizvoda.

U nastavku je detaljniji prikaz triju studija (polazni biljni materijali i sloZeni, gotov biljni
proizvod) na kojima je mogucée vidjeti nacin i metodologiju razvoja metode kemijskog
fingerprinta, kombinaciju kvantitativnog odredivanja pojedinih sastavnica i kemijskog

fingerprinta te koristenje kemometrijskih metoda za tumacenje dobivenih rezultata.
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4.1. PRIMJERI ISPITIVANJA KAKVOCE BILJNIH PROIZVODA POMOCU
KROMATOGRAFSKOG FINGERPRINTA

4.1.1. Uloga kemijskog fingerprinta: primjena na vrstama roda Ephedra [52]

Ephedra sinica Stapf., takoder poznata i po nazivu Ma Huang, spada u jednu od najstarijih
biljaka koje se koriste u tradicionalnoj kineskoj medicini (TCM). Uglavnom se primjenjuje u
obliku cajeva kao stimulans i antiastmatik [53]. U zapadnjackoj se medicini koriste ekstrakti
vrsta E. sinica, E. intermedia Schrenk. ex C. A. Mey i E. equisetina Bunge., najcesce u obliku

dodataka prehrani u svrhu smanjenja teZine te radi njihova stimulativnog djelovanja (Slika 4)

Slika 4: Biljna vrsta Ephedra sinica Stapf., Ephedraceae.

Vazno je napomenuti kako su zabiljezeni brojni slucajevi ozbiljnih nuspojava povezani s
primjenom proizvoda koji su sadrzavali efedrin, od kojih su neki ukljucivali i smrtni ishod
(sr¢ani udar). Radi navedenoga, u Europskoj uniji zaklju¢eno je Uredbom Komisije (EU)
2015/403 od 11. ozujka 2015. o izmjeni Priloga III. Uredbi (EZ) br. 1925/2006 Europskog
parlamenta i Vijeca u pogledu vrste Ephedra sinica, kako s obzirom na znatnu zabrinutost za
sigurnost u vezi s uporabom te biljne vrste i njezinih pripravaka u hrani (pogotovo vezano na

izlaganje Ephedra alkaloidima koji su prisutni u dodacima prehrani), i s obzirom na to da se
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ne moze odrediti dnevni unos Ephedra pripravaka koji ne bi izazivao zabrinutost za zdravlje
ljudi, potrebno je zabraniti njihovu uporabu u hrani. Stoga je vrsta E. sinica uklju¢ena u Prilog
[1l. dio A Uredbe (EZ) br. 1925/2006. Prilog Ill. predstavlja Listu biljnih vrsta koje su

zabranjene u hrani i dodacima prehrani [54].

No, kako se predmetna droga jos uvijek koristi, posebno na istoku u obliku ¢ajeva, obradena
studija imala je za cilj pokazati na koji se nacin provodi identifikacija i procjena kakvoce
biljnog materijala. Za razvoj kemijskog fingerprinta u predmetnoj studiji [52] koristena je
metoda reverzno-fazne tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (RpHPLC) s PDA
detektorom. Na dobivenim kromatogramima, pri valnoj duljini od 320 nm, odredena su dva
podrucja koja su koriStena za usporedbu razliCitih kromatograma. Serija razvijenih pikova
izmedu 52. 1 64. minute potvrduje kako se radi o vrsti E. sinica. Prema razvijenim pikovima
takoder se moze utvrditi podneblje na kojem je biljka kultivirana (Sjeverna Amerika, Juzna
Amerika, Europa ili Azija). Utvrdeno je kako je metoda kemijskog fingerprinta odgovarajuca

metoda za identifikaciju predmetne biljne droge.

Studija

Za kontrolu kakvoce biljnih proizvoda Cesto se kao indikator koriste analiticki biljezi, bez
obzira §to oni u vecini slucajeva nisu nosioci terapijske djelotvornosti. lako je navedena
praksa uglavnom prihvatljiva, radi kompleksnosti biljnih proizvoda i, u vecini sluéajeva,
nepoznavanja to¢nog nosioca terapijske djelotvornosti kao ni mehanizma djelovanja, vazno je
napomenuti kako prisutnost analitickih biljega nije uvijek jamstvo da se u pripravku nalazi
specificirana biljna droga. Proizvodi i pripravci ¢esto puta mogu biti krivotvoreni namjernim
dodavanjem odredenih kemijskih tvari. Kvantitativne metode odredivanja specificiranih
kemijskih biljega mogu potvrditi da su oni prisutni u biljnom materijalu, no nisu nuzno

garancija da se radi o biljnoj vrsti koja je deklarirana na pripravku/proizvodu.
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Upravo je identifikacija/autentifikacija deklarirane biljne vrste/droge najvazniji ¢imbenik u
procjeni radi li se o krivotvorini i opéenito je vazan ¢imbenik u prosudbi kakvoée biljnog
materijala. 1z navedenog razloga, kemijski je fingerprint potrebno ukljuciti u procjenu
kakvocée biljnog materijala koji se koristi u proizvodnji gotovog proizvoda kako bi se

potvrdilo radi li se 0 izvornom biljnom materijalu ili patvorini.

Rod Ephedra ima preko 50 razlic¢itih vrsta koji spadaju u porodicu Ephedraceae [55]. Ozbiljne
nuspojave koje su zabiljeZzene vezane su uz opticki aktivne alkaloide koje sadrze spomenute

biljne vrste. Aktivni alkaloidi vrste E. sinica (Ma Huang) prikazani su na Slici 5.
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Slika 5: Strukturne formule Ephedra alkaloida (1-6) i dviju novih tvari (7 i 8) izoliranih iz vrste E.

sinica.
Koncentracija predmetnih alkaloida moze varirati od 0,02 do 3,40% u nadzemnim dijelovima
vrste E. sinica. Najvise je izomera (-)-efedrina (1). Ostali alkaloidi uklju¢uju (+)-
pseudoefedrin (2), (-)-metilefedrin (3), (+)-metilpseudoefedrin (4), (-)-norefedrin (5) i (+)-

norpseudoefedrin  (6). Farmakoloske studije pokazale su kako (-)-efedrin djeluje

45



simpatomimeticki (agonisticki na o- i B-adrenergicke receptore, prilikom cega dolazi do
ubrzanog sr¢anog pulsa, periferne vazokonstrikcije, bronhodilatacije i stimulacije srediSnjeg
zivéanog sustava (CNS) [56]. Upravo je iz navedenog razloga potreban oprez kod osoba koje

pate od hipertenzije, kao i ostalih kardiovaskularnih bolesti.

lako je primarni izvor Ephedra alkaloida upravo E. sinica, i druge Ephedra vrste takoder
sadrze te aktivne sastavnice (E. equiseting, E. intermedia, E. gerardiana, E. fragilis, E. major,

E. minuta, E. monosperma i dr.).

Glavni problem opasnih nuspojava upravo je patvorenje biljnog materijala namjernim
dodavanjem sinteti¢kih stimulansa ili pak sintetickih Ephedra alkaloida. Upravo se
metamfetamin vrlo lako sintetizira iz efedrina i1 ¢esto ga se moze nac¢i u proizvodima koji

deklariraju u sadrzaju vrstu E. sinica [57].

Sve metode kojima se danas odreduje koncentracija Ephedra alkaloida prisutnih u pojedinim
biljnim drogama vrsta roda Ephedra (plinska kromatografija [58], kapilarna elektroforeza
[59], HPLC s UV detektorom [60] i dr.) limitirane su u pogledu potvrde identiteta biljne
droge. Upravo je iz navedenog razloga razvijena HPLC metoda za razvoj kemijskog

fingerprinta vrsta roda Ephedra.

Eksperimentalni dio

Uz pomo¢ metode kvantitativnog odredivanja Ephedra alkaloida, analizirano je pet razlicitih
biljnih uzoraka: vrsta E. sinica (A), vrsta E. aspera (B), dodatak prehrani za koji je
deklarirano da sadrzi samo vrstu E. sinica (C), dodatak prehrani za koji je deklarirano da
sadrzi vrstu E. sinica u sklopu smjese (D) i dodatak prehrani koji sadrzi vrstu Ginkgo biloba u

koji je dodan (-)-efedrin (E) (Slika 6).
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Slika 6: HPLC kromatogrami dobiveni metodom za kvantitativnu analizu Ephedra alkaloida: ekstrakt

vrste E. sinica (A), ekstrakt vrste E. aspera (B), dodatak prehrani za koji je deklarirano da

sadrzi samo vrstu E. sinica (C), dodatak prehrani za koji je deklarirano da sadrzi vrstu E.

sinica u sklopu smjese (D) i dodatak prehrani koji sadrzi vrstu Ginkgo biloba u koji je dodan

(-)-efedrin (E).

Na Slici 6. tesko je raspoznati koji je uzorak zapravo pripada vrsti Ginkgo biloba, s obzirom

na to da je u uzorak dodan (-)-efedrin i spomenuti je alkaloid vidljiv na kromatogramu. Isto

tako, iz dobivenih kromatograma nije moguce zakljuéiti da kromatogram B pripada vrsti roda

Ephedra s obzirom na to da na kromatogramu nedostaje pik efedrina.

lako je predmetna metoda vrlo korisna za potrebe standardizacije Ephedra alkaloida u biljnim

pripravcima, kako bi se osigurala njihova stalna kakvoca i potrebna koncentracija Ephedra

alkaloida u preporucenoj dnevnoj dozi, metoda nije dostatna kako bi se njome potvrdila

identifikacija same biljne vrste.

