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Uvod

== Biljne tvari i proizvodi ve¢ tisuclje¢ima nalaze $iroku primjenu
u razli¢itim sustavima tradicionalne medicine. S obzirom na njihovu $iroku
rasprostranjenost i dostupnost, neskodljivost takvih proizvoda od iznimne je
vaznosti, a ona je uvelike odredena kakvocom biljne sirovine. Razvoj biljnih
terapeutika zahtijeva sveobuhvatno razumijevanje slozenih biljnih sustava,
ukljucujuci bioloski, kemijski, geneticki i agronomski aspekt.

Opcenito se vjeruje da je rizik primjene biljnih tvari i proizvoda nizak, ali
brojna izvje$¢a o ozbiljnim nezeljenim reakcijama povezanim s njihovom pri-
mjenom upucuju na potrebu razvoja djelotvornih sustava njihove standardiza-
cije i kontrole kakvoce. Zabiljezeni su brojni slucajevi kada su biljni proizvodi
bili dostupni na trzi$tu, a da prethodno nisu ispitani na prikladan nacin, odno-
sno, njihova je kakvoca bila upitna, esto i neodgovarajuca. Uocena je kontami-
nacija biljnih proizvoda razli¢itim pesticidima, neki su uzorci bili neodgovara-
juce mikrobioloske ¢istoce, zabiljezene su i nedopustene razine teskih metala te
drugih oneciscenja, kao i prisutnost nekih kemijskih djelatnih tvari koje se kori-
ste i odobrene su za proizvodnju lijekova (1, 2). Uzroci prisutnosti pesticida,
teskih metala i neodgovarajuce mikrobioloske ¢isto¢e mogu biti povezani s izvo-
rom i podrijetlom biljnog materijala (rast u one¢is¢enom okolisu ili onecis¢enje
prilikom sabiranja biljnog materijala), dok ostala oneci§¢enja mogu nastati tije-
kom neprikladnog ¢uvanja biljnog materijala ili neodgovaraju¢om obradom (3).
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Biokemijski profil biljnog materijala ovisi o brojnim morfoloskim i ekolos-
kim ¢imbenicima, a odabir optimalnog analitickog postupka ima vaznu ulogu u
karakterizaciji sloZzenog biljnog uzorka (droge, biljni pripravci, biljni lijekovi i
drugi biljni proizvodi), $to predstavlja znacajan korak prema globalnoj standar-
dizacijii sigurnoj primjeni tvarii proizvoda biljnog podrijetla. Osim toga, razvoj
zakonskih okvira za pojedine skupine proizvoda omogucava njihovu bolju kva-
litetu na trzistu pregledom registracijske dokumentacije, ukljucujuci provjeru
prikladnosti oznacavanja proizvoda i upute za korisnika od strane nadleznih
regulatornih tijela te kroz postmarketinsko pracenje i prijavu nuspojava.

Budud¢i da su biljni sustavi iznimno kompleksni, a sadrzaj bioaktivnih
sastavnica ¢esto promjenjiv i ovisan o brojnim i raznolikim ¢imbenicima, ocita
je potreba uvodenja novih pristupa identifikaciji i kontroli kakvoce takvih kom-
pleksnih uzoraka; oni mogu biti usmjereni ili prema pojedinacnom, specific(nom
spoju (analiza temeljena na biljnim biljezima) (4) ili pak obuhvacéaju ¢itav uzo-
rak (fingerprint analiza), $to je i temeljni predmet ovog rada.

Materijali i metode

s Predstavljeno istraZivanje obuhvaca detaljan pregled dostupne
stru¢ne i znanstvene literature cija je tematika vezana za podrucje 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 klju¢nih
rijeci poput: chemical fingerprint, chromatographic fingerprint, quality control of
herbal drugs, qualitative and quantitative analysis of herbal drugs, herbal medici-
nes, 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
literaturu koja obraduje kemijski fingerprint u svrhu identifikacije i kontrole
kakvoce slozenih biljnih uzoraka: biljnih droga, biljnih pripravaka, razlicitih
skupina biljnih proizvoda te biljnih lijekova.

Rezultatii rasprava

Biljni se lijekovi svojim karakteristikama uvelike razlikuju od kon-
vencionalnih lijekova. Oni ¢esto sadrze viSe djelatnih tvari kojima nije u potpu-
nosti poznat mehanizam djelovanja. Kemijski profil biljnog materijala ovisi o uvje-
tima kojima je biljka bila izlozena tijekom kultivacije, postupka izrade biljnog
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proizvoda, njegova skladistenja i distribucije. Kontrola kemijske konzistentnosti
tijekom svih stupnjeva proizvodnog postupka i kontrola stabilnosti u roku valja-
nosti od iznimne su vaznosti za osiguravanje djelotvornosti i sigurnosti biljnog
proizvoda. Zbog velike varijabilnosti biljnog materijala koji ulazi u sastav biljnog
proizvoda, potrebna je odgovarajuca metoda identifikacije i kontrole kakvoce,
kako bi se razlikovali sli¢ni biljni materijali losije kvalitete, oni koji sadrze nizu
koncentraciju djelatne tvari, kao i oni s viSe oneci$c¢enja (primjerice pesticida).
Uobicajeni 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). Osim toga, zbog velike sli¢nosti pojedinih ljekovitih
biljaka ili biljnih droga, ¢esto dolazi i do slu¢ajnih zamjena nekom drugom, sli¢-
nom biljkom/biljnom drogom, $to moze imati ¢ak i kobne posljedice. Ne postoje
jedinstvene sluzbene metode identifikacije pojedine biljne vrste ili droge pri-
sutne u razlic¢itim biljnim proizvodima, kao ni jedinstvene metode njihove kon-
trole kakvoce. Regulativa donosi monografije i smjernice (farmakopejske i druge
sluzbene metode ispitivanja) kojima se nastoji osigurati kakvoca takvih proi-
zvoda, 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 bilj-
nog materijala.

