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1. UvVOD
1.1. Upalne bolesti crijeva
1.1.1. Definicija i podjela

Idiopatske upalne bolesti crijeva (engl. inflammatory bowel disease, IBD) heterogena
su skupina autoimunih bolesti koje karakterizira kroni¢no ili relapsno upalno stanje u
gastrointestinalnom traktu. Dijele se u dvije glavne forme, ulcerozni kolitis (engl. ulcereative
colitis, UC) i Chronovu bolest (engl. Crohn's disease, CD ). S obzirom na raznolikost
manifestacija bolesti u populaciji, moze se reci da te dvije bolesti predstavljaju dva kraja spektra
upalnih bolesti crijeva (Vuceli¢ i Cukovié-Cavka, 2006). Nerazjainjenog su entiteta, vrlo
raznolike klinicke slike, izazovne u lijecenju i rastuce incidencije i prevalencije (Molodecky,
2012). Obicno ih karakteriziraju abdominalni bolovi, dijareja, krv u stolici, gubitak tjelesne

mase, upala i ulceracije koje nastaju kao posljedica autoimunosti (Guan, 2019).

Razlikuju se po prirodi i lokalizaciji upale. CD moze diskontinuirano transmuralnom
upalom zahvatiti bilo koji dio probavne cijevi, dok se UC ograni¢ava na epitelne stanice
debelog crijeva (Fakhoury i sur., 2014). Rijetko, moze se raditi o vrlo sli¢noj klinickoj slici na
rubu spektara CD-a i UC-a po kojoj ih je nemoguce diferencirati. Takvo se stanje naziva
neklasificirana IBD koja ne predstavlja zaseban entitet bolesti nego privremenu dijagnozu koja
podrazumijeva da ¢e se daljnjom obradom utvrditi kojoj formi IBD-a pripada (Odze, 2015).
lako bolesti iz spektra IBD-a primarno zahvacaju bilo koji dio probavne cijevi od usne Supljine
do anusa, Cesto su vidljive specificne patoloske promjene na mnogim drugim organima (koza,
o¢i, zglobovi) koje skupno nazivamo ekstraintestinalne manifestacije (EIM) (Vuceli¢ i

Cukovi¢-Cavka, 2006).

1.1.2. Epidemioloski podaci

Otprilike 0,2 % europske populacije boluje od neke IBD. Incidencija UC-a dvostruko je veca
od incidencije CD-a, a prevalencija i incidencija obiju u op¢oj populaciji kontinuirano rastu.
Najveca incidencija IBD-a je u populaciji od 20. do 40. godine zivota. Polovica pacijenata s
CD-om i 20-50 % pacijenata s UC-om bude hospitalizirano barem jednom u pet godina. Unutar
pet godina, 10-30 % pacijenata s CD-om i 5-10 % pacijenata s UC-om podvrgnu se kirurSkom
lijecenju. Mortalitet osoba s CD-om nesto je Visi nego u opéoj populaciji, dok UC nije povezan
s poviSenim mortalitetom. Rizik razvoja kolorektalnog karcinoma kod pacijenata oboljelih od
UC-a dvostruko je veci nego u op¢oj populaciji, dok je kod oboljelih od CD-a usporediv s onim

u opc¢oj populaciji. Obje skupine su pod vecim rizikom od razvoja hematoloskih, pluénih i



koznih karcinoma (Zhao, 2021). Lonnfors i suradnici (2014) proveli su anketno ispitivanje na
uzorku od 4670 pacijenata oboljelih od IBD-a u svrhu prikaza kvalitete zivota s IBD-om iz
perspektive pacijenata. 1z rezultata jasno je vidljiv negativan utjecaj bolesti na kvalitetu
privatnog, poslovnog i socijalnog aspekta zivota. Troskovi zdravstva za lije¢enje IBD-a u
stalnom su porastu na S§to najveéi u€inak imaju rastuca incidencija i1 visoke cijene moderne

terapije (Park, 2018).

1.1.3. Patofiziologija i etiologija IBD-a

Sli¢ni se ¢imbenici, poput intrinzi¢ne genetske predispozicije, vremenske povezanosti
s progresivnim promjenama u okoliSu, postojanja bogate crijevne flore i pretjeranog imunosnog
odgovora, nalaze pozadini UC-a i CD-a. Uocen je znacajan okoli$ni utjecaj na upalne bolesti
crijeva putem faktora kao §to su prehrana, droge, druStveni i socijalni status, geografski
smjestaj, stres, pusenje i sl. Saznanje da pusenje povecava rizik od CD-a i relapsa bolesti, a
djeluje kao zastitni faktor prema UC-u, ukazuje na razliitu patofizioloSku pozadinu dvaju
stanja. Intrinzi¢na genetska predispozicija pokazala se kao osnovni preduvijet razvoja obaju

stanja unato¢ djelovanju okoli$nih faktora (Danese, 2006).

Razdoblje modernih genetickih istrazivanja IBD-a zapocelo je 2001. godine otkri¢em
NOD?2 gena, prvog gena ¢iji se polimorfizam CARD15 povezao s razvojem CD-a. Gen NOD?2
kodira protein opisan kao unutarstanic¢ni receptor koji prepoznaje muramildipeptid (MDP).
Stimulacija MDP-om inducira autofagiju koja kontrolira replikaciju bakterija i prezentaciju
antigena te modulira urodenti 1 steCeni imunosni odgovor. NOD2 takoder sudjeluje 1 u putevima
neovisnim o0 MDP-u poput regulacije T stani¢nog odgovora (Zhang, Yu Li, 2014.). Pogre$nim
prepoznavanjem crijevne mikroflore u osoba s mutacijama NOD2 nastaje neadekvatan
imunosni odgovor Kkoji rezultira upalnim promjenama u probavnoj cijevi. Moguce je da zbog
mutiranog NOD2 gena dolazi i do promjene u sekreciji antimikrobnih peptida defenzina gena
Sto dovodi do povecane gustoce bakterija u kriptama terminalnog ileuma i time jo$ vece

stimulacije imunosnog sustava (Thomson, 2012; Vuceli¢, Curkovi¢-Cavka, 2006).

Identificirani su i potvrdeni 1 mnogi drugi lokusi koji su povezani s IBD-om poput
IBD5, IL23R i ATG16L1. Genske varijante za koje je utvrdeno da povecavaju rizik
obolijevanja od CD ukazuju na vaznost urodenog imuniteta, autofagije i fagocitoze u njezinoj
patogenezi. Osim toga, identificirani su viSestruki medugenski segmenti povezani s boles¢u
koji impliciraju nove gene i puteve koji utjecu na fenotip bolesti (Xavier, 2007). Vise od 50 %

lokusa osjetljivih na IBD povezuju se i s drugim upalnim i autoimunim bolestima (Khor, 2011).



Potkrijepljeno genetskim istrazivanjima, upalne bolesti crijeva danas se smatraju
posljedicom poremecenog imunosnog odgovora na bakterijsku mikrofloru koja prolazi
lumenom crijeva susceptibilnih osoba. CD i UC razlikuju se po tipu imunosnog odgovora za
Sto su dokaz i patohistoloSke promjene poput granuloma u CD-u i neutrofilne infiltracije s
epitelnom destrukcijom u UC-u. Kod CD-a radi se o Thl stani¢no posredovanom tipu
imunosnog odgovora, a kod UC-a 0 Th2 tipu imunosnog odgovora koji obi¢no generira
humoralni imunosni odgovor, no uoé¢ljiva su i preklapanja (Vuceli¢, Curkovié-Cavka, 2006).
Studije impliciraju da u patogenezi IBD-om znacajnu ulogu ima neispravna regulacija
imunosnog odgovora posredovana CD4+ T stanicama koja se povezuje s razornim djelovanjem
imunosnog sustava na crijevni lumen. Lezije i imunosne promjene ukazuju na
disfunkcionalnost regulatornin mehanizama koji odrzavaju toleranciju na komponente
mikroflore (Thomson, 2012).

1.1.4. Lijecenje upalnih bolesti crijeva

Prije samog medikacijskog lijeCenja IBD-a potrebno je: postaviti to¢nu dijagnozu,
definirati fenotip bolesti, odrediti prosirenost i aktivnost bolesti, utvrditi postojanje EIM-a te
ocijeniti djelotvornost ranije koristene terapije. Osnovni cilj terapije godinama je bio kontrola
simptoma i uvodenje u remisiju. Koristio se tzv. step-up pristup u lijeenju Sto znaci da se
najsigurnija terapija koristila u ranoj fazi bolesti, a izostankom odgovora ili pojavom toksi¢nosti
prelazilo se na sljedecu terapiju. Pokazalo se da takav pristup rezultira progresijom bolesti i
razvojem komplikacija pa je postupak procjene djelotvornosti terapije i prelazak na sljedecu
ubrzan (tzv. akcelerirani step-up pristup). Zapoc€injanje terapije najdjelotvornijim lijekovima,
odnosno top-down pristup, zasad nije prihvacen zbog opasnosti da se pacijenta ¢ija ¢e bolest

biti blaga i neprogresivna nepotrebno lije¢i monoklonskim proutijelima (Muceli¢ i sur, 2013).