Proizvodaci gotovih proizvoda uglavnom kupuju od dobavljaca biljnu drogu, a nemaju

metodu ispitivanja kojom bi se potvrdio identitet. Iako provode odredivanje sadrzaja Ephedra

alkaloida, navedeno nije potvrda da se ne radi o patvorini.
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Upravo se prikladnom metodom identifikacije moze utvrditi radi li se zaista o vrsti roda
Ephedra ili o nekom drugom biljnom materijalu kojemu je dodan sinteticki efedrin, a

predmetnom se metodom takoder mogu identificirati i razli¢ite vrste roda Ephedra.

Razvoj kemijskog fingerprinta zapocet je ekstrakcijom izvorne biljne droge vrste E. sinica
pomocu etanola. Dobiveni ekstrakt analiziran je na nekoliko stacionarnih faza gradijentnom
metodom (95% voda/5% acetonitril do 100% acetonitril) u periodu od 1 sat. Detekcija je
provedena na tri valne duljine: 210 nm, 254 nm i 320 nm. Bez obzira na isprobane stacionarne
faze, nije bilo mogucée postic¢i razinu bazne linije. Problem je i dalje ostao i nakon Sto se
varirao gradijent mobilnih faza. S obzirom na navedeni problem, odluceno je da se ekstrakcija
ponovi drugim otapalom te je u tu svrhu koristen aceton kao ekstrakcijsko otapalo i postignuti
su optimalni HPLC uvjeti. Acetonski ekstrakt analiziran je na koloni Waters XTerra RP1g i
postignuta je bazna linija te je postavljen optimalni gradijent mobilne faze. Utvrdeno je kako

je najbolja detekcija postignuta pri valnoj duljini od 320 nm (Slika 7).
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Slika 7: HPLC kromatogrami vrste E. sinica na valnim duljinama od 210 nm, 254 nm i 320 nm.

Nakon $to je razvijena metoda kemijskog fingerprinta primjenom autenti¢nog uzorka biljne

vrste E. sinica, bilo je potrebno ispitati i njenu primjenu u ostalih vrsta roda Ephedra. Za

navedenu svrhu

californica, E. foeminea, E. coryi, E. cutleri, E. equisetina, E. fasciculata, E. nevadensis, E.
pendunculata, E.

distachya spp. helvetica, E. gerardiana, E. intermedia, E. major, E. ochreata, E. sinica i E.

triandra.

Na Slici 8 prikazani su kemijski fingerprintovi razli¢itih Ephedra vrsta i kao 6. uzorak

koristeni su uzorci sljede¢ih svojti: E. antisyphilitica, E. aspera, E.

torreyana ssp. powelliorum, E. torreyana, E. trifurca, E. distachya, E.

prikazan je uzorak ekstrakta vrste Ginkgo biloba u koji je dodan efedrin.
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Slika 8: Usporedba HPLC kromatograma dobivenih detekcijom na valnoj duljini od 320 nm sljede¢ih
uzoraka: E. sinica (A), E. geradiana (B), E. nevadensis (C), E. fominea (D), E. distachya ssp.

helvetica (E), G. biloba s efedrinom (F).

Tijekom identifikacije, fokus je bio na nizu pikova koji se razvijaju izmedu 52. i 64. minute. Svi
uzorci vrsta roda Ephedra pokazuju iste pikove u spomenutom vremenskom intervalu, uz manje
varijacije. Predmetni pikovi nisu uoceni u uzorku broj 6. Navedeno upucuje kako se razvijenom
metodom dobivaju fingerprinti kojima je moguce provesti identifikaciju vrsta roda Ephedra. 1z

dobivenih fingerprinta takoder je moguce zakljuciti potjeCe li biljni materijal iz Amerike,

Europe ili Azije. Razlike su vidljive na Slici 9.
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Slika 9: Usporedba HPLC kromatograma (podruéje u rasponu 52.-64. minute) sljedeéih uzoraka: E.
sinica s podruéja Euroazije (A), E. trifurca iz Sjeverne Amerike (B) i E. ochreata iz Juzne
Amerike (C).

Prikladnost razvijene fingerprint metode ispitana je na nekoliko uzoraka vrste E. trifurca.

Podrucje identifikacije bilo je prisutno kod svakog uzorka (Slika 10).

Potrebno je takoder napomenuti kako su razvojem metode kemijskog HPLC fingerprinta

izolirane dvije nove sastavnice iz biljne vrste E. sinica (Slika 5., supstancije 7 i 8).
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Slika 10: HPLC kromatogrami uzoraka vrste E. trifurca.

Zakljucak

Kako bi se osigurala odgovaraju¢a kakvoca biljnih proizvoda, klju¢no je imati prikladne
analiticke metode za ispitivanje polaznog biljnog materijala. Prilikom nabave biljnih droga ili
biljnih pripravaka od proizvodaca, ¢esto ne postoji odgovarajuca dokumentacija koja bi bila
dokaz autentinosti biljnog materijala 1 time sluzila kao potvrda identifikacije. Poseban
problem javlja se ako se kupuje usitnjena biljna droga ili biljni pripravak. Upravo je metoda
kemijskog fingerprinta odgovarajuéi nacin ispitivanja kojim je moguce potvrditi autenti¢nost
biljnog materijala 1 time osigurati prvi korak u osiguranju kakvoce biljnih proizvoda.
Navedeno osigurava da na trZiSte ne dolaze proizvodi koji sadrZe nedeklarirani biljni materijal

u koji je dodana sintetic¢ka tvar, kao ni biljni materijal neprikladne kakvoce.
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4.1.2. Analiza biljnih droga Gentianae Radix et Rhizoma pomocu tekucinske

kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) [61]

Biljna droga Gentianae Radix et Rhizoma (u Kini takoder nazivana i "Longdan" [62]) (Slika
11) uobicajeno se u tradicionalnoj kineskoj medicini (TCM) primjenjuje za suzbijanje i

ublazavanje valova vruéine, te osjecaja Zarenja u jetri 1 Zu¢nom mjehuru.

Slika 11: Biljna droga Gentianae Radix et Rhizoma.

U ovoj je studiji prikazan razvoj HPLC metode koja se moze koristiti za kvantitativno
odredivanje Cetiriju bioaktivnih sastavnica (loganska kiselina, svertiamarin, gentiopikrozid i

sverozid), kao i za potrebe identifikacije same droge kemijskim fingerprintom.

U Kineskoj farmakopeji navodi se korijen i podanak (rizom) ¢etiriju biljnih vrsta kao biljna
droga pod nazivom "Longdan" (Gentiana manshurica Kitag., G. scabra Bge., G. triflora Pall.
i G. rigescens Franch.). Prve se tri vrste uglavnom mogu pronaci na sjeveroistoku Kine pod
nazivom "Guanlongdan", dok se ¢etvrta uglavnom koristi na podrucju jugozapadne Kine pod
nazivom "Jianlongdan". Danas je poznato nekoliko sastavnica predmetne biljne droge koje
mogu varirati unutar pojedinih uzoraka, ovisno o razli¢itom podneblju na kojemu je sama
biljka kultivirana, razli¢itim klimatskim uvjetima te drugim faktorima [63]. Upravo je radi

navedenih razlika teSko odrzati konzistentnu kakvodu biljnog materijala/biljne droge.
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Potrebna je dobra analiticka metoda kojom se moze osigurati odgovarajuca provjera kakvoce
predmetne biljne droge. Razvijene su metode kemijskog fingerprinta koriste¢i razlicite
tehnike — HPLC, HPTLC, GC i CE i sve su prepoznate kao brze, pouzdane i osjetljive za
dobivanje Zzeljenih informacija u identifikaciji biljne droge [64, 65]. Najpopularnija i
najrasirenija je upravo HPLC tehnika za razvijanje razli¢itih metoda dobivanja kemijskog

fingerprinta.

U ovoj je studiji razvijena analiticka metoda za potrebe kvantitativnog odredivanja
bioaktivnih sastavica kao i razvoja kemijskog fingerprinta biljne droge Gentianae Radix et

Rhizoma. Ispitano je 20 uzoraka kako bi se provjerila njihova konzistentnost i kakvoca.

Matrijali i kemikalije

Tablica 1 prikazuje 20 ispitivanih uzoraka predmetne biljne droge iz razli€itih biljnih izvora i
s razlicitih lokaliteta.

Tablica 1. Biljni materijal koristen u ispitivanju biljne droge Gentianae Radix et Rhizoma.