Analiza temeljena na biljnim biljezima

Za identifikaciju sastavnica kompleksnih biljnih uzoraka u primjeni su razliciti
biljezi, kao $to su taksonomski, kemijski, geneticki i dr. Kontrola pomo¢u biljnih
biljega obuhvaca metode morfoloske identifikacije (makroskopska), anatomske
identifikacije (mikroskopska), kemijske analize, $to ukljucuje primjenu kroma-
tografije, npr. tankoslojne (TLC) i tekuc¢inske (LC), potom kapilarne elektrofo-
reze (CE) te spregnutih sustava (npr. LC/MS), potom ispitivanje proteina te pri-
mjenu molekularnih biljega. Europska agencija za lijekove (EMA) definira
kemijske biljege kao kemijski definirane sastavnice ili grupe sastavnica biljnog
uzorka koje se ispituju prilikom analize, bez obzira nose li terapijsku aktivnost ili
ne. Kemijski se biljezi dijele na analiticke biljege (sluze iskljucivo u analiticke
svrhe) i biljege koji su nosioci terapijske djelotvornosti (aktivni biljezi). Nedosta-
tak prikladnog kemijskog biljega predstavlja veliku prepreku u osiguravanju
odgovarajuce kontrole kakvoce biljnog materijala/proizvoda.
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U ispitivanju biljnog materijala takoder se ¢esto primjenjuju DNA biljezi
koji su specifi¢ni za pojedinu biljnu vrstu i nisu podlozni vanjskim utjecajima
(okolis, fizioloski uvjeti, starost biljke). Primjenom citogenetickih metoda ispiti-
vanja, koje ukljucuju brojanje kromosoma i kariotipizaciju, moZe se pouzdano
razlikovati biljni materijal, medutim, nedostatak predstavlja nemogucnost odre-
divanja sastavnica prisutnih u biljnom materijalu. Dakle, navedeni pristupi nisu
uvijek prikladni za karakterizaciju biljnih uzoraka, s obzirom na njihovu kom-
pleksnost i ¢esto nepoznat sastav, kao i na nedostatak jedinstvenih biljega.

Opcenito se mozZe reci da se ogranicenja analize temeljene na biljezima
zasnivaju na ¢injenici da biljezi obi¢no ne podrazumijevaju pojedinacne sastav-
nice te je stoga vrlo Cesto potrebna kombinacija razli¢itih analitickih metoda
ispitivanja kako bi se detektirale razlic¢ite biljne komponente (5). Stoga se identi-
fikacija koja je temeljena na ograni¢enom broju biljega ne moze uvijek smatrati
dostatnom, nego se javlja potreba analize ¢itavog biljnog uzorka (karakteristic-
nog profila odredene biljne vrste/droge/biljnog proizvoda), tzv. fingerprint ana-
liza (6).

Fingerprint analiza

Literatura navodi podjelu na bioloski i kemijski fingerprint (7).

Bioloski fingerprint podrazumijeva genomsku analizu. S obzirom na ¢injenicu
da je genetski materijal jedinstven za svaku pojedinu biljnu vrstu, metode koje se
zasnivaju na DNA analizi manje su podlozne promjenama koje se kod biljaka
dogadajunjihovim starenjem, okoli$nim uvjetima, sabiranjem, ¢uvanjem i obra-
dom. Iako se bioloski fingerprint uspjesno primjenjuje u identifikaciji biljnih
vrsta, takvim se ispitivanjem ne mogu otkriti razlike u kakvoc¢i biljnog materijala
koje nastaju radi vanjskih ¢imbenika. Stoga se spomenuti analiti¢ki pristup
uglavnom koristi kao nadopuna kemijskom fingerprintu koji je usmjeren na pro-
sudbu kakvocée biljnog materijala.

Kemijski (ve¢inom kromatografski) fingerprint biljnog uzorka u praksi
predstavlja kromatografski profil sirovog biljnog materijala, biljne droge ili bilj-
nog pripravka koji se moze usporedivati s kromatografskim profilom referen-
tnog uzorka ili standarda (2). Sadrzi karakteristicne sastavnice koje su nositelji
farmakoloske aktivnosti i/ili su samo analiticki znacajne (nisu nuzno bioaktivni
spojevi, ve¢ imaju prikladna analiticka 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
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kemijski fingerprint kojim se razmatraju i evaluiraju sve sastavnice, a ne samo

one koje su prisutne u najvi$im koncentracijama.

Za analizu kemijskog sastava biljnih uzoraka primjenjuju se najcesce kro-
matografske i spektroskopske tehnike: plinska kromatografija (GC), tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC), spektrofotometrija u ultraljubica-
stom (UV)iinfracrvenom (IR) podru¢ju, Raman i NMR spektroskopija, masena
spektrometrija (MS) i dr. Primjenom spregnutih sustava (npr. HPLC-MS i
GC-MS), dobivaju se dodatne analiticke informacije, primjerice, omoguceno je
ucinkovito detektiranje srodnih spojeva koji zajedno eluiraju te imaju sli¢na vre-
mena zadrzavanja.