Terapija dostupna u lije¢enju IBD-a moze se podijeliti na konvencionalnu i biolosku.
U konvencionalnu terapiju ubrajamo aminosalicilate (sulfasalazin, olsalazin, balsalazid,
mesalazin), glukokortikoide (prednizon, prednizolon, hidrokotizon i budesonid), analoge
purina (azatioprin i 6-merkaptopurin) te metotreksat, dok u biolosku terapiju spadaju
infliksimab, adalimumab, certolizumab, golimumab, natalizumab, vedolizumab, ustekinumab i
tofacitinib (Milakovi¢ i Urek, 2020). Europska organizacija za Chronovu bolest i kolitis (engl.
European Crohn’s and Colitis Organisation, ECCO) izdaje i redovito aZurira smjernice za
lijeCenje CD-a i UC-a ¢ija je svrha osigurati informacije temeljene na dokazima svim

zdravstvenim djelatnicima koji skrbe o pacijentima oboljelim od IBD-a (ECCO, 2022).



1.1.5. Dodaci prehrani koji se koriste u lije¢enju IBD-a

Postizanje remisije kao glavni cilj u lijecenju IBD-a danas podrazumijeva mukozno i
transmuralno cijeljenje, koje se, nazalost, kod odredenog broja pacijenata ne uspijeva postici
dostupnom terapijom. Konvencionalna i bioloska terapija sa sobom nose odredene nuspojave,
a Cesto je potrebno cjeloZivotno lijeCenje $to poti¢e pacijente da dodatno traze alternativne ili
komplementarne medicinske pristupe (De Conno i sur., 2022). Interes za potencijal ljekovitog
bilja u lije¢enju IBD-a potaknuo je razvoj klini¢kih istraZivanja kojima se pokusava procijeniti
njihova ucinkovitost i sigurnost. Neki od biljnih dodataka prehrani koji se najcescée koriste su
pripravci kurkume (Curcuma longa, L.), aloja vere (Aloe vera, L.), kineskog andrografisa
(Andrographis paniculata, L.), indijskog tamjana (Boswellia serrata, L.) i indijske konoplje
(Cannabis sativa, L.) (Algieri i sur., 2015).

Kurkumin je prirodna biljna sastavnica iz biljke Curcuma longa koja protuupalno
djelovanje ostvaruje djeluju¢i na kaskadu arahidonske kiseline i inhibiraju¢i NF-kB
transkripcijski faktor, a ima i imunosupresivne ucinke (Parian i sur., 2015). Skupina
transkripcijskih faktora iz obitelji NF-kB igra klju¢nu ulogu u nekoliko stani¢nih funkcija poput
apoptoze, proliferacije, urodene i ste¢ene imunosti, kao i u regulaciji vise od 500 razlicitih gena
ukljucenih u upalne i imunosne odgovore (Vecchi Brumatti i sur., 2014). Kurkumin je pokazao
uc¢inkovitost u indukciji remisije kod pacijenata s IBD-om i nizu stopu relapsa UC-a (Larussa i
sur., 2017). Dobre je sigurnosti i podnosljivosti i smatra se da bi mogao biti sigurna i u¢inkovita
terapija uz aminosalicilate u odrzavanju remisije UC-a, medutim potrebna su dodatna

istrazivanja (Parian i sur., 2015).

Aloe vera tropska je biljka koja se koristi u tradicionalnoj medicini diljem svijeta,
unato¢ nedostatku istrazivanja, prepoznata je u terapiji IBD-a (Larussa i sur, 2017). Sok aloe
vere sadrZi acetilirane manane, polimanane, antrakinonske C-glikozide, antrone, antrakinone
(emodin) i lektine i povezuje se s imunomodulacijskim uéincima kroz regulaciju upalnih
medijatora. Aloezin, aloin i aloe-emodin sastavnice su za koje se smatra da smanjuju aktivnost
mijeloperoksidaze, koja je ukljucena u aktivnost neutrofila, §to se smatra naGinom na koji utjecu

na inhibiciju progresije IBD-a (Algieri i sur., 2015).

Ekstrakti biljke Andrographis paniculata sadrze diterpenske laktone od kojih su
najvazniji andrografolid i njegovi derivati koji pokazuju protuupalna svojstva putem inhibicije
transkripcijskog faktora NF-kB. Andrografolid smanjuje ekspresiju inducibilne dusikov oksid

sintaze §to rezultira smanjenom proizvodnjom dusSikovog oksida. Modulacijom puta protein



kinaze C sprjecava proizvodnju reaktivnih kisikovih specija (ROS). Svoja imunomodulirajuca
svojstva andrografolid ostvaruje djelovanjem na stanice urodene imunosti Smanjujuci
proizvodnju proupalnih citokina. Zastieni ekstrakt naziva HMPL-004 biljke Andrographis
paniculata istrazuje se zbog potencijalnog intestinalnog protuupalnog djelovanja (Algieri i sur,

2015).

Boswellia serrata ili indijski tamjan biljka je iz porodice Burseraceae Cija je aromatska
smola, tamjan, tradicionalni ayuverdski lijek koji se koristi za lijeCenje upalnih bolesti. Medu
razli¢itim spojevima ove smole najzastupljeniji su triterpeni, a bosveli¢ne (tamjanske) kiseline
sastavnice su za koje se smatra da najviSe doprinose farmakoloSkom djelovanju smole.
Pokazalo se da 11-keto-B-tamjanska kiselina i acetil-11-keto-p-tamjanska kiselina smanjuju
peroksidaciju lipida i povecéavaju razinu superoksid dismutaze (SOD) §to ublazava oksidativni
stres povezan s crijevnom upalom. Protuupalni uéinak ukljucuje i inhibiciju aktivacije NF-Kb
transkripcijskog faktora te time i smanjenu ekspresiju proupalnih citokina (Algieri i sur, 2015).

Potvrdena je sigurnost i podnosljivost koristenja indijskog tamjana (Larussa i sur, 2017).

Cannabis sativa zadobiva sve vecu pozornost u istrazivanju aktivnih fitokemijskih
spojeva koji djeluju na IBD. Zabiljezeno je da sadrzi preko 60 endokanabinoidnih spojeva koji
su odgovorni za biolosku aktivnost pripravaka. (—)-trans-A9-tetrahidrokanabinol (A9-THC) i
kanabidiol (CBD) aktivni su farmaceutski kanabinoidi koji svoje primarne u¢inke ostvaruju
interakcijom s endokanabinoidnim sustavom, posebno s kanabinoidnim receptorom 1 (CB1) i
kanabinoidnim receptorom 2 (CB2). I CB1 i CB2 nalaze se u crijevnom ziv€anom sustavu $to
zna¢i da je endokanabinoidni sustav vazan za regulaciju viSe aspekata gastrointestinalnog
sustava. Pretklinicke studije pokazale su terapijski potencijal agonista endokanabinoidnih
receptora u lijeCenju simptoma IBD-a smanjenjem proizvodnje citokina i inhibicijom migracije
neutrofila te poticanjem protuupalnog odgovora. CB2 agonisti imaju i imunomodulacijsko
djelovanje indukcijom apoptoze. Glavna problematika upotrebe indijske konoplje u medicinske
svrhe neselektivno je vezanje kanabinoida na receptore u srediSnjem Ziv€anom sustavu $to
moze rezultirati ozbiljnim nuspojavama. OCit je medicinski potencijal manipulacije
endokanabinoidnim sustavom, medutim potrebno je uloziti dodatne napore u ispitivanje i
istrazivanje specifi¢énih kanabinoida (De Conno i sur., 2022; Dalavaye i sur., 2022; Algieri i
sur., 2015).

Crni papar (Piper nigrum, L) u Kini se tradicionalno, osim kao za¢in, koristi kao lijek

u brojnim indikacijama. Glavna djelatna tvar u crnom papru je piperin za koji studije pokazuju



da ima brojne bioloske uc¢inke, ukljuc¢ujuéi i imunomodulatorno, protuupalno, antikancerogeno,
antioksidativno te antibakterijsko djelovanje, zbog kojih primjena piperina globalno raste
posljednjih godina. Piperin atenuira upalni odgovor u intestinalnom sustavu supresijom lu¢enja
interleukina 8 (IL-8). To¢ni signalni putevi kojima piperin ispoljava protuupalno djelovanje
ostaju nejasni, a ucinci pokazuju ovisnost o izvoru, drugim komponentama, Cisto¢i i obradi

piperina (Duan i sur., 2022).

1.2. USP ispitivanja u kontroli kvalitete dodataka prehrani
1.2.1. Ispitivanje teCenja prasaka

Iako se pras$ci koriste i kao zasebni dozirni oblici, farmaceutska industrija naj¢esce ih
koristi za proizvodnju tableta i kapsula. U razvojnom i proizvodnom procesu od velike su
vaznosti svojstva teCenja prasaka. Kako bi se u procesu izrade kapsula i tableta mogao
uspostaviti jednolic¢an protok praska te volumnim doziranjem odrzati uniformna masa tableta
ili kapsula, potrebno je moci predvidjeti i ispitati svojstva teCenja. Neravnomjeran protok

praska moze rezultirati zarobljavanjem zraka pri brzom tabletiranju.