No. Biljna vrsta Izvor uzorka Broj serije Vrijeme sakupljanja - Podrijetlo
S1 Gentiana rigescens Lufeng, Yunnan 070901 rujan, 2007. samonikla
S2 G. rigescens Dali, Yunnan 071001 listopad, 2007. samonikla
S3 G. rigescens Dali, Yunnan 111001 listopad, 2011. samonikla
S4 G. rigescens Dali, Yunnan 111002 listopad, 2011. samonikla
S5 G. rigescens Weishan, Yunnan 070902 rujan, 2007. samonikla
S6 G. rigescens Heqing, Yunnan 100901 rujan, 2010. samonikla
S7 G. rigescens Eryuan, Yunnan 100902 rujan, 2010. samonikla
S8 G. rigescens nepoznat 101001 listopad, 2010. nepoznato
S9 G. rigescens Yangbi, Yunnan 111003 listopad, 2011. samonikla
S10 G. rigescens Yangbi, Yunnan 111004 listopad, 2011. samonikla
S11 G. rigescens Longyang, Yunnan 111005 listopad, 2011. samonikla
S12 G. rigescens Luliang, Yunnan 111006 listopad, 2011. samonikla
S13 G. rigescens Tonghai, Yunan 070903 rujan, 2007. samonikla
S14 G. rigescens Yingjiang, Yunnan 111007 listopad, 2011. samonikla
S15 G. rigescens Xichang, Sichuan 111008 listopad, 2011. samonikla
S16 G. rigescens Lincang, Yunnan 111009 listopad, 2011. uzgojena

S17 G. rigescens Yunxian, Yunnan 111010 listopad, 2011. uzgojena

S18 G. scabra nepoznat 111011 listopad, 2011. uzgojena

S19 G. scabra Qingyuan, Liaoning 111012 listopad, 2011. uzgojena

S20 G. scabra Qingyuan, Liaoning 111013 listopad, 2011. uzgojena
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Koristeni su standardi loganske kiseline, svertiamarina, gentiopikrozida i sverozida stupnja

cistoce 98%, odredeno HPLC metodom (Slika 12).
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Slika 12: Kemijske strukture ispitivanih sastavnica.

Ispitivanje je provedeno na HPLC uredaju Agilent 1200, DAD detekcija, kolona Agilent
Zorbax SB Cig (4,6 mmx250 mmx, 5 um) na 25°C. Primijenjena je gradijentna metoda — uz
mobilne faze A (metanol) i B (0,1%-tna fosfatna kiselina). Gradijentni program bio je
sljede¢i: 0.-4. min (25% A), 4.-10. min (25-35% A) i 10.-20. min (35-40% A). Mjerena je

apsorbancija na UV-238 nm, uz protok otapala 1,0 mL/min i volumen injektiranja od 5 pL.

Uzorci su pripremljeni na nacin da je sirova droga usitnjena u praSkasti oblik i suSena na 30°C
do konstantne mase. Odvagano je po 0,5 g od svakog usitnjenog uzorka, dodano 15 mL 50%-
tnog metanola (V/V). Napravljene su tocne odvage svakog, na opisani nacin pripremljenog
uzorka, i stavljeni u ultrazvu¢nu kupelj na 60°C 60 minuta. Po hladenju uzoraka, dodano im je

po 50 mL metanola, kako bi se nadoknadio gubitak tijekom postupka ekstrakcije, te je otopina
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filtrirana. Filtrat je ponovo filtriran kroz 0,45 um membranski filtar i postavljen na

injektiranje u HPLC ureda;.

Metanolne otopine standarda sadrzavale su Cetiri sastavnice: logansku Kiselinu, svertiamarin,
gentiopikrozid i sverozid. Otopine su pripremljene u 8 razliitih koncentracija kako bi se
mogle pripremiti kalibracijske krivulje u razli¢itom rasponima. Sve pripremljene otopine
standarda ¢uvane su u hladnjaku na temperaturi od 4°C i temperirane na sobnu temperaturu

prije provodenja analize.

Statisti¢ka analiza dobivenih podataka provedena je primjenom analize sli¢nosti ("similarity
analyis", SA) uz pomo¢ posebnog softvera (version 2004 A), razvijenog i odobrenog od
strane Povjerenstva kineske farmakopeje (Chinese Pharmacopoeia Committtee). Izracunati su
koeficijenti korelacije za kompletne kromatografske profile svakog uzorka te je izrac¢unat i

prikazan kromatogram koji simulira dobivene prosjecne vrijednosti.

Validacija

Prilikom validacije razvijene analitiCke metode odredivani su sljede¢i parametri: linearnost,
limit detekcije (LOD), limit kvantifikacije (LOQ), preciznost, ponovljivost i obnovljivost.
Linearnost je odredena upotrebom otopina standarda (loganska kiselina, svertiamarin,
gentiopikrozid i sverozid). Pripremljene su razli¢ite koncentracije otopina standarda, a
kalibracijska krivulja pripremljena je na nacin da su u graf unosene tocke koje su predstavljale
odnos povrsine ispod dobivenog pika (y) i1 koncentracije pripremljene otopine standarda (x,

mg/mL). Koncentracije su izrazene pomocu formule koja je prikazana u Tablici 2.
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Tablica 2: Validacijske znac¢ajke razvijene metode.

Kalibracijska Linearni LOQ" LOD®
Kemijski biljeg krivulja® R? raspon (ng/mL) (ng/mL)
(pg/mL)
Loganska kiselina y=7109,0x—10,724 0,9999 24,82-1135,00 12,40 3,72
Svertiamarin y=6778,7x—3,9429 0,9998 11,81-540,00 7,09 3,60
Gentiopikrozid y=3993,1x—63,738 0,9987 49,00-5160,00 14,70 2,45
Sverozid y=5792,5x-10,813 0,9999 14,11-645,00 8,47 2,11

a Kalibracijska krivulja dobivena je iz odnosa povrsine ispod dobivenog pika (y) i koncentracije svakog analita
(X, mg/mL);

b LOQ - limit kvantifikacije;

¢ LOD - limit detekcije.

Sve dobivene kalibracijske krivulje pokazale su dobru linearnu regresiju unutar ispitivanog
podrugja (R%>0,9987). Limiti detekcije i kvantifikacije odredeni su na nadin da su injektirane
otopine standarda (referentne otopine) dok se nije postigao odgovarajuéi omjer signala i Suma
("signal-to-noise ratio”, S/N) za svaku ispitivanu sastavnicu — vrijednost 3 za LOD i

vrijednost 10 za LOQ (manje od 3,72, odnosno 14,70 ng/mL).

Preciznost metode ispitivanja odredena je na nacin da su odredivane varijacije unutar jednog
dana i unutar nekoliko dana (intra-day i inter-day). Analiziran je isti uzorak 6 puta unutar
istog dana u periodu od tri uzastopna dana. RSD vrijednosti retencijskih vremena i povrSina
ispod pikova za Cetiri ispitivane sastavnice u promatranim intra-day i inter-day varijacijama

bile su manje od 2,99%.

Kako bi se potvrdila ponovljivost metode ispitivanja, analizirano je 6 zasebno pripremljenih
otopina istog uzorka. Dobivene RSD vrijednosti za retencijsko vrijeme i povrSine ispod

pikova bile su manje od 0,42% i 2,48%.
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Odredena je i stabilnost otopina uzorka — 48 sati. Navedeno je odredeno ispitivanjem ¢uvanja
otopina uzoraka na sobnoj temperaturi u intervalima od 0, 2, 4, 8, 12, 24 i 48 sati. Dobiveni

RSD bio je manji od 1,34%.

Kako bi se odredila to¢nost metode, koristen je recovery test (analiticki prinos, R). Uzorcima
su dodani standardi cetiriju sastavnica (spiking), te je nakon toga provedena ekstrakcija,
obrada i kvantifikacija u skladu s razvijenom metodom ispitivanja. Prosjecni analiti¢ki prinos

za Cetiri ispitivane sastavnice iznosio je 97,61-102,49%, s RSD manjim od 2,63%.

Svi provedeni parametri validacije pokazali su kako je metoda ispitivanja i uvjeti koji su u

njoj propisani prikladna za kvantitativno odredivanje ispitivanih sastavnica.

Analiza biljnih uzoraka

Razvijena metoda ispitivanja koriStena je za odredivanje Cetiriju bioaktivnih sastavnica
(loganska kiselina, svertiamarin, gentiopikrozid i sverozid) u 20 uzoraka ispitivanog biljnog
materijala. Analizirane sastavnice odredene su na naCine da su usporedena retencijska
vremena i UV-spektri s onima koji su dobiveni za referentne standarde. Reprezentativni

HPLC kromatogram otopine standarda prikazan je na Slici 13.
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Slika 13: HPLC profil za ¢etiri ispitivane sastavnice (standarda); pikovi oznaceni brojevima 4, 7, 81 9

oznacavaju redom logansku kiselinu, svertiamarin, gentiopikrozid i sverozid.
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U Tablici 3 prikazane su izraCunate srednje vrijednosti dobivene trostrukom analizom za
svaki uzorak. Ukupna koncentracija Cetiriju ispitivanih sastavnica varirala je od 0,84% do

15,69%. Najvise su bile zastupljene loganska kiselina i gentiopikrozid.

Tablica 3: Sadrzaj (%) Cetiri ispitivane sastavnice biljne droge Gentianae Radix et Rhizoma (dvadeset

serija) i sli¢nost fingerprinta.