Kemijskim se fingerprintom mogu zabiljeziti varijabilnosti u djelatnim tva-
rima i njihovim koncentracijama koje mogu nastati unutar iste biljne vrste, ovi-
sno o uvjetima u kojima je biljka kultivirana i sabirana te metodama obrade i
¢uvanja biljnog materijala. Zadovoljavajuca identifikacija mora potvrditi da uzo-
rak potjece od odredene biljne vrste i iskljuciti moguc¢nost drugih izvora. Obi¢no
se radi usporedba fingerprinta ispitivanog uzorka i ekstrakta biljnog referentnog
standarda. S obzirom na to dakompleksni biljni uzorci, kao $to su biljni ekstrakti,
mogu sadrzavati velik broj komponenata u niskim koncentracijama, vizualna
evaluacija kemijskih fingerprinta ne moze uvijek biti dovoljna za prepoznavanje
razlika izmedu pojedinih profila. Upravo se iz toga razloga Cesto primjenjuju
matematicko-statisticki modeli kao pomo¢ u procjeni i usporedbi takvih kom-
pleksnih profila (kemometrijski pristup). Dakle, za razvoj fingerprint metode
vazne su dvije stavke: kako dobiti u¢inkovitije i stabilnije analiti¢cke podatke te
na koji nacin procijeniti sli¢nosti i razlike izmedu dobivenih fingerprinta pomocu
kemometrijske metodologije (1).

Nacelo fingerprint analize obuhvada nekoliko pristupa:

* »pristup temeljen na odredenoj sastavnici/sastavnicama« — odreduje se kon-
centracija jedne ili nekoliko sastavnica koje su karakteristi¢ne za ispitivanu
biljnu drogu/pripravak, primjerice efedrin ili paklitaksel - takav pristup iden-
tifikaciji smatra se najjednostavnijom fingerprint analizom koja je daleko od
zadovoljavajuceg ispitivanja slozenog sastava biljne droge/pripravka;

* »pristup temeljen na informacijama koje pruza vecina sastavnica ili sve iden-
tificirane sastavnice« - takav pristup primjenjuje se i kod drugih kompleksnih
sustava, osim biljnih uzoraka; tako je, primjerice, u studiji autora Cotte i sur.
(8) uspjesno identificiran krivotvoreni med, u koji je dodan komercijalni
zasladivac, od cistog izvornog meda;

* »pristup temeljen na uzorcima/$ablonama« - pristup uzima u obzir kompletan
fingerprint, cijeli profil kao jednu cjelinu; prednost primjene takvog pristupa
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je ¢injenica da se kod kompleksnih uzoraka na taj nacin izbjegava subjektivan
odabir parametara/sastavnica za interpretaciju i njihova pojedina¢na integra-
cija; kako bi se potvrdio identitet i procijenila kakvoc¢a uzorka, koristi se kom-
pletan kemijski fingerprint koji se usporeduje sa standardom. Primjenjuje se u
slucajevima kada pojedinacna sastavnica ne moze predstavljati u¢inkovitost
biljnog proizvoda. Regulatorne agencije brojnih zemalja prihvacajui preporu-
¢uju upotrebu kemijskog fingerprinta u nekoj fazi registracije biljnih lijekova,
kao i u zavrsnoj provjeri kakvoce svake serije, npr. FDA (9), EMA (10) idr.
Danas se najviSe primjenjuje pristup temeljen na uzorcima, s obzirom na
¢injenicu da biljni proizvodi sadrze brojne komponente i da se u vecini slucajeva
ne moze odrediti koja od njih ima terapijski u¢inak. Kromatografski se finger-
print sve vise prihvaca kao ucinkovit pristup procjeni kakvocebiljnih proizvoda
na medunarodnoj razini. Pri tome je najucinkovitije u analizi primijeniti kombi-
naciju dobivanja kvalitativnih profila fingerprinta i kyantitativnog odredivanja
sastavnica kompleksnog biljnog uzorka.

Standardizacija biljnog materijala

Do standardne i ponovljive kakvoce odredenog proizvoda dolazi se standardiza-
cijom koja podrazumijeva provodenje odredenih mjera tijekom proizvodnog
postupka i kontrole kakvoce. Standardizacija biljnih droga/pripravaka predstav-
lja velik izazov, s obzirom na to da se oni uvelike razlikuju od sintetickih tvari
koje imaju strogo definirani sastav, te su za njih dostupni i referentni standardi
koji se koriste prilikom odredivanja razli¢itih parametara (primjerice, sadrzaja,
onecid¢enja i sl.). Najvazniji dio standardizacije i kontrole kakvoce biljnih droga
i pripravaka predstavljaju identifikacija, odredivanje ¢istoce i sadrzaja, za §to se
prvenstveno primjenjuje kemijska analiza. U svrhu osiguranja kakvoce biljnih
proizvoda provode se sljedeca ispitivanja: identifikacija, odredivanje sadrzaja
vode, sadrzaja djelatnih sastavnica, odredivanje anorganskih onecis¢enja (teski
metali), ispitivanje mikrobioloske ¢istoce, ispitivanje mikotoksina, pesticida i dr.
Za razlicite farmaceutske oblike provode se i drugi testovi propisani Europskom
farmakopejom, primjerice raspadljivost, oslobadanje djelatne tvari, ¢vrstoca/
rastrosljivost, ujednacenost sadrzaja i dr.