Kod ispitivanja tecenja prasaka vazno je koristiti veli¢ine koje mogu kvantitativno
opisati svojstvo teCenja i ¢ije se vrijednosti mogu povezati sa utjecajem na proizvodni proces.
Pozeljno je da metode koje se koriste budu jednostavne, uporabljive, ponovljive i osjetljive
(Aulton i Taylor, 2018). U USP-ovom <616> poglavlju ,,Nasipna gustoca i gusto¢a nakon
protresivanja prasaka® opisane su Cetiri metode koje se najceS¢e koriste u ispitivanjima
svojstava tecenja: odredivanje nasipnog kuta, indeksa kompresibilnosti i Hausnerovog omjera,
odredivanje brzine istjecanja kroz otvor 1 ispitivanje pomoc¢u reometra za praske. NaglaSeno je
da nijedna metoda zasebno ne moze u potpunosti okarakterizirati teCenje praSaka te se
preporuca koriStenje viSe standardiziranih metoda za karakterizaciju razli¢itih aspekata protoka

(USP 43-NF 38, 2021).

1.2.2.1. Hausnerov omjer i indeks kompresibilnosti

Hausnerov omjer i indeks kompresibilnosti znac¢ajnije se koriste zadnjih godina kao
indirektne mjere u opisivanju 1 predvidanju svojstava te€enja. Odreduju se pomocu aparature
koja mehanicki, protresanjem sabija Cestice praSka u graduiranom cilindru ¢ime se smanjuje
prazan prostor medu Cesticama 1 Cestice se sjedinjuju. Protresa se propisani broj ponavljanja,
do konacnog ustaljenja volumena. 1z pocetnog volumena (Vo) i mase dobiva se vrijednost
pocetne nasipne gustoce (ppuik), a iz konaénog volumena (V) i mase vrijednost nasipne gustoce

nakon protresivanja prapped (Aulton i Taylor, 2018). Nasipna gusto¢a nakon protresivanja uvijek



je veca od pocetne i funkcija je oblika Cestica, poroznosti i raspodjele veli¢ina Cestica (Carson
i sur., 1998).

Hausner je dokazao da je omjer prapped/Poulk U Korelaciji s unutrasnjim trenjem medu
Cesticama praSka. Time je pokazao da se sljedeca jednadzba moze koristiti u opisu i predvidanju

svojstava tecenja praska:

Hausnerov omjer = 2tapped
p bulk

Odnosno, koriste¢i po€etni 1 volumen nakon protresivanja:

Hausnerov omjer = £

Vo

PraSci s manjim unutra$njim trenjem medu ¢esticama imaju Hausnerov omjer nizi od
1,2 i dobre su sipkosti, dok oni kohezivni, manje sipki imaju omjer iznad 1,5 (Aulton i Taylor,
2018).

Indeks kompresibilnosti bezdimenzijska je veli¢ina koja se moze koristiti kao
indirektna mjera nasipne gustoce, veli¢ine i oblika Cestica, specificne povrsine, sadrzaja vlage
1 kohezivnosti jer svako od navedenih svojstava utjece na indeks kompresibilnosti i moZe se

dovesti u korelaciju s njim (USP 43-NF 38, 2019). Racuna se prema sljedec¢em izrazu:

Indeks kompresibilnosti (%) = £tapped—p bulk 100,
p tapped

Odnosno koriste¢i pocetni i volumen nakon protresivanja:

Indeks kompresibilnosti (%) = V(i/—‘o"f x 100

U Tablici 1 prikazane su Hausnerovog omjera i indeksa kompresibilnosti. Vazno je
istaknuti da Hausnerov omjer 1 indeks kompresibilnosti nisu intrinzi¢ne veli€ine te ovise o
sljede¢im parametrima metode koja se koristi za mjerenje: promjeru cilindra, broju
protresivanja, masi analiziranog praska i potencijalnoj primjeni rotacije tijekom protresivanja

(USP 43-NF 38, 2019; Aulton i Taylor, 2018).



Tablica 1. Svojstva teCenja i prikladne vrijednosti indeksa kompresibilnosti i Hausnerovog

omjera.
Indeks kompresibilnosti (%) Tecenje Hausnerov omjer

<10 Odli¢no 1,00-1,11

11-15 Dobro 1,12-1,18

16-20 Solidno 1,19-1,25

21-25 Prihvatljivo 1,26-1,34

26-31 Lose 1,35-1,45

32-37 Vrlo lose 1,46-1,59
>38 Vrlo, vrlo lose >1,60

1.2.2. Ispitivanje varijacije mase dozirnih oblika

Varijacija u masi proizvedenih ¢vrstih dozirnih oblika relativno je ¢est problem. Uzrok
navedenog problema je to Sto ne postoje dovoljno brzi sustavi za vaganje prilikom punjenja
kalupa pri proizvodnji dozirnih oblika zbog cega se pune odredeni volumeni, a zahtijeva se
uniformna masa. Zbog djelomi¢no nepotpunog punjenja kalupa i varijacija u gusto¢i doziranog
praska, ocekivane su odredene varijacije u masi proizvedenog oblika. Farmakopeje odreduju
prihvatljivu razinu varijacije mase dozirnog oblika kako bi se osiguralo to da sastav oblika bude
u skladu sa specifikacijama. Kako bi mase gotovog oblika bile $to uniformnije, tabletiranju
Cesto prethodi grauliranje koje omogucava poboljSanje svojstava teenja sirovine (WWw.gmp-

compliance.org). U USP poglavlju <2091> ,,Varijacija mase dodataka prehrani opisano je

kako se provodi test kontrole kvalitete dodataka prehrani kojim se ispituje varijacija u masi
zasebnih dozirnih jedinica odredenog dodatka prehrani. Zasebno je opisan postupak provodenja
ispitivanja za meke i tvrde kapsule, za neoblozene tablete, filmom oblozene tablete i oblozene

tablete (ne filmom).

1.2.3. Ispitivanje raspadljivosti

Uspjesnost isporuke lijeka, odnosno bioraspolozivost iz dozirnog oblika ponajvise
ovisi 0 procesu raspadanja i otapanja ljekovitog oblika (Markl i Zeitler, 2017). Raspadanje je
fizikalni proces mehanickog usitnjavanja tablete, kapsule i rektalnog ili vaginalnog supozitorija
u manje Cestice. Kod tableta potrebno je prekinuti meducesticne interakcije nastale

komprimiranjem praska (poput medumolekulskih sila i medusobnog mehanickog blokiranja)


http://www.gmp-compliance.org/
http://www.gmp-compliance.org/

kako bi se oblik raspao u granule (Silva i sur., 2018). Raspadanje tablete u granule uzrokuje
veliko povecanje specifi¢ne povrSine i znatno povecanje brzine otapanja ¢ime se omogucava
naknadna apsorpcija lijeka. Ljekoviti oblik koji se tesko ili nikako ne raspada ne osigurava
potpunu apsorpciju lijeka i odgada potencijalni pocetak djelovanja. Sredstva za raspadanje
dodaju se u formulaciju lijeka kako bi se osiguralo da se u doticaju s teku¢im medijem ljekoviti

oblik raspadne i osigura brzo otapanje.

Prvi korak raspadanja, ujedno i onaj koji obi¢no odreduje brzinu cijelog procesa jest
prodiranje tekucine kroz pore komprimiranog praska. Prodiranje tekucine ne djeluje direktno
na nastale meducesticne veze, ali omogucava odvijanje mehanizama koji ¢e u kona¢nici dovesti
do samog raspadanja. Potrebno je naglasiti da su svojstva tekué¢ine, poput kontaktnog kuta,
viskoznosti i napetosti povrsine, takoder vazna za odvijanje procesa (Markl i Zeitler, 2017).
Jedan od najvaznijih mehanizama raspadanja je bubrenje. Bubrenje Cestica u svim smjerovima
rezultira pucanjem matrice dozirnog oblika. Razgradnja bubrenjem moze se potaknuti
dodavanjem u formulaciju sredstva za raspadanje koje bubri ovisno o svojoj kemijskoj strukturi
1 stupnju umreZzenosti. Ulogu ima i poroznost komprimiranog oblika koja, ako je visoka, moze
umanjiti silu bubrenja sredstva za raspadanje na okolnu matricu, a ako je niska, moze sprijeciti
prodiranje tekucine u matricu (Silva i sur., 2018; Markl i Zeitler, 2017). Kona¢no, na ukupnu
brzinu raspadanja utjece nekoliko meduovisnih faktora ukljuc¢ujuci koncentraciju i vrstu lijeka,
medija, veziva, sredstva za raspadanje, lubrikanta i sredstva za vlazenje, kao i proizvodni proces

(npr. tlak sabijanja tableta) (Aulton i Taylor, 2018).

Test raspadljivosti u osnovi je mjerenje vremena potrebnog da se ljekoviti oblik
raspadne u mediju za uranjanje u odredenim definiranim eksperimentalnim uvjetima (Silva i
sur., 2018). Prema USP-ovom op¢em poglavlju <2040> ,,Raspadanje i oslobadanje dodataka
prehrani* test je predviden kako bi se utvrdilo raspadaju li se tablete i kapsule dodataka prehrani
unutar propisanog vremena u teku¢em mediju u odredenim uvjetima. Ispitivanja opisana u
ovom poglavlju alati su za kontrolu kvalitete i procjenu karakteristika gotovih dozirnih oblika
dodataka prehrani. Namijenjeni su otkrivanju problema koji se mogu pojaviti zbog pogresne
uporabe ili drugih problema s mazivima, sredstvima za raspadanje i ostalim sastavnicama te
otkrivanju problema proizvodnog procesa poput prekomjerne kompresije i suSenja koji mogu

znacajno utjecati na bioraspoloZivost djelatne tvari.