Sadrzaj (%) Ukupni
No. Loganska sadrzaj (%) Sli¢nost
kiselina Svertiamarin : Gentiopikrozid Sverozid
S1 0,69 0,08 2,80 0,13 3,70 0,971
S2 0,51 0,09 3,51 0,06 4,18 0,989
S3 1,41 0,29 13,72 0,27 15,69 0,997
S4 0,74 0,26 10,81 0,18 12,00 0,994
S5 0,53 0,13 3,89 0,16 4,71 0,996
S6 0,78 0,12 4,03 1,16 6,10 0,990
S7 0,71 0,25 7,48 0,19 8,62 0,999
S8 0,28 ND 2,71 ND 2,99 0,945
S9 0,60 0,24 9,80 0,28 10,91 0,990
S10 0,20 0,14 5,66 0,13 6,13 0,989
S11 1,16 0,32 13,08 0,26 14,81 0,996
S12 0,64 0,17 3,41 0,15 4,37 0,980
S13 0,14 0,06 2,82 0,09 3,11 0,980
S14 0,60 0,14 4,97 0,13 5,84 0,997
S15 0,25 0,04 0,55 ND 0,84 0,735
S16 0,38 0,12 2,79 0,11 3,40 0,979
S17 0,66 0,14 4,62 0,10 5,52 0,996
S18 1,02 0,31 5,91 0,23 7,46 0,988
S19 0,18 ND 1,12 0,05 1,35 0,908
S20 0,22 0,03 2,29 0,09 2,63 0,920

ND: nije detektirano.

Analizom su ustanovljene oc¢igledne varijacije koncentracija svake ispitivane sastavnice u 20
analiziranih biljnih uzoraka. Usporedbom dobivenih koncentracija s koncentracijama
ispitivanih sastavnica koje su propisane za predmetnu biljnu drogu prema Kineskoj

farmakopeji (izdanje iz 2010., G. rigescens: 1,5%; G. scabra: 3,0%, w/w sadrzaj
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gentiopikrozida), ustanovljena su tri nezadovoljavaju¢a uzorka (15% od ukupnog broja
uzoraka): S15, S19 i S20 spadaju u uzorke koji ne udovoljavaju zahtjevima Kineske
farmakopeje. Na razlike u sadrzaju kemijskih sastavnica utjece podrijetlo biljnog materijala
(razlicite biljne vrste istog roda) te varijacije u okoliSnim uvjetima u kojima su biljke
samoniklo rasle ili kultivirane (npr. geografska lokacija i klima). Kako bi se postigla
ujednacena kakvocéa u sastavu biljnih droga, potrebno je provoditi odgovarajucu kontrolu
kakvoce, kao i samu kultivaciju ljekovitog bilja u skladu sa smjernicama dobre agronomske i
sakupljacke prakse. Na dva uzorka (S16 i S17) moguce je vidjeti kako je sadrzaj
gentiopikrozida >1,5%, §to je postignuto dobrom kultivacijom biljne vrste G. rigescens u
pokrajini Yunnan, ¢ime su se uspjeli zadovoljiti zahtjevi Kineske farmakopeje (izdanje iz

2010.).

Validacija metode za razvoj fingerprinta

U svrhu razvoja referentnog fingerprinta, provedeno je ispitivanje dvadeset serija biljne droge
Gentianae Radix et Rhizoma s razli¢itih podrué¢ja. Nakon toga, svi dobiveni rezultati obradeni

su pomocu posebnog softvera (The Unscrambler X 10.1 od Camo AS, Trondheim, Norveska).

Kako bi se odredila preciznost uredaja, isti je uzorak (S7) injektiran Sest puta uzastopno te su
izraCunati koeficijenti korelacije izmedu referentnog HPLC fingerprinta i fingerprinta
dobivenih analizom odabranog uzorka. Redom su dobivene sljedece vrijednosti: 0,999; 1; 1;
0,999; 11 1. Navedeni rezultati upu¢uju na zadovoljavajucu preciznost uredaja.

U svrhu odredivanja stabilnosti otopine uzorka, sedam je puta injektiran uzorak u razli¢itim
intervalima cuvanja (0, 2, 4, 8, 12, 24 1 48 sati). Dobivene su sljede¢e vrijednosti koeficijenta
korelacije: 1; 0,999; 1; 1; 1; 0,999 i 1, §to upucuje na to da je otopina uzorka stabilna u

ispitivanim intervalima.
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Ponovljivost metode ispitana je na nacin da je pripremljeno 6 otopina istog uzorka i
pojedinacno injektirano. Dobivene su sljedece vrijednosti koeficijenta korelacije: 1; 1; 0,999;

1; 0,999 1 1, $to upucuje na odgovarajucu ponovljivost analiticke metode.

HPLC fingerprint biljne droge Gentianae Radix et Rhizoma i analiza slicnosti

U svrhu dobivanja referentnog HPLC fingerprinta, analizirano je 20 serija uzoraka predmetne
biljne droge. Dobiveni kromatogrami za pojedinacne uzorke prikazani su na Slici 14(A), a

referentni fingerprint biljne droge Gentianae Radix et Rhizoma prikazan je na Slici 14(B).

Svi pikovi koji su zamijec¢eni u 20 ispitanih uzoraka u zamjetnoj koli¢ini i S dobrim
razluc¢ivanjem, proglaSeni su "karakteristicnim pikovima" za identifikaciju biljne vrste. Deset
karakteristi¢nih pikova koji se pojavljuju unutar prvih 20 minuta eluacije prikazani su na Slici
14(B). Sli¢nost dobivenih kromatograma za svaki od dvadeset analiziranih uzoraka
usporedena je s referentnim fingerprintom (Tablica 3). Sto su vrijednosti bliZe broju 1, to su
dva kromatograma sli¢nija. Ukoliko se odredena vrijednost postavi kao prag za identifikaciju
biljne vrste (primjerice 0,95), vrlo se lako mogu identificirati izvorni uzorci biljnog materijala
na temelju dobivenih fingerprinta. Dobivene vrijednosti koeficijenata za 17 uzoraka vise su
od 0,950, osim za uzorke S15, S19 i S20. Iz dobivenih se rezultata moze zakljuciti kako izvor

uzoraka moze imati velik utjecaj na kakvocu biljne droge.
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Slika 14: HPLC fingerprintovi dobiveni analizom dvadeset uzoraka biljne droge Gentianae Radix et
Rhizoma (A) i simulacijom dobiven referentni kromatogram sa srednjim vrijednostima
pojedinih sastavnica (softver — "Similarity Evaluation System for Chromatographic
Fingerprint of Traditional Chinese Medicine software") (B). Kromatogrami oznaceni sa S1-
S20 predstavljaju 20 ispitanih biljnih uzoraka, a R predstavlja simulacijski reprezentativni
kromatogram. Pikovi oznaceni brojevima 1-10 ha R kromatogramu predstavljaju deset

karakteristi¢nih pikova.
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Zakljucak

Studija je pokazala razvoj i validaciju jednostavne metode za istovremeno odredivanje Cetiriju
glavnih kemijskih sastavnica u biljnoj drogi Gentianae Radix et Rhizoma. Predmetnom
metodom takoder je razvijen HPLC fingerprint za 20 analiziranih uzoraka (20 serija)
prikupljenih s razli¢itih izvora. Na taj je nacin mogucée provesti odgovarajucu identifikaciju
biljne droge, kao i1 kvantitativno odredivanje kemijskih sastavnica te dobiti viSe pouzdanih

podataka nego drugim zasebnim metodama ispitivanja.

4.1.3. Kvantitativha i kvalitativna analiza karakteristicnih pikova u kemijskom
fingerprintu Yuanhu Zhitong tableta pomocu spregnutih tehnika HPLC-DAD-
MS/MS [66]

U ovoj je studiji razvijena strategija za kvalitativnu i kvantitativnu analizu karakteristi¢nih
pikova koji se pojavljuju na kemijskom fingerprintu Yuanhu Zhitong tableta (YZT) (Slika 15)
pomocu spregnutih tehnika HPLC-DAD-MS/MS. U dobivenom kemijskom fingerprintu, 40
je pikova prepoznato kao '"karakteristini pikovi" za predmetne tablete. Za njihovu
kvantifikaciju provedena je detekcija pri valnim duljinama od 254 nm, 270 nm, 280 nm i 345
nm. Metoda ispitivanja je validirana i potvrdeno je pouzdano odredivanje 10 sastavnica
(protopina, jatrorizina, koptizina, palmatina, berberina, ksantotoksina, bergaptena,
tetrahidropalmatina, imperatorina i izoimperatorina). Pomocu razvijene metode kvalitativno
su analizirane 33 sastavnice (karakteristi¢ni pikovi), ukljucujuci 10 sastavnica koje su ujedno i
kvantificirane. Razvijena metoda prepoznata je kao mocan alat za provedbu analize

kompleksnog biljnog proizvoda.
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Slika 15: Pakiranje Yuanhu Zhitong tableta.

Upravo je za proizvode koji spadaju u tradicionalnu kinesku medicinu (TCM) poznato da do
njihove terapijske ucinkovitosti dolazi uslijed sinergistickog djelovanja velikog broja
sastavnica. Navedena Ccinjenica uvelike otezava odgovarajucu kontrolu kvalitete takvih
proizvoda. Najzastupljeniji pristup ispitivanju proizvoda koji se koriste kao TCM je
odredivanje i potvrdivanje veceg broja sastavnica. Zato se najc¢escée koristi fingerprint analiza,
kojom se moze potvrditi slicnost izraCunata naspram relativnoj vrijednosti unaprijed
odabranih biljega (kao referentnim sastavnicama) [67], dok se na isti nacin ne moze odrediti
tocan sadrzaj djelatnih sastavnica (provesti kvantifikacija). Razlike u kvaliteti biljnog
materijala (biljnih droga) koje posljedi¢no utjecu na kvalitetu kona¢nog biljnog proizvoda
mogu varirati, ovisno o razli€itim ¢imbenicima (npr. mjestu uzgoja, vremenu sakupljanja), ali
¢injenica je da se prisutnost karakteristicnih pikova povezuje s konzistencijom u kvaliteti,
stabilnosti i, u konacnici, s terapijskim djelovanjem. Upravo je zato vazno provesti prikladnu
identifikaciju 1 kvantifikaciju karakteristi¢nih pikova.