Kakvoca biljnih lijekova ima izravan utjecaj na njihovu uc¢inkovitost i sigur-
nost primjene. 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 (7) predstavlja
skup preporucenih metoda identifikacije biljnog materijala, ispitivanja Cistoce i
odredivanja sadrzaja biljnih sastavnica kao pomo¢ laboratorijima koji se bave
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kontrolom kakvoce biljnih proizvoda. WHO je objavila i dokument koji ima za
cilj uspostavljanje standardiziranog uzgoja, sakupljanja i obrade biljnog materi-
jala (Guildelines on Good Agricultural and Collection Practices) (11), te WHO
guidelines for assessing quality of herbal medicines with reference to contaminants
and residues (12). Vidljivo je da se regulatorna tijela sve viSe bave kakvocom
biljnih proizvoda.

S obzirom na varijacije u sastavnicama unutar iste biljne vrste, konvencio-
nalna kontrola kakvoce je Cesto nedostatna da bi se odgovarajuce analizirala
biljna droga ili proizvod. Upravo iz tog razloga, najcesce se koristi tzv. »multi-
technique« pristup kako bi se mogla odrediti poveznica izmedu sastavnica i dje-
lovanja. Radi navedenog, uveden je koncept »fitoekvivalencije« kojim se nastoji
osigurati konzistentna kakvoca biljnih proizvoda prisutnih na trzistu, na nacin
da se oni kod kojih je poznat kromatografski finger print usporeduju s kromato-
grafskim profilom referentnog proizvoda za koji postoje klini¢ke studije. Podu-
darni kemijski profil ispitivanog pripravka s kemijskim profilom referentnog
pripravka u provedenoj studiji daje pretpostavku da ¢e primjena ispitivanog pro-
izvoda ostvariti zeljeni u¢inak (13).

Fitoekvivalencija

Koncept fitoekvivalencije ukljucuje »instrumentalnu inspekciju« biljnih uzoraka
primjenom razli¢itih kromatografskih i elektroforetskih metoda, a dobiveni
kemijski profil (fingerprint) predstavlja prikaz kemijskog integriteta biljnog
uzorka i sluzi za potvrdu njegove autenti¢nosti te u kontroli kakvoce.

Koncept fitoekvivalencije koristi se u praksi kako bi se osigurala konzisten-
tnost i ucinkovitost biljnih proizvoda (14). Za biljnu drogu/biljni proizvod, za
koji je dokazana djelotvornost, priprema se kemijski finger print, profil koji dalje
sluzi kao referentni standard u kontroli kakvoce srodnih biljnih uzoraka. Upravo
stoga, veliki analiticki izazov predstavlja razvoj odgovaraju¢ih metoda analize
kompletnog fitokemijskog profila te odredivanja sadrzaja bioloski aktivnih tvari,
analiti¢kih biljega i ostalih relevantnih komponenata biljnog uzorka. Najcesce se
primjenjuju kromatografske tehnike pomocu kojih se dobiva relativno potpuna
slika (fingerprint) ispitivanog kompleksnog biljnog uzorka koji se potom uspo-
reduje s referentnim finger printom (potjece od izvora kojemu je dokazana far-
makoloska djelotvornost) (2).

Priprema odgovarajuceg kromatografskog fingerprinta koji ¢e moci poslu-
ziti kao dokaz fitoekvivalencije ovisi o raznim ¢imbenicima: metodi ekstrakcije
biljnog materijala, analiti¢ckim uredajima, uvjetima tijekom analize i dr. Za
dobar kromatografski finger print, koji ¢e dati najvise informacija o biljnoj drogi/
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proizvodu, potrebno je razviti odgovaraju¢u metodu ekstrakcije pomocu koje se
iz biljnog materijala mogu ekstrahirati sve sastavnice koje predstavljaju integri-
tet odredenog biljnog uzorka. Nadalje, potrebno je dobiti kromatogram s dobrim
odjeljivanjem sastavnica i koncentracijskim profilom detektiranih komponenata
pomocu optimalnog detektora. Iz svega navedenoga moze se zakljuciti kako je
upravo dobivanje kromatografskog fingerprinta visoke kvalitete sa $to vise infor-
macija kljucan zadatak analiti¢ara, nakon c¢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 (15) u kojemu opisuje pod kojim se.uvjetima biljni ekstrakt moze
smatrati ekvivalentnim ekstraktu koji se trenutno koristi u odobrenom proi-
zvodu na trzi$tu. S obzirom na to da se razlike u biljnim pripravcima mogu poja-
viti radi koristenja razli¢itih otapala, razli¢itih koncentracija istog otapala te
razlic¢ite metode ekstrakcije, ekstrakt u konac¢nici moze rezultirati razli¢itim pro-
filom uéinkovitosti i sigurnosti. Radi navedenoga, postavlja se pitanje koje se
varijacije smiju dozvoliti, ako se uopce dozvoljavaju, kod pripreme ekstrakta iz
iste biljne droge.