Propisani uredaj A koristi se kod tableta i kapsula koje nisu vece od 18 mm, a B kod

onih vec¢ih. Sastoje se od stalka na kojem je koSara, posude volumena 1000 mL za medij za



uranjanje, termostatskog uredaja za zagrijavanje medija na 35 °C — 39 °C i uredaja za podizanje
1 spustanje koSarice umocene u medij konstantnom frekvencijom izmedu 29 1 32 ciklusa u
minuti. Stalak s koSarom sastoji se od tri (aparatura B) ili Sest (aparatura A) otvorenih prozirnih
cijevi (kivete) koje u okomitom polozaju drze dvije plasti¢ne ploce. Svaka cijev jednako je
udaljena od srediSta ploCe i drugih cijevi 1 sadrzi cilindri¢ni disk od prozirnog plasti¢nog
materijala. Na donju povrSinu donje ploce pri¢vrSéena je tkana zi¢ana mreza od nehrdajuéeg

celika.

Test se odvija tako da se u svaku kivetu stavi po jedna tableta ili kapsula na koje se,
ako je propisano u monografiji, stavi cilindri¢ni disk. Zatim se pokrene se ciklicko uranjanje u
propisani medij i proces se zaustavlja kada se svi uzorci raspadnu. Za potrebe ovog testa
kontrole kvalitete, potpuno raspadanje podrazumijeva stanje u kojem je jedini u mrezici ili na
povrsini zaostali dio ispitivanih tableta ili kapsula meka masa koja nema opipljivo Cvrste jezgre
i/ili netopljivi premaz ili ljuska kapsule. Ako se jedna ili dvije dozirne jedinice ne raspadnu,

ispitivanje se ponavlja s dodatnih 12 dozirnih jedinica.

Test raspadljivosti ne moze biti garancija prihvatljive bioraspolozivosti i klinickog
ucinka in vivo, ali za uzorak koji nije proSao test mozemo s velikom vjerojatno$¢u ocekivati da
nece biti ucinkovit. Koristan je za procjenu utjecaja formulacije i proizvodnog procesa na
biofarmaceutska svojstva i kao jedan od postupaka kontrole kvalitete tijekom proizvodnje
(Aulton i1 Taylor, 2018). Preporucljivo ga je ukljuciti u ispitivanje stabilnosti proizvoda jer se
raspadljivost moZe smanyjiti tijekom skladiStenja, a farmakopejski zahtjevi kvalitete vrijede do
isteka roka trajanja. Zadovoljavanje testa raspadljivosti minimalan je uvjet za oslobadanje
djelatne tvari iz oblika (Bouwman-Boer i sur., 2015). Usprkos svojim ograni¢enjima u
predvidanju bioraspoloZivosti, ostaje vazan u ispitivanju kontrole kvalitete i, uz daljnje

istrazivanje, njegova se upotreba moze prosiriti (Al-Gousous i Langguth, 2014).

1.2.3. Ispitivanje pucanja mekih kapsula

USP 42-NF 38 opce poglavlje <2040> ,,Raspadanje i otapanje dodataka prehrani*
prihvaca test pucanja kapsule umjesto testa raspadljivosti za meke kapsule polukrutog ili
tekuceg sadrzaja. Za test pucanja kapsule koristi se aparatura za otapanje 2 (opisana u poglavlju
<711> ,,Oslobadanje*) koja se sastoji od prozirne posude od inertnog materijala, motora,
metalne pogonske osovine i rotiraju¢e lopatice koja sluzi za mijeSanje. Zahtjev poglavlja
<2040> za meke kapsule ispunjen je ako kapsule svih uzoraka puknu unutar 15 minuta. Ako

jedan ili dva uzorka puknu za vise od 15, ali unutar 30 minuta, ispitivanje se ponavlja s dodatnih
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12 mekih kapsula. Maksimalno dvije kapsule od ukupno 18 smiju puknuti za vise od 15 minuta,

ali sve moraju puknuti unutar 30 minuta.

Izlaganjem toplim i vlaznim uvjetima, aldehidima 1 peroksidima moze se potaknuti
proces umrezavanja zelatine. Umrezavanje ili unakrsno povezivanje zelatine Cest je problem
kod otapanja Zelatinskih kapsula. Pojavu karakterizira povezivanje molekula zelatine preko
peptidne okosnice i stvaranje membrane ili pelikule netopljive u vodi na unutarnjoj ili vanjskoj
povrsini kapsule. Takva pelikula moze usporiti ili onemoguciti otpustanje lijeka u uobicajenim
uvjetima ispitivanja. Medutim, to ne mora znaciti i in vivo smanjenje biodostupnosti jer
probavni enzimi potencijalno mogu otopiti takvu kapsulu zbog ¢ega je prema USP smjernicama
u testu pucanja mekih kapsula ostavljena moguénost dodavanja probavnih enzima (Lu i Shah,
2017; Felton, 2013). Ako meka kapsula ne zadovoljava zahtjev testa pucanja, test se moze
ponoviti s dodatkom pepsina u medij (ako je monografijom propisani medij bio voda ili neko
drugo sredstvo ¢iji je pH < 6,8) u koncentraciji pri kojoj aktivnost nije veé¢a od 750 000 jedinica
proteazne aktivnosti po litri medija ili s dodatkom pankreatina (ako je monografijom propisan
medij ¢iji je pH > 6,8) u koli¢ini koja ne rezultira aktivno$¢u ve¢om od 1750 jedinica proteazne
aktivnosti po litri medija (USP 43-NF 38, 2021).

1.2.4. Ispitivanje rastrosljivosti

Stabilne tablete zadrzavaju svoj oblik, veli¢inu, masu i boju u normalnim uvjetima
rukovanja 1 skladiStenja lijeka unutar svog roka trajanja. Velika koli¢ina zaostalog praha i
Cestica u spremniku, tragovi pukotina i okrhnutost na povrsini tableta pokazatelji su fizicke
nestabilnosti dozirnog oblika. Rastrosljivost je svojstvo tablete povezano s tvrdo¢om, a mjera
je procjene sposobnosti tablete da se odupre stresu kojem je izlozena prilikom pakiranja,

transporta i rukovanja (Felton, 2013).

Tijekom rukovanja tablete su izlozene naprezanjima i sudarima jedne s drugima i s
drugim ¢vrstim povrSinama §to moze rezultirati lomom 1 okrhnu¢em dijelova tablete, ali 1
gubitkom Cestica ili nakupina Cestica s povrSinskih dijelova tablete. Rezultat moze biti
promjena mase tablete i njezinog izgleda. Otpor prema troSenju vazno je svojstvo tablete koje
osigurava primjenu to¢no odredene koliine lijeka unato¢ stresu kojem se lijek izlaZe
postupcima od proizvodnje do samog koriStenja (Aulton i Taylor, 2018). Stoga, vazno je ispitati
utjecaj blagog i jednolikog ponavljanog muckanja i1 prevrtanja tableta, a preporuceni test za

takvo ispitivanje je test rastrosljivosti opisan u USP <1216> (Felton, 2013).
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Poglavlje <1216> opisuje preporuceni uredaj i uvjete ispitivanja rastrosljivosti
primjenjiv na veé¢inu komprimiranih tableta. U ispitivanju se koristi bubanj unutarnjeg promjera
izmedu 283 1 291 mm te dubinom izmedu 36 i 40 mm napravljen od prozirnog sintetskog
polimera s poliranim unutarnjim povrSinama, nepodlozan statickom nakupljanju. Sa svakim
okretom tablete se zakotrljaju pomocu zakrivljene projekcije unutarnjeg polumjera 75,5- 85,5
mm koja se proteze od sredine bubnja do vanjske stijenke. Bubanj je pri¢vr$éen na horizontalnu
os koja se okrece brzinom 25 £ 1 okretaja po minuti. Pri svakom okretu tablete se izlazu padu

na stijenku bubnja, klizenju 1 medusobnom sudaranju.

Ako se ispituju tablete jedini¢ne mase manje od 650 mg, ispitivanje se odvija s masom
cijelih tableta koja je sto bliza 6,5 g, a ukoliko se radi o tabletama jedini¢ne mase vece od 650
mg, u ispitivanje se uzima 10 tableta. Tablete se pazljivo oCiste od praSine te se izvazu i stave
U bubanj. Bubanj se okrene 100 puta i tablete se izvade. Ukloni se sva praSina s tableta i
ponovno se izvazu. AKo postoje o¢ita napuknuca i lomovi prisutni nakon ispitivanja, uzorak
nije prosao test. Ispitivanje se obi¢no odvija jednom. Ako je gubitak mase nesto veéi od
maksimalnog dozvoljenog ili je tesko interpretirati rezultate, ispitivanje se ponavlja jo§ dva puta
1 kao konacni rezultat uzima se srednja vrijednost gubitka mase. Za vecinu tableta najveci

dozvoljeni srednji gubitak mase je 1 %.