YZT spada u klasicni TCM primjer, a proizvod se sastoji od 223 g biljne droge Radix
Angelicae dahuricae i 445 g droge Rhizoma Corydalis te se koristi za lijeCenje glavobolje,
bolova u gastrointestinalnom sustavu i dismenoreje [68]. Kao djelatne sastavnice u biljnim

drogama Rhizoma Corydalis i Radix Angelicae dahuricae, prepoznati su alkaloidi i kumarini
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[69, 70]. Postoji nekoliko studija koje opisuju kvantitativnhu analizu nekoliko sastavnica s
bioloskom aktivno$c¢u u predmetnom biljnom proizvodu (YZT) [71, 72]. No, sve se fokusiraju
na odredivanje jedne ili nekoliko sastavnica, umjesto na cjelokupni sastav, kakvocu i,
posljedi¢no, ucinkovitost biljnog proizvoda. Osim toga, do predmetnog rada nije postojala niti
jedna studija u kojoj se provodila kvalitativnu i kvantitativnu analizu YZT pomoc¢u kemijskog
fingerprinta s fokusom na karakteristiénim pikovima.

Upravo se u predmetnoj studiji po prvi puta opisuje upotreba HPLC tehnike s DAD
detektorom za razvoj kemijskog fingerprinta proizvoda YZT, na kojemu je vidljivo 40
karakteristi¢cnih pikova. Od tih je pikova, za njih 10 (protopin, jatrorizin, koptizin, palmatin,
berberin, ksantotoksin, bergapten, tetrahidropalmatin, imperatorin i izoimperatorin) provedena
je kvantitativna analiza (Slika 16), a za 33 sastavnice (ukljuc¢ujuéi 10 kvantificiranih) takoder

identifikacija ili djelomi¢na identifikacija pomocu tehnike ESI-MS/MS.
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Slika 16: Kemijske formule 33 identificirane sastavnice u Yuanhu Zhitong tabletama (YZT).
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Materijali i metode

o Koristeni materijali i kemikalije

U predmetnoj su studiji primijenjeni referentni standardi za svih 10 kvantificiranih sastavnica,
pribavljeni od National Institute for the Control of Pharmaceutical and Biological Products
(Beijing, China), a njihova ¢isto¢a odredena je HPLC tehnikom i za svaki od njih bila je veca
od 98%. Gotov proizvod YZT prikupljen je od 12 farmaceutskih kompanija u Kini (Tablica
4). Za optimizaciju uvjeta i validaciju HPLC-DAD-ESI-MS/MS metode koristen je uzorak

YZT proizvodaca A.

Tablica 4: Popis ispitivanih uzoraka YZT tableta.

Uzorak Proizvodaé Br. serije
A Guangxi Tiantianle Pharmaceutical Co., Ltd., Kina 100801

B Foshan Dezhong Pharmaceutical Co., Ltd., Kina 10012

C Guangxi Shibiao Pharmaceutical Co., Ltd., Kina 080901
D Sichuan Hebang Pharmaceutical Co., Ltd., Kina 100901

E Henan Wanxi Pharmaceutical Co., Ltd., Kina 110502

F Jiangxi Jiulianshan Pharmaceutical Co., Ltd., Kina 20101104
G Shandong Kongfu Pharmaceutical Co., Ltd., Kina 100301
H Shandong Lukang Pharmaceutical Co., Ltd., Kina 20110506
I Nantong Jinghua Pharmaceutical Co., Ltd., Kina 090701

J Shanxi Wanglong Pharmaceutical Co., Ltd., Kina 20101001
K Sichuan Shuzhong Pharmaceutical Co., Ltd., Kina 100906

L Guangxi Banmu Tianlong Pharmaceutical Co., Ltd., Kina | 101001

e HPLC-DAD-ESI-MS/MS analiza

67



Za provedbu kromatografske analize, koristen je aparat Agilent 1260, kolona Agilent Eclipse
plus C18 (250 mmx4,6 mm, 5 um). Postupak odjeljivanja sastavnica proveden je
gradijentnom metodom, pri ¢emu su primijenjene sljede¢e mobilne faze: A (0,4%-tna otopina
amonijevog acetata; pH 6,0 podesen je pomocu ledene octene kiseline) i B (acetonitril).
Omjeri mobilnih faza bili su sljedeci: 0.-25. min, 17-19% B; 25.-55. min, 19% B; 55.-70. min,
19-25% B; 70.-80. min, 25-28% B; 80.-95. min, 28-34% B; 95.-120. min, 34-35% B; 120.-
140. min, 35-42% B; 140.-160. min, 42-50% B. Protok: 1,0 mL/min, volumen injektiranja 5
uL 1 temperatura kolone 30°C. Valne duljine za detekciju i kvantitativno odredivanje
pojedinih sastavnica bile su sljedece: 254 nm (ksantoksin, bergapten, imperatorin i
izoimperatorin), 270 nm (berberin), 280 nm (protopin i tetrahidropalmatin) i 345 nm
(jatrorizin, koptizin i palmatin), dok je sam razvoj kemijskog fingerprinta proveden pri valnoj

duljini od 280 nm.

Tako pripremljen HPLC sustav spregnut je s Agilent 6460 Triple Quadrupole masenim
spektrometrom (Agilent Technologies, MA, USA). Uvijeti tijekom elektrosprej ionizacije
(ESI) bili su sljedeci: 3000 V; plin za suSenje (N3), protok 10,0 L/min; temperatura plina za

susenje 320°C; nebulizator — tlak 25 psi.

e Priprema uzoraka

S povrsine uzoraka tableta u potpunosti je uklonjena film-ovojnica, a jezgre su usitnjene u fini
prasak. Izvagano je to¢no 1,0 g usitnjenog uzorka i ekstrahirano u 35 mL metanola, koristeci
ultrazvuénu kupelj u vremenu od 30 minuta. Nakon toga, uzorak je profiltriran, a otopina
zatim uparena na vodenoj kupelji (70°C). Ostatak nakon uparavanja nadopunjen je metanolom

do 5 mL i otopina je centrifugirana na 15000 rpm u vremenu od 10 minuta. Supernatant iznad
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otopine filtriran je kroz 0,45 pum membranski filter i prenesen u bocicu za provedbu

ispitivanja.

Takoder su pripremljena dva uzorka negativne kontrole bez droge Radix Angelicae dahuricae
ili Rhizoma Corydalis, u svrhu provedbe validacije metode ispitivanja (odredivanje
specifi¢nosti). Biljne su droge usitnjene u prasak (40-60 mesha) i pripremljene su negativne

kontrole prema gore opisanoj metodi.

e Priprema otopina standarda

Precizno je odvagnuto 10 referentnih standarda. Jatrorizin, palmatin, koptizin i berberin
otopljeni su u smjesi metanol-voda (50:50, V/V), dok su ostali standardi otopljeni u ¢istom
metanolu. Otopine su zatim razrijedene na prikladne koncentracije kako bi se dobile

koncentracijske krivulje. Do provedbe ispitivanja sve su otopine ¢uvane u hladnjaku.

e Kvantitativna i kvalitativna analiza pomocu HPLC fingerprinta

v Potvrdivanje karakteristicnih pikova i analiza slicnosti

Za analizu sli¢nosti koristen je softver Similarity Evaluation System for Chromatographic
Fingerprint of TCM (Version 2004A). Da bi se kvantitativno izrazila kemijska svojstva
prisutna u kromatografskom uzorku YZT tableta, izracunata su relativna retencijska vremena
(RRT) 1 relativne povrSine ispod pikova (RPA) za svaki karakteristiCan pik u odnosu na
referentni pik. Na temelju dobivenih vrijednosti, izracunati su koeficijenti korelacije za cijele
kromatografske profile svakog uzorka, a takoder je generiran 1 simulacijski kromatogram koji

prikazuje srednje vrijednosti.
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v Validacija metode za kvantitativno ispitivanje karakteristicnih pikova

Kako bi se provela validacija predmetne metode ispitivanja, odredeni su sljede¢i parametri:

linearnost, ponovljivost, stabilnost, limit detekcije, limit kvantifikacije, preciznost i to¢nost.

v Kvalitativna analiza karakteristicnih pikova

Identifikacija uobicajenih pikova u YZT tabletama provedena je pomoé¢u LC-ESI-MS/MS

analize.

e Rezultati

Kako bi se odredila kakvoca YZT tableta, ve¢ je ranije provedeno nekoliko studija. U jednoj
je studiji kvantificirano 17 sastavnica unutar 9 minuta, koristec¢i teku¢insku kromatografiju
brze rezolucije spregnutu s MS-om [72]. Spomenuta se studija usredotolila samo na
kvantifikaciju odredenih sastavnica i nije uzela u obzir sve sastavnice koje su prisutne u lijeku
i vjerojatno pridonose njegovoj djelotvornosti. U drugoj je studiji [73] koristena UPLC
tehnika spregnuta s MS-om i dobiven je kromatografski fingerprint na kojemu je
identificirano 18 karakteristi¢énih pikova. Ta je studija dala pregled svih sastavnica u

tabletama, medutim, nije se osvrnula na kvantitativne varijacije medu njima.