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

* Biljni materijal — predstavlja osnovni ¢cimbenik o kojemu ovisi broj kompone-

nata 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,, ipak se dozvoljavaju odredene
varijacije u omjeru sastavnica. Potrebno je proizvesti dovoljan broj ekstrakata
tijekom odredenog vremenskog perioda (koriste¢i definirano ekstrakcijsko
otapalo i validiranu proceduru ekstrakcije) te samim time dokazati kolika je
maksimalna varijacija u koncentracijama ekstrahiranih sastavnica.

* 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 informa-
cije (osim same koli¢ine koristenog otapala). Stav je regulatora kako razli¢ita
vrsta otapala u konacnici rezultira i 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.
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* Proizvodni postupak - tip ekstracijskog postupka koji se koristi za proizvod-
nju ekstrakta, $to ukljucuje i veli¢inu serije, temperaturne uvjete i tlak, prepo-
znati su kao ¢imbenici koji mogu utjecati na spektar ekstrahiranih sastavnica.
Definirani parametri proizvodnog postupka ne utjecu samo na koli¢inu dobi-
venog ekstrakta, ve¢ i na sastav ekstrahiranih komponenata.

Kada se odreduje jesu li dva ekstrakta u sustini ista, usporeduju se kroma-
tografski profili nativnih ekstrakata, bez dodanih inaktivnih tvari. Zbog varija-
bilnosti u sastavnicama biljnog uzorka, kromatografski profili moraju reflekti-
rati 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 teh-
niku i ekstrakcijsko otapalo, kao i uvjete eluiranja, odgovarajucu stacionarnu
fazu te najprikladniji detektor. Tehnika i uvjeti u kojima se razvija kromatograf-
ski profil moraju biti optimirani kako bi dali maksimalnu koli¢inu informacija.
Takoder je moguce kombinirati razli¢ite analiticke tehnike u svrhu dobivanja $to
viSe informacija iz kromatografskog profila.

Op¢enito se moze reci da tehnike i metode dobivanja kromatografskog fin-
gerprinta moraju biti:

* reproducibilne,

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

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

* takve da se moze detektirati maksimalan broj sastavnica,

* dovoljno otporne kako bi omogudile identifikaciju osjetljivih i nestabilnih
sastavnica,

* primjenjive u ispitivanju stabilnosti (stabilitetno indikativne),

* optimizirane na nacin da daju kromatografske profile visoke kakvoce.

Interpretacija kromatografskih profila ukljucuje:

* definiranje specifikacije za kromatografski profil dobiven iz materijala pri-
hvatljive kakvoce,

* usporedbu veli¢ine, oblika i rasporeda odredenih pikova ili zona u uzorku i
standardu (referentnom kromatogramu),

* obradu razlika i sli¢nosti prema specifikaciji kako bi se utvrdilo odgovara li
materijal postavljenim zahtjevima.
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Jedan od klju¢nih koraka u interpretaciji upravo je odredivanje klju¢nih
identifikacijskih pikova/zona i definiranje tolerancije, a $to se onda dalje koristi
u procjeni pojedinacnih uzoraka. Taj je postupak potrebno provesti na nekoliko
relevantnih valnih duljina kako bi se osiguralo identificiranje svih sastavnica.

U postupku definiranja tolerancije, potrebno je takoder sagledati sljedece
kromatografske profile:

* kromatografske profile materijala lode kakvoce (navedeno ¢e pokazati ten-
denciju razgradnje pojedinih sastavnica ili promjene u sastavu),

* 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 specificnost same metode dobivanja profila.

Klju¢nim pikovima/zonama smatraju se oni koji su podlozni razgradnji ili
mogu biti indikativni kada se procjenjuje radi li se o krivotvorini. Pri odrediva-
njuklju¢nih pikova, ne smije se usredotociti samo na qdredene skupine spojeva,
primjerice flavonoide. Raspored, veli¢ina i oblik dobivenih pikova koristi se pri
izradi specifikacije za pojedini kromatografski finger print. Potrebno je uzeti u
obzir omjer izmedu pojedinih sastavnica prilikom postavljanja zahtjeva u speci-
fikaciji, a ne se samo usredotociti na koncentracije pojedinacnih sastavnica.
Navedeni omjeri ¢esto predstavljaju bolje indikatore kakvoce biljnog ekstrakta/
droge, a to je posebno znacajno ako je utvrdeno da vise sastavnica pokazuje
terapijsku aktivnost.

Dozvoljene razlike izmedu pojedinih kromatografskih profila odreduju se
od slucaja do slucaja. Primjerice, male varijacije mogu biti velik pokazatelj
razlike u kakvoci izmedu dva ekstrakta ili biljnih droga, a iste mogu upudivati na
prisutnost jedne ili vise toksi¢nih komponenata.