1.2.5. Ispitivanje sile loma tablete

Postoji nekoliko metoda ispitivanja ¢vrstoce, a jedna od njih je mjerenje otpornosti na
lom. Ispitivanje otpornosti na lom podrazumijeva mjerenje sile koju je potrebno primijeniti na
uzorak da bi doslo do loma duz promjera (okrugle tablete) ili neke druge osi. Potrebno je
osigurati primjenu optere¢enja u definiranim 1 ponovljivim uvjetima u smislu vrste opterecenja
1 brzine primjene opterecenja. Test opterecenja kompresijom jednostavan je i ponovljiv te ima
Siroku primjenu tijekom razvoja formulacije 1 proizvodnje tableta. Idealno, tableta se lomi duz
promjera, paralelno sa silom opterecenja, na dva komada sli¢ne veli¢ine i biljezi se primijenjena

sila pri lomu (Aulton i Taylor, 2018).

Varijacije u ¢vrstoci tablete mogu utjecati na raspadanje i otapanje lijeka pa tako i na
krajnju biodostupnost. Ispitivanje se cesto provodi tijekom razvojnih studija stabilnosti i kao
kontrola procesa kompresije tableta u proizvodnji (Felton, 2013). Tablete se izlazu mehanickom
opterec¢enju prilikom rukovanja i transporta u proizvodnji, distribuciji i u rukama krajnjih

korisnika. Proizvodni procesi mogu uzrokovati znaCajna optere¢enja koja tablete moraju
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izdrzati, stoga se mehanicka ¢vrstoca tableta rutinski mjeri. Uz rastrosljivost, sila loma tableta

vazna je mjera njihove mehanicke otpornosti.

Ispitivanje se odvija tako da se tablete stave izmedu dvije plo¢e od kojih je jedna
pomicna i1 primjenjuje silu na tabletu dok ne dode do loma. Ploce trebaju biti paralelne, glatkih
ispoliranih povrSina te okomite na smjer kretanja. Okomitost plo¢a mora biti odrZzana pri
pomicanju, a njihova povrs$ina mora biti ve¢a od kontaktne povrsine s tabletom. Brzina kojom
se primjenjuje sila, tj. brzina optere¢enja, mora biti konstantna. OdrZavanjem konstantne brzine
opterecenja izbjegava se nakupljanje tlacnog opterec¢enja koje moZze dovesti do nekontroliranog
gnjecenja 1 varijabilnosti medu mjerenjima. Kako bi se osigurala usporedivost rezultata,
ispitivanje se mora odvijati pod identi¢énim uvjetima brzine kretanja ploc¢e koja, zbog svog
utjecaja na numericki rezultat mjerenja, mora biti naglasena zajedno sa izmjerenom silom loma.
Bez normalizacije podataka, za izravnu usporedbu rezultata, mjerenja bi se morala odvijati na
tabletama istog oblika, dimenzija i orijentacije jer navedeni faktori utjecu na silu loma tablete.
Kod okruglih tableta, orijentacija u dijametralnoj kompresiji je jasna i nedvosmislena. Medutim
postoje i tablete kompleksnijih oblika koje nemaju o€itu orijentaciju. U takvim slu¢ajevima,
izabire se ona orijentacija koja se najlakse reproducira. Opcenito, tablete se ispituju poprecno
ili paralelno s najduzom osi. Tablete s razdjelnim zarezom mogu se ispitivati tako da je zarez
paralelno s povrSinama ili okomit na njih. U prvom slu¢aju, dobivaju se opcenitije informacije

o ¢vrsto¢i matrice, a u drugom informacije o ¢vrsto¢i matrice u najslabijoj tocki u strukturi.

Moderni uredaji za mjerenje sile loma tablete obi¢no su kalibrirani u kilopondima i
njutnima. Razluc¢ivost bi im trebala biti unutar 1 N. Potrebno je da senzor sile bude povremeno
kalibriran na preciznost od 1 N za cijeli mjerni raspon ili barem za onaj koji se koristi pri
ispitivanju odredenog uzorka. Kako bi se postigla dovoljna statisticka preciznost za odredivanje

prosjecne sile loma, potrebno je ispitati najmanje Sest uzoraka tableta (USP 43-NF 38, 2019).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Upalne bolesti crijeva predstavljaju ozbiljno optere¢enje kako za pacijenta, tako i1 za
zdravstveni sustav u cjelini. Zabrinjava rastuci trend incidencije i prevalencije IBD-a , 0sobito
u mladoj populaciji i uzevsi u obzir zdravstvene rizike 1 utjecaj na kvalitetu zivota. Takoder, u
stalnom su porastu i troskovi lijeCenja IBD-a koje snosi zdravstveni sustav. Osnovni cilj terapije
IBD-a je kontrola simptoma i uvodenje u remisiju §to danas podrazumijeva i mukozno i
transmuralno cijeljenje koje se kod brojnih pacijenata tesko postize. Moderna bioloska terapija
takoder sa sobom nosi odredene rizike poput nuspojava kao i samog zatajenja terapijskog
odgovora. Kroni¢no trajanje i relapsna priroda bolesti mogu ubrzati put do iscrpljivanja
terapijskih opcija za pojedinog pacijenta Sto naglasava vaznost Sirine terapijskih opcija
primjenjivih u lijecenju IBD-a. Navedeno vrlo ¢esto potakne pacijente da traze dodatnu pomo¢
kako bi smanjili simptome bolesti pa ¢esto posezu za razli¢itim biljnim dodacima prehrani
(engl. dietary supplements, DS) stoga je broj pacijenata s IBD koji koriste DS u porastu. Interes
za terapijski potencijal ljekovitog bilja u lijeCenju IBD-a potaknuo je razvoj klinickih
istrazivanja kojima se procjenjuje njihova u¢inkovitost i sigurnost, ali i stavio naglasak na
vaznost osiguranja i kontrole kvalitete DS-a. Cesta su neslaganja o tome koliko i kako bi se
trebala provoditi njihova kontrola. Svjetska zdravstvena organizacija u svojoj Strategiji za
tradicionalnu medicinu 2014-2023 podcrtava vaznost kvalitete i kao cilj postavlja ojacati
osiguranje kvalitete, sigurnost i pravilnu upotrebu DS-a. Uslijed sve Sireg interesa za ovu temu,
raste konsenzus da su potrebni novi pristupi za odrzavanje kvalitete i povjerenja javnosti u
dodatke prehrani. Farmakopeja Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava (USP) podrzava sveobuhvatan
okvir javne politike za osiguranje kvalitete dodataka prehrani i pruza proizvoda¢ima mogucnost

da slijede¢i USP standarde kvalitete lakse uspostave 1 odrze dobru proizvodacku praksu.

Cilj ovoga rada bio je provesti fizikalno-kemijsku karakterizaciju u svrhu kontrole
kvalitete trziSta DS-a i sirovina za proizvodnju DS-a koji se koriste u lijeenju upalnih bolesti
crijeva slijede¢i USP protokole. Prema USP poglavljima za ispitivanje oralnih dozirnih oblika
ispitane su sljedeCe karakteristike: svojstava teenja (nasipna gustoéa 1 gustoca nakon
protresivanja), varijacija mase dozirnih oblika, raspadljivost, pucanje mekih kapsula,

rastro§ljivost i sila loma tableta i rezultati su usporedeni sa zahtjevima poglavlja.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Uzorci

34 komercijalno dostupna dodatka prehrani (S1-S20) i sirovine (S21-S34) nabavljeni su u

ljekarnama, trgovinama zdrave hrane i putem internetske trgovine. Uzorci su kodirani i

pohranjeni prema uputama proizvodaca. Svi su uzorci analizirani prije navedenog roka trajanja.

Detaljan opis svih uzoraka dan je u Tablici 2, koja je pripremljena na temelju informacija

dostupnih na pakiranju proizvoda. Analizirani uzorci sastojali su se od 10 dodataka prehrani
formuliranih u obliku tvrdih kapsula (S1 - S10), 4 u obliku mekih kapsula (S11 - S14) i 6 u
obliku tableta (S15 - S20). 14 uzoraka bili su sastojci dodataka prehrani u obliku praha.

Tablica 2. Popis uzoraka.