U predmetnoj je studiji koristen HPLC-DAD kako bi se razvio kemijski fingerprint i
kvantificiralo 10 karakteristicnih pikova u YZT tabletama te pomocu ESI-MS/MS
identificirala 33 karakteristicna pika. Takva kombinacija kemijskog fingerprinta s
kvantitativnom 1 kvalitativnom analizom karakteristicnih pikova u YZT tabletama moze biti

iznimno vrijedan alat za kontrolu kakvoce predmetnog biljnog proizvoda.
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v Optimizacija uvjeta ekstrakcije

Kako bi se postigla optimalna ekstrakcija, ispitivane su razli¢ite metode ekstrakcije, otapala i
njihov volumen te vrijeme ekstrakcije. Pokazalo se kako je metanol najucinkovitije

ekstrakcijsko sredstvo, kako je ultrazvucna ekstrakcija bolja od refluksne i dr.

v Optimizacija kromatografskih uvjeta te uvjeta za masenu spektrometriju

U predmetnoj su studiji ispitivane razli¢ite mobilne faze — acetonitril ili metanol i voda s
amonijevim acetatom, mravljom ili octenom kiselinom. Utvrdeno je kako je acetonitril i
vodena otopina amonijevog acetata najbolja za provodenje spomenute analize te se pri tome
detektira viSe pikova uz krace trajanje samog ispitivanja. Takoder je ispitivan 1 optimalan pH
vodene otopine amonijevog acetata kod kojega se dobivaju pikovi najboljeg oblika. Ispitivana
su i Cetiri tipa kromatografskih kolona: Sepax GP-C18, Agilent Zorbax SB-C18, Kromasil
C18 i Agilent Eclipse plus C18. Najbolje razdvajanje postignuto je na Agilent Eclipse plus

C18 koloni.

Kvantifikacija pikova provedena je za ksantoksin, bergapten, imperatorin te izoimperatorin na
valnoj duljini od 254 nm, berberin na 270 nm, protopin i tetrahidropalmatin na 280 nm, te
jatrorizin, koptizin i palmatin na 345 nm. Na spomenutim je valnim duljinama izmjerena

maksimalna apsorbancija i dobiven najbolji odgovor s najmanje interferencija (Slika 17A i B).
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Slika 17: Reprezentativni HPLC-DAD kromatogrami smjese standarda (A) pri 254 nm, 270 nm, 280 nm
i 345 nm; YZT (B) pri 254 nm, 270 nm, 280 nm i 345 nm; negativna kontrola bez droge Radix
Corydalis (C) pri 280 nm; negativna kontrola bez droge Rhizoma Angelicae dahuricae (D) pri
280 nm. Protopin (3); jatrorizin (7); koptizin (8); palmatin (14); berberin (15); ksantoksin (20);
bergapten (23); tetrahidropalmatin (28); imperatorin (37); izoimperatorin (40).

Pri provedbi fingerprint analize, valna duljina je postavljena na 280 nm jer se na toj valnoj

duljini moZze detektirati ve¢ina pikova (Slika 17B).
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v Potvrda karakteristicnih pikova i analiza slicnosti

U skladu s preporukama dokumenta Drug Administration Bureau of China, 2000, ukoliko se
pikovi pojavljuju na svakom kromatogramu te su njihove RSD i RRT vrijednosti za svih 10
uzoraka manje od 1%, moze se smatrati da predmetni pikovi potjecu od istih sastavnica te se
mogu smatrati "karakteristicnim pikovima"; takoder, ukupna povrsina ispod karakteristi¢nih

pikova mora iznositi vise od 90% ukupne povrsine svih pikova u dobivenom kromatogramu.

U predmetnoj je studiji analizirano 12 uzoraka YZT tableta od razli¢itih proizvodaca
metodom ispitivanja pomo¢u HPLC-DAD tehnike i dobiveni su fingerprint kromatogrami
(Slika 18). Prosjek svih dobivenih kromatograma uzet je kao standarni kromatogram YZT
tableta. Vidljivo je kako je za 40 pikova procijenjeno da se radi o karakteristiénim pikovima

(>90% od ukupne povrsine).

Piku oznacenom brojem 19 odgovara najve¢i sadrzaj 1 upravo je radi toga odabran kao
referentni pik prema kojemu su izracunate RRT 1 RPA vrijednosti karakteristi¢nih pikova.
Dobivene vrijednosti RSD za RRT bile su manje od 2,1%, $to upucuje na dobru stabilnost i
reproducibilnost metode za fingerpint analizu pomo¢u HPLC-DAD tehnike. Koeficijenti
sli¢nosti za 12 uzoraka bili su ve¢i od 0,90, Sto upucuje na Cinjenicu da uzorci razliitih
proizvodaca imaju isti kromatografski profil. No, kako su RSD vrijednosti za RPA bile
prili¢no visoke (23,5-130,91%), procjenjuje se kako su materijali razli¢itog podrijetla, razliCiti

su postupci proizvodnje, uvjeti cuvanja i sl.
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Slika 18: HPLC-DAD fingerprint kromatogrami za 12 YZT uzoraka.

4 Kvantitativno odredivanje karakteristicnih pikova

Za kvantitativne markerske sastavnice odabrano je 10 karakteristinih pikova za koje je
procijenjeno da se nalaze u odgovaraju¢im koncentracijama i da imaju dobru razlu¢ivost. Na
Slici 17A i 17B prikazani su kromatografski profili YZT tableta i poredbenih tvari dobiveni

pri valnim duljinama od 254 nm, 270 nm, 280 nm i 345 nm.

Kako bi se ispitala specifi¢nost razvijene metode, pripremljeni su razli¢iti negativni uzorci i
njihovi kromatogrami prikazani su na Slikama 17C i 17D. Na taj se nacin potvrdilo kako

nema interferencija za 10 ispitivanih sastavnica.

Za ispitivanje linearnosti pripremljene su razliCite koncentracije poredbenih otopina 10
ispitivanih sastavnica. Kalibracijske krivulje za 10 sastavnica (Tablica 5) dobivene su

iscrtavanjem odnosa izmedu povrSine ispod pika 1 pripremljene koncentracije za pojedinu
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sastavnicu. Povrsine ispod pikova izrazene su kao srednja vrijednost tri uzastopna injektiranja.

Linerarnost tako dobivenih kalibracijskih krivulja procijenjena je preko posebnog softvera

(SPSS 16.0). U Tablici 5 vidljivo je kako su korelacijski koeficijenti visi od 0,999 za sve

sastavnice kod kojih je Q vrijednost manja od 3%. Raspon LOD za sve sastavnice bio je od

0,03 do 0,11 ug/mL, a raspon LOQ od 0,09 do 0,32 pg/mL.

Tablica 5: Valna duljina detekcije, podatci linearne regresije, LOD i LOQ za 10 ispitivanih sastavnica
u YZT tabletama.

Raspon Kalibracijska Eaktor
Sastavnica A linearnosti jednadzba korelacije Q p°¢ LOD! LOQs®
(nm) (ug/mL) (y=ax+b)* (R) (%)° (ng/mL) | (ug/mL)
Protopin 280 1,02-101,60 | y=21,104x—36,099 0,9990 1,03 | 0,218 0,06 0,19
Jatrorizin 345 6,17-267,00 | y=10,661x—59,612 0,9996 1,20 | 0,114 0,11 0,32
Koptizin 345 7,70-246,25 | y=21,514x-12,671 0,9995 1,67 | 0,157 0,08 0,24
Palmatin 345 1,01-84,00 y=85,389x—74,742 0,9997 1,23 | 0,133 0,03 0,11
Berberin 270 1,00-83,50 y=51,399x—69,414 0,9997 1,88 | 0,055 0,05 0,16
Ksanto- 254 1,01-84,67 y=53,658x—-56,538 0,9996 2,03 | 0,154 0,04 0,15
toksin
Bergapten 254 1,01-84,00 y=37,976x—43,638 0,9995 0,87 | 0,093 0,07 0,20
Tetrahidro- 280 20,00-300,00 | y=13,534x+18,267 0,9991 1,73 | 0,223 0,09 0,29
palmatin
Imperatorin 254 1,01-84,67 y=40,762x—36,436 0,9997 0,56 | 0,078 0,03 0,11
Izoimpera- 254 1,01-84,67 y=26,478x—28,165 0,9996 1,95 | 0,098 0,05 0,16
torin
a- Ujednadzbi linearne regresije y=ax+b, X predstavlja koncentraciju sastavnice (ug/mL), y povrSinu

b-
C-
d-
e-

ispod pika, a R je korelacijski koeficijent;
oznacava koeficijent kakvoce samog regresijskog modela,
P vrijednost (razina pouzdanosti 95%);
LOD je definiran kao koncentracija kod koje je omjer signala i Suma 3 (S/N=3);
LOQ je koncentracija kod koje je omjer signala i Suma 10 (S/N=10).
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Provedeno je takoder ispitivanje inter- i intra-day preciznosti iz vrijednosti RSD-a za
retencijska vremena i povrsina ispod pikova. Razdoblja za ispitivanje predmetnog parametra
bila su unutar jednog dana i u 5 dana. RSD vrijednosti za intra- i inter-day preciznosti bile su

nize od 2,0% za povrsine ispod pikova 1 manje od 0,9% za retencijska vremena (Tablica 6).