Preporucuje se postavljanje sljedec¢ih granica prilikom pripreme specifikacije:
* za sastavnice s poznatom terapijskom aktivno$¢u, maksimalne dozvoljene

razlike izmedu dva profila su £10 %,

* 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 i Sire granice za pojedi-
nacne sastavnice. Analiticar treba zabiljeziti svaku uocenu razliku izmedu kro-
matografskog profila ispitivanog i referentnog uzorka, posebice vezano uz
sastavnice koje su identificirane u specifikaciji. Posebna se pozornost obrac¢a na
razlike u sastavnicama koje su nositelji terapijske aktivnosti, ili pak mogu upudi-
vati na krivotvorine ili toksi¢ne komponente. Ukoliko se u gotovom proizvodu
planira prihvatiti ekstrakt koji se razlikuje za vise od postavljenih limita u speci-
fikaciji, takvu je odluku potrebno odgovarajuce obrazloziti.
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U nastavku je prikazan primjer fitoekvivalentih uzoraka (2) (slika 1.). Iako
izmedu pojedinih prikazanih fingerprinta postoje manje razlike, moze se zaklju-
¢iti da su uzorci izvorni i moze se potvrditi fitoekvivalencija svih analiziranih
uzoraka droge Cinnamomi cortex.
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Kako je rasprostranjenost biljnih proizvoda iznimno visoka diljem svijeta,
provjera njihove kakvoce, djelotvornosti i sigurnosti primjene predstavljaju
veliki izazov (3). U posljednjem desetljecu ulozen je ogroman trud kako bi se
kakvoca biljnih proizvoda podigla na vi$u razinu, kao i u razvoj prikladnih
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metoda koje osiguravaju njihovu kvalitetu. Danas se kromatografski fingerprint
smatra opceprihvacenom tehnikom za provjeru kakvoce polaznih biljnih tvari i
gotovih biljnih proizvoda. Kako bi se lakse interpretirali i obradili podatci dobi-
veni takvim ispitivanjem, koriste se kemometrijske metode koje predstavljaju
koristan alat za obradu, razumijevanje i tumacenje velike koli¢ine dobivenih
analitickih podataka.

Opcenito se moze reci da se kontrola kakvoce biljnog uzorka zasniva na tri
farmakopejska zahtjeva (16):

* Identifikacija: radi li se o ispravnoj biljnoj vrsti?

« Cistoca: postoji li neki oblik kontaminacije, npr. podmijesana druga biljna
vrsta?

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

Sadrzaj bioaktivnih komponenata vrlo se tesko zadovoljavajuce odreduje u
biljnom materijalu, s obzirom na to da fitoterapijski.ucinci cesto proizlaze iz
kompleksnih kombinacija razlicitih tvari. Stoga se u tu svrhu cesto primjenjuju
odgovarajuci kemijski biljezi, bez obzira na njihovu biolosku aktivnost (17).

U mnogim slucajevima, pojedini biljni biljezi ili grupa sastavnica nisu
jedinstveni za odredenu biljnu vrstu. Iz navedenog razloga, kao i zbog ¢injenice
da se zanemaruje utjecaj ostalih komponenata na sigurnost i u¢inkovitost bilj-
nog proizvoda, takav se pristup provjeri kakvoée ne smatra najprikladnijim. Sto-
vise, djelotvornost nekih biljnih droga ne pripisuje se samo jednoj sastavnici, vec
specifi¢noj kombinaciji vi$e njih. Najpoznatiji primjeri su vrste Echinacea pur-
purea (L.) Moench. (18) i Hypericum perforatum L. (19). Dakle, kompletan
kemijski profil odredenog biljnog pripravka/proizvoda potreban je kako bi se
osigurala njegova kakvoca, djelotvornost i sigurnost primjene koje se dokazuju
farmaceutskim ispitivanjima i klinickim studijama.

Brojni radovi bave se izazovima kontrole kakvoce biljnih droga, pripravaka
i gotovih proizvoda. S obzirom na slozeni sastav biljnog materijala, ogroman se
trud ulaze u razvoj analitickih metoda kojima e se moc¢i odrediti sastav biljnih
droga i pripravaka, kao i razviti jedinstveni identifikator — finger print koji ce
omogucditi visi stupanj sigurnosti u izvornost i djelotvornost proizvoda na trzi-
Stu.

Xiao-na i sur. razvili su uc¢inkovitu metodu kontrole kakvoce biljne droge
Aurantii fructus immaturi koja se primjenjuje u tradicionalnoj kineskoj medi-
cini (TCM) (20). Najvaznije bioaktivne sastavnice spomenute biljne droge su
flavonoidi (hesperidin i naringin) te alkaloidi i eteri¢na ulja (21, 22). Hesperidin,
naringin i sinefrin cesto se koriste kao kemijski biljezi za procjenu kakvoce (23,
24). Razvijena je jednostavna HPLC-DAD metoda ispitivanja kojom je dobiven
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kromatografski fingerprint s 28 karakteristi¢nih pikova te je omogucena uspjesna
kvalitativna i kvantitativna analiza spomenute biljne droge.

U studiji koju su proveli He i sur. (25) razvijena je i validirana HPLC finge-
rprint metoda za provjeru kakvoce iidentifikaciju Ziyang zelenog ¢aja ¢iji kemij-
ski sastav ukljucuje polifenole, alkaloide (kofein, teofilin i teobromin), aminoki-
seline, ugljikohidrate, proteine, klorofil, hlapljive komponente, minerale i dr.
(26). Unato¢ slozenom sastavu, polifenoli predstavljaju najzanimljiviju skupinu
spojeva i glavni su nosioci bioloske aktivnosti zelenog ¢aja (27). Razvijen je kro-
matografski fingerprint za 10 serija uzoraka zelenog ¢aja s razlicitih lokaliteta te
su medusobno usporedeni koriste¢i komercijalni analiticki softver. Sli¢nost
medu pojedinim fingerprint profilima bila je ve¢a od 0,981. Dodatno je kvantifi-
cirano 10 glavnih bioaktivnih sastavnica u uzorcima zelenog caja kako bi se
potvrdila njegova kakvoca. Zakljuceno je kako je predmetna metoda kromato-
grafskog fingerprinta, u kombinaciji s analizom sli¢nosti i*kvantitativnim odre-
divanjem bioaktivnih sastavnica, uspjesan pristup identifikaciji i kontroli
kakvoce Ziyang zelenog caja.