obrok

Broj Neto
Farmaceutski o Preporucena J ) Zemlja
Oznaka ) Biljni izvor dozirnih masa -
oblik dnevna doza o ] podrijetla
uzorka jedinica proizvoda
S1 tvrde kapsule kurk;an;:,rcrnl dvije kapsule 60 249 Hrvatska
S2 tvrde kapsule kurkuma dvije kapsule 60 30¢g Hrvatska
S3 tvrde kapsule kurkuma dvije kapsule 60 nu€ Italija
naznaceno
sS4 tvrde kapsule kurkuma, crni Jedna kapsula uz 30 19¢ Austrija
papar obrok
S5 tvrde kapsule kurkg:;:,rcrnl dV”eOﬁ%?EIe uz 60 35,22 g Hrvatska
kurkuma, crni Sest kapsula 45 nije
S6 tvrde kapsule ’ minuta prije 60 JV nepoznato
papar obroka naznaceno
S7 tvrde kapsule kurkuma jedna kapsula 66 779 Kanada
S8 tvrde kapsule kurkuma, crni dvije kapsule uz 60 30¢g Nizozemska
papar obrok
S9 tvrde kapsule kurkuma, crni Sest kapsula 60 n”? Tajland
papar naznaceno
S10 tvrde kapsule kurkuma tri kapsule nakon 100 n”? Tajland
obroka naznac¢eno
s11 meke Kapsule kurkuma, crni jedna kapsula uz 30 nlj? Hrvatska
papar obrok naznac¢eno
S12 meke kapsule kurkuma osam kapsula 60 55¢ Belgija
S13 meke kapsule kurkuma Jednaoli)ar%skula uz 30 3844 SAD
S14 meke kapsule kurkuma Jedna kapsula uz 30 1789 Hrvatska
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s15 tablete kurkuma, crni dvije tablete prije nlj? nlj? Tajland
papar obroka naznac¢eno | naznaceno
S16 tablete kurkuma Jedna tableta uz 30 499 SAD
obrok
S17 tablete kurkuma dvije tablete nu? nuse UK
naznaceno naznaceno
S18 tablete kurkuma, crni deset tableta 300 90g Njemacka
papar
S19 tablete indijski tamjan dvije tablete uz 40 67,29 SAD
obrok
$20 tablete _ Isurk_uma,_ dvije tablete prije 60 nlj? SAD
indijski tamjan obroka naznac¢eno
S21 prasak indijski tamjan - - 100 g Indija
S22 prasak andrografis - - 100 g Indija
S23 prasak andrografis - - 100 g Indija
S24 prasak andrografis - - 100 g Indija
S25 prasak crni papar - - 100 g Indija
S26 prasak kurkuma - - 2009 Hrvatska
S27 prasak kurkuma - - 100 g Njemacka
S28 prasak kurkuma - - 100 g Hrvatska
S29 prasak kurkuma - - 100 g Hrvatska
S30 prasak kurkuma - - 100 g Austrija
S31 prasak kurkuma - - 509 Hrvatska
S32 prasak indijski tamjan - - 100 g Grcka
S33 prasak indijski tamjan - - 200 ¢ Turska
. T . nije
S34 prasak indijski tamjan - - 100 g N
naznaceno

3.2. Ispitivanje teCenja prasaka — nasipna gustoéa i gusto¢a nakon protresivanja
Uzorcima S21 — S34 odredena je nasipna gusto¢a pomocu instrumenta (PT-DT300)
proizvodaca Pharma Test (Hainburg, Njemacka). Prvo je 500 g ispitivanog praska propusteno
kroz laboratorijsko sito s otvorima od 1 mm (Retsch, Hann, Njemacka). Nasipna gustoca i
gustoca nakon protresivanja odredena je za svaki uzorak u triplikatu prema protokolu opisanom
u <616> ,,Nasipna gustoca i gustoca nakon protresivanja prasaka‘ poglavlju u USP 43-NF 38.
Za svako mjerenje, priblizno 100 g svakog uzorka pazljivo je uliveno u graduirani cilindar od
250 mL (s mogucnoscu ocitanja 2 mL). Odreden je pocetni volumen uzorka. Izvodilo se redom

50, 500 pa 1250 protresivanja i mjeren je dobiveni volumen nakon svakog koraka. Ukoliko je
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razlika izmedu volumena pri 500 i pri 1250 protresivanja bila manja od 2 mL, mjerenje se time
zavrSava i oitava se kona¢ni volumen, a ukoliko je razlika ve¢a od 2 mL, postupak se ponavlja

dodatnih 1250 protresivanja sve dok razlika volumena ne bude manja od 2 mL.

3.3. Ispitivanje varijacije mase dozirnih oblika

Na dodacima prehrani u obliku tvrdih kapsula (S1 — S10), mekih kapsula (S11 — S14)
I tableta (516 — S20) provedeno je ispitivanje varijacije mase opisanom u poglavlju <2091>
,,Varijacija mase dodataka prehrani”. KoriStena je analiticka vaga s citljivos¢u od 0,001 mg
(MXS5, Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska). Izvagano je 20 netaknutih tvrdih kapsula uzorka
i izraCunata je prosjecna masa. Ukoliko je masa pojedinih dozirnih jedinica odredenog uzorka
unutar granica od 90 % i 100 % od prosjeéne mase kapsula, uzorak zadovoljava USP zahtjeve.
Po protokolu za meke kapsule, intaktne kapsule su pojedina¢no izvagane i oznacene. Zatim je
svaka kapsula otvorena, a sadrzaj je uklonjen ispiranjem ultra-¢istom vodom. Zaostalo otapalo
uklonjeno je isparavanjem na sobnoj temperaturi tijekom 30 minuta. Svaka pojedina¢na kapsula
je izvagana te je izracunat neto sadrzaj. Zahtjevi farmakopeje jednaki su onima za tvrde kapsule.
20 cijelih tableta pojedinacno su vagane te im je izracunata prosje¢na masa. Zahtjevi USP-a bili
su ispunjeni ako su se maksimalno dvije tablete razlikovale masom od prosjecne tablete za 1)
>5 % ako se radi o tabletama prosjecne mase manje od 130 mg, 2) >7,5 % ako se radi o
tabletama prosjeéne mase izmedu 130 mg i 324 mg, 3) 10 % ukoliko je prosje¢na masa tableta
veca od 324 mg. Nijedna tableta ne smije se razlikovati u masi za vise od dvostrukog navedenog

postotka.

3.4. Ispitivanje raspadljivosti

Raspadljivost tableta (S16 — S20), tvrdih (S1 — S10) i mekih (S11 — S14) kapsula
odredena je pomocu uredaja za ispitivanje raspadljivosti (PTZ-S) proizvodaca Pharma Test
(Hainburg, Njemacka) prema protokolu opisanom u USP 43-NF 38 smjernicama u poglavlju
<2040> , Raspadljivost i oslobadanje dodataka prehrani“. Po Sest tableta/kapsula svakog
dodatka prehrani stavljeno je u kivete u kosari i prekriveno cilindri¢nim diskom. Koristen je
medij (ultra ¢ista voda za ispitivanja tableta i 0,05 M acetatni pufer za kapsule) temperature 37

+ 2 °C. Prema USP zahtjevima sve dozirne jedinice trebaju se raspasti unutar 30 minuta.

3.5. Ispitivanje pucanja mekih kapsula
Za kapsule s mekom ovojnicom (S11 — S14) prema poglavlju <2040> ,,Raspadljivost
I oslobadanje dodataka prehrani iz USP 42-NF 38 propisano je i ispitivanje pucanja meke

kapsule pomoc¢u instrumenta za oslobadanje tipa 2. Koristen je instrument LDLT-A10 (Labtron
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Equipment Ltd., Fleet, UK) s brzinom rotacije lopatice 50 okretaja u minuti u mediju (ultra
Cista voda) pri 37,0 °C. Prema USP kriterijima prihvatljivosti, sve testirane kapsule trebale bi
puknuti unutar 15 minuta uz dozvoljeno odstupanje dvije od 18 kapsula koje moraju puknuti

unutar 30 minuta.

3.6. Ispitivanje rastrosljivosti

Ispitivanje rastrosljivosti tableta (S16 — S20) provedeno je prema USP 43-NF 38
smjernicama u poglavlju <1216> ,Rastrosljivost tableta® koriste¢i instrument PTF 100
proizvodac¢a Pharma Test (Hainburg, Njemacka). Za tablete s jedinicnom masom manjom ili
jednakom 650 mg uzet je uzorak cijelih tableta Cija je masa najbliza 6,5 ¢g. Za tablete s
jediniénom masom vec¢om od 650 mg uzet je uzorak 10 cijelih tableta. Test se izvodio u
triplikatu. Ocigledno napuknute ili okrhnute tablete ne prolaze test. Prema USP zahtjevima

prihvatljiv gubitak mase iznosi do 1 %.

3.7. Ispitivanje sile loma tableta
Sila loma tableta (S16 — S20) odredena je prema USP 43-NF 38 smjernicama u
poglavlju <1217> ,Sila loma tablete” na uredaju za ispitivanje tvrdoc¢e tableta TBH 125

(Erweka, Germany). Sila loma tableta odredena je za 10 tableta svakog uzorka.

18



4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom istrazivanju prikupljeno je 34 uzoraka koji sadrze biljne vrste koje se koriste

u terapiji upalnih bolesti crijeva. U uzorcima je utvrden sadrzaj bioloski aktivnih tvari kao i

fizikalno-kemijska svojstava ovih tvari (Brusac i sur., 2022; Jeli¢i¢ i sur., 2022). Istrazivanja su

potom usmjerena prema fizikalno-kemijskoj karakterizaciji dozirnih oblika.

Prema USP-ovom <616> poglavlju ispitana je nasipna gustoca i gustoc¢a nakon

protresivanja biljnih sirovina koje se koriste u pripremi dodataka prehrani (Tablica 3). Rezultati

su izrazeni pomocu Hausnerovog omjera i indeksa kompresibilnosti. Ranije je prikazan odnos

Hausnerovog omjera i indeksa kompresibilnosti s USP opisom svojstava teCenja (Tablica 1).

Tablica 3. Nasipna gustoca, gustoca nakon protresivanja, indeks kompresibilnosti i Hausnerov

omjer sastojaka dodataka prehrani.