Tablica 6: Preciznost, ponovljivost i podatci o stabilnosti za 10 ispitanih sastavnica (RSD%, n=6).

Preciznost Ponovljivost Stabilnost
. Inter-day Intra-day

Sastavnice - - o

Retenc. | PovrSina | Retenc. | PovrSina Retenc. Retenc. Povrsina

vrijeme, ispod vrijeme, ispod vrijeme, | Sadrzaj | Vvrijeme, ispod

R: pika R¢ pika R¢ R¢ pika

Protopin 0,4 1,9 0,5 1,2 0,7 1,8 0,4 0,8
Jatrorizin 0,5 1,1 0,8 0,7 1,1 1,6 0,5 1,2
Koptizin 0,7 1,7 0,9 1,4 0,9 1,5 0,4 0,9
Palmatin 0,6 1,7 0,7 1,0 1,4 1,7 0,6 1,3
Berberin 0,5 2,0 0,5 1,4 1,6 2,1 0,3 1,4
Ksanto- 0,6 1,9 0,4 1,3 15 1,7 0,6 1,2
toksin
Bergapten 0,5 0,9 0,3 1,0 0,6 2,0 0,5 0,9
Tetrahidro- 0,4 1,3 0,5 1,6 1,2 2,2 0,7 0,8
palmatin
Impera- 0,4 11 0,4 0,9 0,8 1,9 0,4 1,5
torin
Izoimpera- 0,3 1,0 0,6 0,7 11 1,6 0,6 1,1
torin

Analiti¢ka ponovljivost odredena je injektiranjem 6 razli¢itih uzoraka koji su pripremljeni u
skladu s istim postupkom. Kako bi se procijenila ponovljivost, koriStene su RSD vrijednosti
retencijskih vremena te sadrzaja za svaku pojedinu od 10 ispitivanih sastavnica. Dobivene
RSD vrijednosti bile su manje od 2,2%, Sto pokazuje da je metoda zadovoljavajuca za

provedbu kvantitativnog odredivanja.

Za ispitivanje stabilnosti, analizirana su retencijska vremena i povrSine ispod pikova za svih

10 ispitivanih sastavnica u vremenskim intervalima od 8 sati, u ukupnom periodu od 2 dana.
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Ispitivanja su pokazala kako je otopina uzorka stabilna unutar 48 sati (RSD<0,7% za

retencijska vremena 1 RSD<1,5% za povrsine ispod pikova).

Tocnost metode ispitana je na nacin da su u uzorak koji je ranije analiziran, i za koji su
poznate koncentracije sastavnice, dodane tri razli¢ite koliCine standarda. Smjese su
ekstrahirane i analizirane optimiziranom metodom ispitivanja. Koncentracija svake sastavnice
odredena je koriste¢i kalibracijske krivulje. Svaki je uzorak injektiran 3 puta. Dobiveni
rezultati za analiticki prinos (recovery, R) izrazeni su kao postotak sadrzaja sastavnice i
iznosili su 98,9%-102,3%, uz sve RSD vrijednosti manje od 2,5% (Tablica 7). Navedeni
rezultati indiciraju kako primijenjena metoda ispitivanja osigurava visoku tocnost za

simultanu analizu deset ispitivanih sastavnica.

v Kvantitativno odredivanje sastavnica u uzorcima YZT tableta

Razvijena metoda ispitivanja upotrijebljena je za kvantitativno odredivanje 10 sastavnica u 12
uzoraka YZT tableta. Svaka je analiza ponovljena 3 puta. Identifikacija pikova u
kromatogramima provedena je na na¢in da su usporedivana retencijska vremena za svaki pik,

UV-spektar i podatci MS analize s podatcima koji su dobiveni za standarde.

HPLC-DAD kromatografski profili za sve uzorke YZT tableta prikazani su na Slici 18, dok su

sadrZaji svih 10 sastavnica prikazani u Tablici 8.

77



Tablica 7: Analiti¢ki prinos (R)

za svaku sastavnicu, odreden pomoc¢u metode standardnog dodatka

(n=3).
Sastavnica lzvorna "Spikana" Odredena R Prosjeéni | RSD
koli¢ina (ng) | koli¢ina (png) | koli¢ina (pg) (%) R (%) (%)
Protopin 93,53 46,77 139,46 99,4 101,3 1,6
93,53 190,80 102,0
140,00 239,13 102,4
Jatrorizin 6,80 3,40 9,99 97,9 100,7 25
6,80 14,00 102,9
10,00 17,00 101,2
Koptisin 74,00 37,50 112,76 101,1 102,3 1,0
74,00 152,58 103,1
112,00 191,12 102,8
Palmatin 105,23 52,62 156,82 99,4 98,9 0,4
105,00 207,78 98,8
157,62 259,05 98,6
Berberin 55,50 27,75 82,98 99,9 100,8 1,0
55,50 112,27 101,1
83,00 140,61 101,5
Ksantotoksin 4,62 2,32 6,89 99,3 99,9 0,9
4,70 9,28 99,6
7,00 11,73 101,0
Bergapten 48,84 24,42 72,72 99,3 99,9 0,8
50,00 99,62 100,8
74,42 122,90 99,7
Tetrahidro- 186,75 93,38 281,74 100,6 101,2 0,5
palmatin 187,00 378,71 101,3
280,00 474,20 101,6
Imperatorin 79,83 39,92 119,24 99,6 100,4 0,9
80,00 161,95 101,3
120,00 200,48 100,3
Izoimperatorin 93,06 46,53 140,82 100,9 101,0 0,1
93,00 187,99 101,0
140,00 235,50 101,1
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Tablica 8: Koli¢ina svake od 10 ispitivanih sastavnica u YZT tabletama razli¢itih proizvodaca.

Sadrzaj (ng/g, srednja vrijednost+=SD, n=3)

Uzorak

Protopin Jatrorizin Koptisin Palmatin Berberin Ksantotoksin Bergapten Tetrahidropalmatin Imperatorin I1zoimperatorin
A 104,25+0,30 42,75+0,06 327,95+0,04 48,15+0,005 60,25+0,24 35,40+0,03 89,75+0,05 319,45+0,15 75,35+0,06 32,30+0,003
B 112,85+0,22 | 95,05+0,07 293,1040,06 139,70+0,008 | 331,00+0,15 | — 31,80+0,007 | 346,00+0,26 80,100,05 47,80+0,004
C 141,40+0,06 | 77,2040,004 | 369,40£0,005 | 212,35+0,002 | 47,30+0,07 - 26,05+0,003 | 627,50+0,09 240,2040,17 126,25+0,07
D 121,75+0,54 68,50+0,07 219,35+0,007 148,35+0,07 34,90+0,05 6,55+0,006 32,05+0,04 977,25+0,13 197,65+0,04 1013,50+0,09
E 120,00+0,38 89,80+0,003 376,00+0,04 149,05+0,03 57,60+0,03 8,600,009 29,55+0,06 418,05+0,09 82,80+0,003 46,80+0,006
F 83,75+0,08 76,50+0,005 361,95+0,005 141,65+0,06 53,75+0,009 10,40+0,14 81,40+0,12 1297,254+0,06 191,05+0,005 137,45+0,007
G 148,60+0,07 73,45+0,01 361,50+0,006 103,70+0,21 52,95+0,004 6,75+0,05 33,60+0,04 431,060,002 294,25+0,02 141,95+0,004
H 35,90:0,03 4430+0,002 | 207,55+0,007 | 46,40+0,04 19,95+0,06 12,25+0,07 23,35+0,07 702,1040,04 195,500,006 | 121,25+0,09
| 170,25+0,06 80,30+0,004 512,15+0,008 140,05+0,009 59,40+0,08 6,90+0,04 26,70+0,06 382,85+0,03 160,35+0,007 83,50+0,08
J 141,40+0,07 86,05+0,14 477,70+0,02 153,70+0,04 68,90+0,002 11,35+0,06 38,60+0,10 360,90+0,03 96,90+0,003 46,40+0,001
K 145,10£0,09 | 76,70+0,01 573,65+0,09 117,40+0,10 53,20+£0,07 8,40+0,08 42,90+0,25 322,35+0,04 372,05£0,002 | 271,75+0,02
L 33,30£0,06 45,40+0,05 140,00+0,01 58,95+0,08 27,15+0,003 | 21,40+0,43 54,75+0,09 1159,000,09 401,65+0,004 | 295,90+0,06
RSD% 38,2 251 36,3 40,8 114,6 90,0 51,5 715 56,1 137,5

* —nize od LOQ;

RSD% — varijacija srednjih vrijednosti sadrzaja za pojedinu sastavnicu.
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Vidljivo je da sastav za svaku pojedinac¢nu sastavnicu varira medu ispitivanim uzorcima.
Prema National Commission of Chinese Pharmacopoeia [68], sadrzaj tetrahidropalmatina ne
bi smio biti nizi od 300 pg/g. lako svi ispitivani uzorci zadovoljavaju navedeni zahtjev,
sadrzaj tetrahidropalmatina jako varira i kre¢e se u rasponu od 319,45 pg/g do 1159 ng/g
(RSD%=71,5). Jednake varijacije u sadrzaju zamijeene su i kod ostalih sastavnica,
primjerice berberina, ksantotoksina, bergaptena, imperatorina i izoimperatorina. Sve navedene
varijacije u ispitivanim sastavnicama mogle bi biti uzrok varijacija u terapijskoj djelotvornosti
predmetnog lijeka. Iz svega navodenog moze se zakljuciti kako se ispitivanjem jedne ili

nekoliko sastavnica u biljnom proizvodu ne moze provesti odgovarajuca kontrola kakvoce.

v' Kvantitativno odredivanje sastavnica u uzorcima YZT tableta

Nadalje, provedena je karakterizacija ili djelomic¢na identifikacija 33 karakteristi¢na pika koji
su dobiveni kemijskim fingerprintom, uklju¢ujuci 10 kvantificiranih sastavnica pomoc¢u ESI-

MS/MS metode.