Metoda kemijskog fingerprinta ne koristi se samo za identifikaciju i pro-
vjeru kakvoce pojedinih biljnih droga i jednostavnih uzoraka, ve¢ je taj pristup
iznimno koristan i u provjeri kakvoce slozenih biljnih proizvoda (biljnih lije-
kova, 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 Wang i sur. (28) pokazuje kako je pomoc¢u kromato-
grafskog fingerprinta, ukombinaciji s kvantitativnim odredivanjem glavnih bio-
aktivnih sastavnica, moguce napraviti provjeru kakvoce gotovog biljnog TCM
proizvoda - Huaijiao pilula. One se primjenjuju za tretiranje hematohezije,
edema kod hemeroida, hipertenzije, kroni¢nog faringitisa, akni i dr. (29, 30).
Razvijena je HPLC-DAD metoda ispitivanja kojom je analizirano 17 uzoraka
razli¢itih serija od triju proizvodaca. U dobivenim kromatografskim fingerprin-
tima selektirano je 16 karakteristi¢nih pikova za predmetni proizvod na temelju
kojih je procijenjena sli¢nost pojedinih uzoraka. Sli¢nosti medu pojedinim
uzorcima bile su vise od 0,966 $to znaci da su bili uglavnom konzistentni, bez
obzira na razlicite serije i razlicite proizvodace. Dodatno je provedena kvantifi-
kacija 7 bioaktivnih sastavnica (soforikozida, bajkalina, naringina, genisteina,
rutina, kvercetina, i 5-0-metilvizamiozida) te je utvrdena ujednaéenost koncen-
tracije veéine sastavnica izmedu pojedinih serija istog proizvodaca (osim
5-o-metilvizamiozida), ali su se koncentracije navedenih sastavnica znacajno
razlikovale izmedu razlicitih proizvodaca gotovog proizvoda. Metoda je prihva-
¢ena kao ucinkovit alat za provjeru kakvoce spomenutog TCM terapeutika.
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Jos jedan primjer u¢inkovite primjene kemijskog fingerprinta u kvalitativ-
noj i kvantitativnoj analizi kompleksnih biljnih uzoraka obuhvaca razvoj finger-
print strategije za kontrolu kakvoc¢e Yuanhu Zhitong tableta (YZT) pomocu
spregnutih tehnika HPLC-DAD-MS/MS (31). Upravo je za TCM proizvode
poznato da do njihove terapijske uc¢inkovitosti dolazi uslijed sinergistickog dje-
lovanja velikog broja sastavnica, ali to uvelike otezava odgovarajuc¢u kontrolu
kvalitete takvih proizvoda. Stoga je najzastupljeniji pristup ispitivanja TCM pro-
izvoda upravo fingerprint analiza, kojom se moze potvrditi slicnost izracunata
prema relativnoj vrijednosti unaprijed odabranih biljega (referentne sastavnice)
(32), dok se na isti nacin ne moze provesti kvantifikacija. YZT spada u klasi¢ni
TCM primjer, a proizvod sadrzi 223 g biljne droge Angelicae dahuricae radix
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Slika 2. b Reprezentativni HPLGDAD kromatogrami smjese standarda (A) pri 254 nm, 27@ nm,
280nmi34s5nm; YZT(B)pri2s4nm (ksantoksin, bergapten, imperatorin i izoimperatorin), 270 nm
(berberin), 280 nm (protopin i tetrahidropalmatin) i 345 nm (jatrorizin, koptizin i palmatin); neg.
kontrola bezdroge Corydalisradix (C)ineq. kontr. bezdroge Angelicae dahuricae rhizoma (D) pri