Biljni izvor Kurkuma Indijski tamjan | Andrografis Crni papar
Nasipna gustoéa (g/mL)
Srednja vrijednost 0,4778 0,4201 0,3172 0,4555
Medijan 0,4698 0,4196 0,3236 -
Raspon vrijednosti 0,4070-0,5525 0,2958-0,5329 0,3040-0,3240 -
Nasipna gustoéa nakon protresivanja (g/mL)
Srednja vrijednost 0,6569 0,6159 0,5847 0,6263
Medijan 0,6664 0,61946 0,5892 -
Raspon vrijednosti 0,5644-0,7375 0,4986-0,7190 0,5779-0,5892 -
Hausnerov omjer
Srednja vrijednost 1,38 1,50 1,84 1,38
Medijan 1,39 1,45 1,81 -
Raspon vrijednosti 1,32-1,45 1,35-1,69 1,79-1,92 -
Indeks kompresibilnosti (%0)
Srednja vrijednost 27,5 32,7 45,7 27,3
Medijan 28,0 33,0 44,8 -
Raspon vrijednosti 24,3-31,0 25,9-40,7 44,0-48,4 -
USP kategorija Lose - Lose —vrlolose | Vrlo, vrlo lose Lose
prihvatljivo
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Prema cijelom rasponu izracunatih vrijednosti Hausnerovog omjera i indeksa
kompresibilnosti uzorci andrografisa po svojstvima teCenja spadaju u posljednju USP
kategoriju ,,vrlo, vrlo loSe* §to oznacava da se radi o izrazito kohezivnim sirovinama loSe
sipkosti. Prema istoj USP kategorizaciji, odnosno opisu teCenja, uzorci sirovina indijskog
tamjana smjeSteni su u kategoriju ,,loSe — vrlo loSe* §to znaci da su njihova svojstva tecenja i
sipkosti nesto povoljnija nego ona uzoraka andrografisa, medutim i dalje neprihvatljiva. Kod
andrografisa je primjetan i velik raspon medu dobivenim vrijednostima ¢ija srednja vrijednost
ulazi u kategoriju ,,vrlo lose“. Tecenje analiziranog uzorka crnog papra opisano je kao ,,lose®.
Uzorci sirovina kurkume po rezultatima raspona vrijednosti Hausnerovog omjera i indeksa
kompresibilnosti spadaju u kategoriju ,,lo§e — prihvatljivo®, s medijanom i srednjom vrijednosti
unutar kategorije ,,loSe*. Sirovine kurkume u prosjeku su najpovoljnije sipkosti i svojstava

teCenja medu ispitivanim sirovinama.

Prema USP poglavljima <2091> , Varijacija mase dodataka prehrani i <2040>
,,Raspadljivost i oslobadanje dodataka prehrani® za uzorke tvrdih kapsula (S1 — S10) ispitana
je varijacija mase (Tablica 4) i raspadljivost (Tablica 5).

Tablica 4. Varijacija mase dodataka prehrani u obliku tvrdih kapsula.

Varijacija mase
Oznaka 5 . Minimalni Maksimalni
K Naznacen | Prosjecna Postotak ostotak od ostotak od
uzorka a masa masa (Mg, | naznacene prr())sjeéne mase pprosjeéne USP kriterij
= (0)
(mg) n = 20) mase (%) (%) mase (%)
S1 400 496,8 124,2 95,6 104,4 zadovoljen
S2 500 601,1 120,2 93,6 105,4 zadovoljen
S3 600 600,3 100,1 94,7 106,9 zadovoljen
S4 633 649,8 102,6 93,3 106,5 zadovoljen
S5 587 597,8 101,8 95,5 104,4 zadovoljen
nije .
S6 y 1101,0 nepoznato 94,3 105,3 zadovoljen
naznaceno
S7 1167 830,2 71,1 98,6 101,6 zadovoljen
S8 500 499,6 99,9 97,7 104,2 zadovoljen
nije .
S9 . 579,4 nepoznato 92,6 107,1 zadovoljen
naznaceno
nije .
S10 N 507,8 nepoznato 89,5 106,5 zadovoljen
naznaceno
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Prema zahtjevu USP-a za varijaciju mase tvrdih kapsula po kojem masa svake pojedine

od 20 ispitivanih dozirnih jedinica mora biti u rasponu od 90 % do 110 % od prosje¢ne mase

kapsula, sve ispitane kapsule odgovaraju propisu. Kod uzorka S10 uocljivo je nesto znacajnije

odstupanje minimalne mase pojedine tvrde kapsule od prosje¢ne mase kapsula. Uocljiva su vrlo

velika odstupanja srednje vrijednosti mase odredenog uzorka od mase naznacene (deklarirane)

na proizvodu. Primjerice, kapsule uzorka S7 u prosjeku sadrze 71,1 % mase naznacene na

proizvodu, dok kapsule uzorka S1 sadrze cak 124,2 % naznacene mase. Uzorci S1 1 S8 u

prosjeku minimalno odstupaju od mase naznacene na pakiranju. Uzorci dodataka prehrani

oznaceni s S6, S9 1 S10 nisu imali nazna¢enu masu na proizvodu.

Tablica 5. Raspadljivost dodataka prehrani u obliku tvrdih kapsula.

Oznaka uzorka

Test raspadljivosti

Raspadljivost

(vrijeme raspadanja) USP kriteri)
S1 6 kapsula unutar 15 minuta zadovoljen
S2 6 kapsula unutar 15 minuta zadovoljen
S3 6 kapsula unutar 15 minuta zadovoljen
S4 6 kapsula unutar 30 minuta zadovoljen
S5 6 kapsula unutar 15 min zadovoljen
S6 6 kapsula unutar 30 minuta zadovoljen
S7 6 kapsula unutar 15 minuta zadovoljen
S8 6 kapsula unutar 15 minuta zadovoljen
39 6 kapsula unutar 30 minuta zadovoljen
S10 6 kapsula unutar 30 minuta zadovoljen

Svi ispitivani uzorci tvrdih kapsula zadovoljili su zahtjev USP poglavlja <2040> pri

ispitivanju raspadljivosti, odnosno svi uzorci su se potpuno raspali u roku od 30 minuta.
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Prema USP poglavljima <2091> ,Varijacija mase dodataka prehrani® i <2040>

,,Raspadljivost i oslobadanje dodataka prehrani* za uzorke mekih kapsula (S11 — S14) ispitani

su varijacija mase (Tablica 6), raspadljivost i test pucanja mekih kapsula (Tablica 7).

Tablica 6. Varijacija mase dodataka prehrani u obliku mekih kapsula.

Varijacija mase

Oznak
Minimalni | Maksimalni
a Prosje¢na Postotak
Naznacena postotak od | postotak od USP
uzork masa (mg, naznadene o
masa (mg) prosjecne prosjecne kriterij
a n=20) mase (%)
mase (%0) mase (%)
nije .
S11 . 1581,8 nepoznato 99,0 101,3 zadovoljen
naznaceno
S12 916,7 959,6 104,7 95,4 102,7 zadovoljen
S13 1280 1303,0 101,8 97,8 101,6 zadovoljen
S14 596 589,8 99,0 99,0 101,0 zadovoljen

Svi ispitani uzorci mekih kapsula (S11 — S14) zadovoljili su USP kriterij poglavlja

<2091> u ispitivanju varijacije mase. Niti jedan uzorak ne sadrzi dozirne jedinice koje

znacajnije odstupaju od prosjeéne mase uzorka (ispod 90 % ili iznad 110 % mase uzorka).

Najmanja odstupanja mase dozirne jedinice od prosjec¢ne mase uzorka su kod uzorka S14, dok

su dozirne jedinice uzorka S12 pokazale najvecu varijaciju u odnosu na prosjecnu masu.

Tablica 7. Test raspadljivosti i test pucanja dodataka prehrani u obliku mekih kapsula

Test raspadljivosti

Test pucanja

Oznaka
Raspadljivost (vrijeme USP
uzorka bacl (_ ! USP kriterij Vrijeme pucanja o
raspadanja) kriterij
) ) 6 kapsula unutar 1 )
S11 6 kapsula unutar 15 minuta zadovoljen ] zadovoljen
minute
) ] 6 kapsula unutar 1 )
S12 6 kapsula unutar 15 minuta zadovoljen ] zadovoljen
minute
. . 6 kapsula unutar 3 .
S13 6 kapsula unutar 15 minuta zadovoljen P . zadovoljen
minute
S14 6 kapsula unutar 15 minuta zadovoljen 0 kaps;::lzjtr;utar ! zadovoljen
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Prema propisima USP poglavlja <2040> za ispitivanje raspadljivosti mekih kapsula,
sve kapsule zadovoljavaju USP Kriterij. Svih Sest ispitivanih kapsula svakog uzorka potpuno se
raspalo unutar 15 minuta. Svi uzorci mekih kapsula zadovoljili su i USP kriterij za ispitivanje
pucanja mekih kapsula prema USP poglavlju <2040>. Svih 6 mekih kapsula uzoraka S11 i S12
pukle su unutar jedne minute, dok je kod uzorka S14 bilo potrebno vise vremena (Sedam

minuta) za pucanje svih kapsula.

Prema USP poglavljima <2091> , Varijacija mase dodataka prehrani“ 1 <2040>
,»Raspadljivost i oslobadanje dodataka prehrani* za uzorke tableta (S15 — S20) takoder su
ispitani varijacija mase (Tablica 8) i raspadljivost (Tablica 9). Prema poglavlju <1217> ,,Sila
loma tablete* odredena je sila loma tableta, a prema propisu iz poglavlja <1216>,,Rastrosljivost

tableta® ispitana je rastrosljivost tableta (Tablica 9.).

Tablica 8. Varijacija mase dodataka prehrani u obliku tableta.