Zakljucak

U ovoj je studiji razvijena i validirana pouzdana i ucinkovita HPLC-DAD-ESI-MS/MS
metoda ispitivanja za provedbu kontrole kakvo¢e YZT tableta. Predmetnom metodom
provedena je kvalitativna i kvantitativna analiza "karakteristicnih" pikova u dobivenom
kemijskom fingerprintu; 10 je sastavnica kvantitativno odredeno, a 33 sastavnice (ukljucujuci
i 10 kvantificiranih) identificirano su na temelju njihovih retencijskih vremena i MS/MS

spektara, nakon usporedbe sa standardima.
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5, ZAKLJUCAK




U ovom je radu opisana i istaknuta vaznost odgovarajuce kontrole kakvoce biljnih proizvoda s
obzirom na ¢injenicu da se velik broj pacijenata oslanja upravo na biljne proizvode kao prvi izbor
u samolijecenju. Budu¢i da neki proizvodi biljnog podrijetla ne podlijezu rigoroznoj zakonskoj
regulativi, niti za njih postoje strogi zahtjevi za kakvocu, sve se viSe pojavljuje pitanje sigurnosti
primjene takvih proizvoda. Kroz primjenu zakonskih odredbi za biljne lijekove, osigurava se
potrebna kakvoca i sigurnost njihove primjene (ukljucujuéi i tradicionalne biljne lijekove), ¢ime je
osigurana zastita pacijenta, dok je za slabije regulirane biljne proizvode potrebno ukazati na
potrebu znatnog poostravanja zakonskih propisa. To bi se moglo posti¢i temeljem rezultata
komparativnih studija koje se provode posljednjih godina, a ukljucuju suvremene analiticke
pristupe u ispitivanju i kontroli kakvoce takvih kompleksnih biljnih uzoraka (primjerice,

fingerprint analiza) .

Ljekovito bilje i biljni proizvodi tisuclje¢ima nalaze Siroku primjenu u razli¢itim sustavima
tradicionalnog lijeenja. Upravo zato je njihova neSkodljivost od iznimne vaznosti za javno
zdravstvo. Neskodljivost je prvenstveno odredena kakvocom biljne sirovine. Od mogucih
¢imbenika koji utjecu na kakvocu ljekovitog bilja 1 biljnih proizvoda najées¢e su prisutna bioloska
oneciS¢enja (mikroorganizmi) te kemijska onecis¢enja (npr. mikotoksini, toksicni elementi poput
teskih metala, ostatci pesticida). Sve se ¢eS¢e u medijima pojavljuju slucajevi trovanja razli¢itim
biljnim proizvodima koji su ili sadrzavali nedopustene razine nekog oneciS¢enja, ili su pak bili
namjerno krivotvoreni na na¢in da im je dodana odredena kemijski aktivna tvar. Osim toga, zbog
velike sli¢nosti pojedinih ljekovitih biljaka/biljnih droga, ¢esto dolazi i do slucajnih zamjena

biljnog materijala nekom drugom (slicnom) biljkom, a §to moze imati kobne posljedice.

Upravo radi navedenoga, a u svrhu uspostavljanja standarda visoke kakvoce, vrlo je vazno
postaviti zakonske okvire koji bi se primjenjivali za sve regulatorne skupine proizvoda koji sadrze

ljekovito bilje/biljne pripravke.
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Prvenstveno je potrebno uspostaviti odgovaraju¢e mjere osiguravanja kakvoée, od samog
uzgoja ljekovitog bilja, njegovog sakupljanja, obrade, distribucije i skladistenja, kao i sustave
kontrole u svim fazama proizvodnog postupka gotovog proizvoda. Navedeno se postize
implementacijom pravila Dobre poljoprivredne 1 sakupljacke prakse (GACP), Dobre
proizvodacke prakse (GMP) te daljnjom prodajom i distribucijom proizvoda u skladu s Dobrom

dobavljackom praksom (GSP).

Trenutno ne postoji propisana najprikladnija metoda za identifikaciju biljne vrste prisutne u
biljnim proizvodima. Ukoliko se radi o proizvodima registriranim u skupini lijeka, koriste se
dostupne farmakopejske metode ispitivanja. Tradicionalan pristup obuhvaca identifikaciju biljaka
vizualnim pregledom cijele biljke, Sto nije primjenjivo kada je potrebno identificirati biljnu vrstu u
obradenom biljnom materijalu. Primjenom citogenetickih metoda ispitivanja, koje ukljucuju
brojanje kromosoma i kariotipizaciju, mozemo pouzdano razlikovati biljni materijal s obzirom da
DNA molekule spadaju u pouzdane biljege koji su manje podlozni vanjskim utjecajima (starost
biljke, fizioloSki uvjeti 1 utjecaji okoliSa). Prednosti navedene tehnologije su i mala koli¢ina
uzorka potrebna za analizu te Cinjenica da fizi¢ki oblik uzorka za analizu nema utjecaja na
mogucnost identifikacije, a DNA materijal je moguce ekstrahirati iz svih dijelova biljke.
Nedostatak DNA fingerprintinga je nemogué¢nost odredivanja sastavnica prisutnih u biljnom
materijalu. Za navedeno se primjenjuju metode kromatografskog fingerprinta kao alat za
identifikaciju 1 kontrolu kakvoce. Kromatografskim fingerprintom mogu se detektirati
varijabilnosti u sastavu djelatnih tvari, kao i u njihovim koncentracijama, a koje mogu nastati
unutar iste biljne vrste, ovisno o uvjetima u kojima je biljka kultivirana, uvjetima sakupljanja
biljnog materijala te metodama njegove obrade i Cuvanja. Stoga se javlja potreba uvodenja i
primjene prikladnih metoda identifikacije i provjere kakvoce kako bi se razlikovalo sli¢ne

pripravke koji imaju losiju kvalitetu, koji sadrze nizu koncentraciju djelatnih tvari, te imaju vise
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onecCis¢enja (primjerice pesticida). Vidljivo je da je upravo identifikacija, kao dio provjere

kakvoce biljnog materijala, nuzna za sigurnost potroSaca.

Za razvoj kemijskog fingerprinta Koriste se spektroskopske i razdjelne (uglavnom
kromatografske) tehnike. Ispravna identifikacija mora potvrditi da uzorak potjece od odredene
biljne vrste i iskljuciti moguénost drugih izvora, te se stoga provodi usporedba fingerprinta
ispitivanog uzorka i fingerprinta ekstrakta referentnog biljnog standarda. S obzirom na ¢injenicu
da biljni ekstrakti mogu sadrzavati velik broj komponenata u niskim koncentracijama, vizualna
evaluacija kromatografskih fingerprinta ne moze uvijek biti dovoljna za prepoznavanje razlika
izmedu profila te se iz tog razloga dodatno preporucuje primjena matematickih modela za

procjenu i usporedbu razvijenih kromatografskih profila.

Kombinacijom metoda odredivanja kvalitativnog fingerprint profila i kvantitativne analize
prisutnih sastavnica u biljnom materijalu, moze se ucinkovito ispitati kakvoca biljnog

materijala/proizvoda.

Odgovaraju¢i standardi za kontrolu kakvo¢e mogu se uspostaviti samo ukoliko je zadovoljena
specifi¢nost, reproducibilnost i stabilnost u metodi kojom se razvija kromatografski fingerprint. S
obzirom na cinjenicu da navedeno nije jednostavno posti¢i zbog raznolikosti izvora biljnog
materijala, razli¢itih na¢ina obrade 1 pripreme materijala, razlike u eksperimentalnim uvjetima
(primjerice, kromatografske kolone, otapala, tipa opreme), metode za dobivanje kromatografskog
fingerprinta ne moze se u potpunosti standardizirati. Ipak, kromatografski fingerprint predstavlja
znacajan korak naprijed u ispitivanju 1 kontroli kakvoce biljnih proizvoda u kategorijama koje
nisu strogo zakonski regulirane. Buducnost donosi razvoj kombinacije metoda fingerprint profila
s ispitivanjem terapijske u€inkovitosti biljnog proizvoda, ¢ime ¢e se uspostaviti novi standard u
kontroli njihove kakvoce i time posti¢i trziSna dostupnost biljnih proizvoda odgovarajuce

kakvocée, djelotvornosti i sigurnosti primjene.
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