280 nm. Protopin (3);jatrorizin (7), koptizin (8); palmatin (14); berberin (15); ksantoksin (20), bergapten
(23); tetrahidropalmatin (28); imperatorin (37); izoimperatorin (40). Razvoj kemijskog fingerprinta
proveden pri valnoj duljini od 280 nm. Preuzetoiz (31)
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(ADR)i445 g droge Corydalis rhizoma (CR) te se koristi za lijecenje glavobolje,
bolova u gastrointestinalnom sustavu i dismenoreje (33). Kao djelatne sastav-
nice u biljnim drogama ADR i CR, prepoznati su alkaloidi i kumarini (34, 35).
Postoji nekoliko studija koje opisuju kvantitativnu analizu nekoliko sastavnica s
bioloskom aktivnos¢uu YZT (36, 37). No, sve se fokusiraju na odredivanje jedne
ili nekoliko sastavnica, umjesto na cjelokupni sastav, kakvocu i, posljedi¢no,
ucinkovitost biljnog proizvoda. Upravo se u navedenoj studiji po prvi puta opi-
suje upotreba HPLC tehnike s DAD detektorom za razvoj kemijskog fingerprinta
za YZT od 12 razlicitih proizvodacda. Prosjek svih dobivenih kromatograma
predstavljao je standarni kromatogram YZT tableta. U dobivenom kemijskom
fingerprintu (slike 2.1 3.), 40 je pikova oznaceno kao »karakteristi¢ni pikovi« za
YZT (>90 % od ukupne povrsine); 10 sastavnica je kvantificirano (protopin,
jatrorizin, koptizin, palmatin, berberin, ksantotoksin, bergapten, tetrahidropal-
matin, imperatorin i izoimperatorin), dok je za ukupno 33 komponente (uklju-
¢ujuci 10 kvantificiranih) provedena identifikacija pomocu tehnike ESI-MS/MS.
Razvijena HPLC-DAD metoda pokazala je zadovoljavajucu otpornost i repro-
ducibilnostza YZT finger print analizu. Koeficijenti slicnosti za 12 uzoraka bili su
veci od 0,90 sto upucuje na to da uzorci razlicitih proizvodaca imaju isti kroma-
tografski profil.
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Dobiveni rezultati za analiticki prinos (recovery, R) izrazeni su kao posto-
tak sadrzaja pojedine sastavnice i iznosili su 98,9-102,3 %, uz sve RSD vrijedno-
sti manje od 2,5 %, §to pokazuje visoku to¢nost razvijene metode za simultanu
analizu deset ispitivanih sastavnica. No, uocena je znatna varijabilnost sadrzaja
pojedinih ispitanih komponenata, $to bi moglo biti uzrok varijacija u terapijskoj
djelotvornosti spomenutog TCM terapeutika. Iz svega navedenog moze se
zakljuciti kako se ispitivanjem jedne ili nekoliko sastavnica u biljnom proizvodu
ne moze provesti odgovarajuca kontrola kakvoce, dok fingerprint pristup osigu-
rava potpuniju i kvalitetniju analizu kompleksnih biljnih uzoraka. To potvrduje
i opisana YZT studija kojom je razvijena i validirana pouzdana i u¢inkovita spre-
gnuta HPLC-DAD-ESI-MS/MS metoda kao mocan alat za kontrolu kakvoce
kompleksnog TCM biljnog terapeutika.

Zaklju€ak

s U ovom je radu opisana i istaknuta vaznost odgovarajuce kon-
trole kakvoce biljnih uzoraka, s obzirom na ¢injenicu da se velik broj pacijenata
oslanja upravo na biljne proizvode kao prvi izbor u samolijecenju. Potrebno je
uspostaviti odgovarajuce mjere osiguravanja kakvoce, od samog uzgoja ljeko-
vitog bilja, njegovog sakupljanja, obrade, distribucije i skladi$tenja, kao i ucin-
kovite sustave kontrole svih faza proizvodnog postupka. Metoda kemijskog
fingerprinta suvremen je i prikladan alat za identifikaciju i kontrolu kakvoce
kompleksnih biljnih uzoraka. Za razvoj kemijskog fingerprinta najcesce se kori-
sti kombinacija kromatografskih i spektroskopskih tehnika. Ispravna identifi-
kacija mora potvrditi da uzorak potjece od odredene biljne vrste i iskljuciti
mogu¢nost drugih izvora, te se stoga provodi usporedba finger printa ispitiva-
nog uzorka i fingerprinta ekstrakta referentnog biljnog standarda. Kombina-
cijom kvalitativnog fingerprint profila i kvantitativne analize fitokemijskih sas-
tavnica, moze se provesti ucinkovita kontrola kakvoc¢e kompleksnog biljnog
materijala ili proizvoda.

Treba takoder naglasiti vaznost uspostave zakonskih okvira za sve regula-
torne skupine proizvoda koji sadrze ljekovito bilje ili biljne pripravke. Kroz pri-
mjenu zakonskih odredbi za biljne lijekove, osigurava se potrebna kakvoca, dje-
lotvornost i sigurnost njihove primjene, ¢ime je osigurana zastita korisnika. Za
slabije regulirane biljne proizvode (npr. TCM terapeutici), vazno je ukazatina pot-
rebu znatnog poostravanja zakonskih propisa. Upravo to potvrduju i rezultati
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recentnih komparativnih znanstvenih studija koje ukljucuju suvremene anali-
ticke i kemometrijske pristupe u ispitivanju i kontroli kakvoce kompleksnih bilj-
nih uzoraka.

S obzirom na sve navedeno, moze se zakljuciti da kemijski fingerprint pred-
stavlja znacajan korak naprijed u ispitivanju i kontroli kakvoce biljnih proizvoda
u kategorijama koje nisu strogo zakonski regulirane. Buduc¢nost donosi razvoj
kombinacije metoda fingerprint profila s ispitivanjem terapijske u¢inkovitosti bilj-
nog proizvoda. Time ce se uspostaviti novi standardi u kontroli kakvoce i postici
trzisna dostupnost kompleksnih biljnih proizvoda odgovarajuce kakvoce, djelotvor-
nosti i sigurnosti primjene.

Chemical fingerprint in quality
6 control of herbal drugs and
——  preparations
2020 IK.Janekovié Petras, R. Jurisié¢ Grubesic¢
Abstract The aim of the paper is to emphasize the importance of proper

identification and quality control of herbal material to ensure

the quality, efficacy and safety of related herbal medicinal product. Research in
this paper includes a detailed overview of the available professional and scienti-
fic 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 finge-
rprints. 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 che-
mical fingerprints in the analysis of complex plant specimens accelerates and
tacilitates the characterization of such products and contributes to the standar-
dization of their quality on the market. Overview brings systematized informa-
tion on the role of chemical fingerprint in the characterization of complex herbal
samples.
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