Varijacija mase
Oznaka . Minimalni | Maksimalni
uzorka | Naznacena Prosjecna POStO:[ak postotak postotak USP
masa (mg, | naznalene . .y .
masa (mg) n=20) mase (%) prosjecne prosjecne kriterij
- 0 mase (%) mase (%)
S15 nije 2245 nepoznato 94,1 103,1 zadovoljen
naznaceno
S16 1633,3 1621,2 99,3 98,4 102,9 zadovoljen
S17 nu? 335,7 nepoznato 97,7 102,1 zadovoljen
naznaceno
zadovoljen
s18 300 294,0 98,0 95,0 107,7 | (Llableta
viSe od
7,5%)
S19 1680 1617,5 96,3 97,9 103,8 zadovoljen
S20 1584,5 1958,7 123,6 98,8 101,0 zadovoljen

Sve ispitivane tablete uzoraka S15 — S20 zadovoljavaju zahtjeve USP-a prema
rezultatima ispitivanja varijacije mase tableta. Kod uzorka S18 masa jedne tablete odstupala je
od prosjecne mase za vise od 7,5 % (granica odstupanja za tablete prosje¢ne mase izmedu 130
mg i 324 mg) §to je i dalje prihvatljivo jer se ne radi o vise od dvije tablete i odstupanje nije

vecée od 15 % (za tablete prosjecne mase izmedu 130 mg i 324 mg).
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Tablica 9. Test raspadljivosti, sile loma tablete i rastrosljivosti dodataka prehrani u obliku

tableta.
Test raspadljivosti Sila loma tablete Rastrosljivost
Oznaka
uzorka Raspadljivost (vrijeme L Tyrdoca RSD | Rastrosljivost USP
. USP Kriterij (N, 7 L
raspadanja) n=10) (%) (%, n=3) kriterij

s15 | Stabletase upotpunosti | oo e | 460 | 01 <001 | zadovoljen
raspalo unutar 15 minuta

S16 6 tableta se u potpunosti zadovoljen 248,5 7,7 <0,01 zadovoljen
raspalo unutar 30 minuta

S17 6 tableta se u potpunostl zadovoljen 73,7 12,4 <0,01 zadovoljen
raspalo unutar 1 minute

S18 6 tableta se u potpunosti zadovoljen 21,7 6,5 0,14-0,38 zadovoljen
raspalo unutar 5 minuta

S19 6 tableta se u potpunosti zadovoljen 241,0 10,2 <0,01 zadovoljen
raspalo unutar 25 minuta
niti jedna tableta se nije niie

S20 potpuno raspala unutar 1€ 138,2 7,2 0,1-0,28 zadovoljen

! zadovoljen
30 minuta

Kriterij USP-a za ispitivanje raspadljivosti za tablete prema poglavlju <2040>

zadovoljile su sve tablete osim onih uzorka S20. Niti jedna tableta uzorka S20 nije se u

potpunosti raspala u propisanom vremenu (30 minuta). Tablete uzorka S17 potpuno su se

raspale unutar samo jedne minute. Sila loma tableta uzoraka bila je u rasponu od 27,7 N do

248,5 N. Uocljivo je da je za tablete vece mase bilo potrebno primijeniti vecu silu da bi pukle.

Neki od ispitivanih uzoraka (S17, S19) imaju relativno standardno odstupanje u rezultatima sile

loma tableta vece od 10 %.

Prema USP poglavlju <1216> maksimalni dozvoljeni gubitak mase prilikom

ispitivanja rastrosljivosti je 1 % S§to znaci da su sve ispitivane tablete zadovoljile navedeni

kriterij. Masa uzoraka S15, S16, S17 i S19 neznatno se promijenila prilikom ispitivanja

rastrosljivosti.
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu provedena je fizikalno-kemijska karakterizacija dodataka prehrani koji se koriste
u lijecenju upalnih bolesti crijeva. Provedena su ispitivanja nasipne gustoce i gusto¢e nakon
protresivanja (USP <616>), varijacije mase dozirnih oblika (USP <2091>), raspadljivosti (USP
<2040>), pucanja mekih kapsula (USP <2040>), rastroSljivosti tableta (USP <1216>) i
ispitivanje sile loma tableta (USP <1217>).

1) Uzorci praskastih sirovina za izradu biljnih dodataka prehrani u ispitivanju nasipne gustoce
I gustoce nakon protresivanja pokazali su losa svojstva te¢enja. To znaci da se radi o izrazito
kohezivnim praScima loSe sipkosti $to bi moglo uzrokovati poteskoce u proizvodnom procesu
dodataka prehrani te rezultirati neujednaceno$éu sadrzaja i znacajnom varijacijom mase
dozirnih jedinica. Najbolja svojstva teCenja pokazale su sirovine kurkume, a najlosija sirovine

andrografisa.

2) Svi ispitivani uzorci zadovoljili su USP uvjete za varijaciju mase dozirnih oblika, pucanje

mekih kapsula i rastro§ljivost tableta.

3) Jedan uzorak tableta nije prosao Kriterije USP-a za raspadljivost jer se niti jedna od 6
ispitivanih tableta nije raspala unutar 30 minuta. Zadovoljavanje testa raspadljivosti minimalan
je uvjet za oslobadanje djelatne tvari iz oblika pa moZemo zakljuciti da uzorak nece biti

u¢inkovit in vivo.

4) 1z rezultata ispitivanja sile loma tableta za uzorke tableta S10 i S12 (RSD > 10 %) mozemo
zakljuciti da postoji varijabilnost medu jedinicama u izmjerenoj sili loma $to moze indicirati

potencijalne varijacije u raspadanju i otapanju lijeka.
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8. SAZETAK/SUMMARY

Upalne bolesti crijeva skupina su autoimunih bolesti koje karakterizira kroni¢no ili
relapsno upalno stanje u gastrointestinalnom traktu. Zabrinjava rast incidencije i prevalencije
ovih bolesti u opcoj populaciji jer ozbiljno narusavaju kvalitetu Zivota pacijenata i predstavljaju
brojne izazove za zdravstvo. Zbog izazovnog i dugotrajnog lijeCenja, pacijenti s upalnim
bolestima crijeva nerijetko posezu za dodacima prehrani. Kako je broj pacijenata koji koriste

dodatke prehrani u porastu, u fokus dolazi pitanje kontrole kvalitete dodataka prehrani.

Cilj ovoga rada bio je prema USP protokolima provesti fizikalno-kemijsku

karakterizaciju biljnih dodataka prehrani koji se koriste u terapiji upalnih bolesti crijeva.

Ispitano je 36 uzoraka u razli¢itim dozirnim oblicima: tablete, prasci, tvrde i meke
kapsule. Provedena su sljede¢a ispitivanja: ispitivanje nasipne gustoe i gusto¢e nakon
protresivanja (USP <616>), varijacije mase dozirnih oblika (USP <2091>), raspadljivosti (USP
<2040>), pucanja mekih kapsula (USP <2040>), rastrosljivosti tableta (USP <1216>) i sile
loma tableta (USP <1217>). Najbolja svojstva teCenja prema nasipnoj gusto¢i nakon
protresivanja medu ispitivanim uzorcima praSaka imaju sirovine kurkume, a najlosija uzorci
andrografisa. Sve ispitivane tablete i kapsule zadovoljile su kriterij USP-a u ispitivanju
varijacije mase. Samo jedan uzorak (S20) nije zadovoljio Kkriterij raspadljivosti. U ispitivanju
pucanja mekih kapsula i rastroSljivosti tableta svi su uzorci zadovoljili USP kriterije. Sila loma
ispitanih tableta bila je u rasponu od 27,7 do 248,5 N. Losa svojstva teCenja sirovina mogla bi
uzrokovati neujednacenost dozirnih jedinica, a tableta koja se nije raspala najvjerojatnije nece

biti ué¢inkovita in vivo.
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Inflammatory bowel diseases are a group of autoimmune diseases characterized by
chronic or relapsing inflammatory conditions in the gastrointestinal tract. The increasing
incidence and prevalence of these diseases in the general population are concerning because
they seriously compromise the quality of life of patients and present numerous challenges for
healthcare Due to challenging and prolonged treatment, patients with inflammatory bowel
diseases often turn to dietary supplements. As the number of patients using these supplements

is growing, it is important to investigate their effectiveness and safety.

The aim of this thesis was to conduct a physicochemical characterization of herbal
dietary supplements used in the therapy of inflammatory bowel diseases according to the USP

protocols.

36 samples were tested in various dosage forms: tablets, powders, hard and soft
capsules. The following tests were carried out: bulk density and tapped density (USP <616>),
weight variation of dosage forms (USP <2091>), disintegration (USP <2040>), soft capsule
rupture (USP <2040>), tablet friability (USP <1216>) and tablet breaking force (USP <1217>).
The raw materials of turmeric have the best flow properties, according to tapped density testing,
among the tested powder samples, while the andrographis samples have the least desirable flow
properties. All tested tablets and capsules passed the USP weight variation test. Only one
sample (S20) did not meet the disintegration criteria. In the soft capsule rupture and tablet
friability testing, all samples met the USP criteria. Tablet breaking force was in the range from
27.7 to 248.5 N. Poor raw material flow characteristics can cause unequal dosing units, while a

tablet that did not disintegrate is unlikely to be effective in vivo.
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