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Sazetak

Cilj istrazivanja: Uporaba zelenih analitickih metoda jos uvijek je ograni¢ena u farmaceutskom
podrucju, posebice u aktivnostima kontrole kvalitete. Ozelenjavanje analitickih metoda postalo je
od velikog interesa u podrucju farmaceutske analize kako bi se zastitilo zdravlje operatera i okolis.
Metode po kojima se ispituju djelatne tvari, dio gotovih lijekova i dr. propisane su farmakopejama,
stoga je cilj ovog istrazivanja na modelu izabranih djelatnih tvari ispitati koliko su zelene metode

za odredivanje sadrzaja i oneciS¢enja tih tvari u Europskoj farmakopeji.

Materijal i metode: VrSena je procjena zelenosti metoda opisanih za odredivanje sadrzaja i
onecCis¢enja za Sest lijekova iz skupine imunosupresiva i 5-aminosalicilata, azatioprina,
merkaptopurina, mesalazina, sulfasalazina, budesonida i osalazina prema moografijama Europske
farmakopeje 10.3. Zelenost opisanih metoda odredena je koriste¢i dva slobodno dostupna alata
AGREE i AMGS. Visi AGREE i nizi AMGS zbir znace zeleniju metodu. Dobiveni rezultati alata
za izracun zelenosti metoda su pojedinac¢no opisani, a za usporedbu rezultata dvaju alata koristen
je test Spearmanove korelacije. Statisticka znacajnost je postavljena na p <0,05. Statisticka analiza

je napravljena koriste¢i softver MedCalc verzijal9.1.2 (MedCalc Software, Ostend, Belgija).

Rezultati: AGREE zbir za metode odredivanja sadrzaja bio je u rasponu od 0,38 do 0,54 i postizao
visi zbir za titrimetrijske metode. AGREE za metode odredivanja onecis¢enja se kretao od 0,33 do
0,43. Sukladno izra¢unima prema AGREE moZe se zaklju€iti da su metode za odredivanje sadrzaja
aktivne tvari zelenije od onih za odredivanje onec¢is¢enja. AMGS zbir za metode oneciscenja je
bio u rasponu od 58,63 do 312,07. Metoda za odredivanje sadrzaja budesonida je postigla 837,93
AMGS zbir. Prema provedenoj statistickoj obradi AGREE i AMGS rezultata za istrazivane

metode, nije pronadena znacajna korelacija medu dvama izracunima (r = -0,421; P = 0,226).



Zakljucak: Rezultati ovog istrazivanja upucuju na zakljucak da se postojece farmakopejske metode
za odredivanje sadrzaja i oneciS¢enja u djelatnim tvarima ne mogu smatrati zelenima sukladno

dostupnim alatima za procjenu ekoloske prihvatljivosti analitickih metoda.



Summary

Objectives: The use of green analytical methods is still limited in the pharmaceutical field,
especially in quality control activities. The greening of analytical methods has become of great
interest in the field of pharmaceutical analysis in order to protect operator health and the
environment. The methods by which active substances, part of finished medicines, etc. are tested
are given in pharmacopoeias, therefore the aim of this research is on the examine greenness of
methods for determination of assay and impurities in European Pharmacopoeia on a model of

selected active substances.

Material and Methods: An assessment of the greenness of the methods for determining assay and
impurities of six drugs from the group of immunosuppressants and 5-aminosalicylates was
performed, azathioprine, mercaptopurine, mesalazine, sulfasalazine budesonide and osalazine,
according to the European Pharmacopoeia 10.3. monographs. The greenness of the described
methods was determined using two freely available tools AGREE and AMGS. A higher AGREE
and a lower AMGS score mean a greener method. The obtained results of the method's greenness
are described individually, and the Spearman rank correlation test was used to compare the results
of the two tools. Statistical significance was set at p < 0.05. Statistical analysis was performed

using MedCalc software version 19.1.2 (MedCalc Software, Ostend, Belgium).

Results: The AGREE score for assay methods ranged from 0.38 to 0.54 and achieved a higher
score for titrimetric methods. AGREE for impurities methods ranged from 0.33 to 0.43. According
to the calculations of AGREE, it can be concluded that the methods for determination of assay
active substances are greener than those for detection of impurities. The AMGS total score for
impurities methods ranged from 58.63 to 312.07. The budesonide assay determination method

achieved 837.93 AMGS total score. According to the performed statistical analysis of AGREE and

Vi



AMGS results for the investigated methods, no significant correlation was found between the

results of the two calculations (r = -0.421; P = 0.226).

Conclusion: The results of this research point to the conclusion that the existing pharmacopoeial
methods for determining the assay and impurities in active substances cannot be considered green

according to the available tools for assessing the ecological acceptability of analytical methods.
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1. Uvod i pregled podrucja istraZivanja

U proteklim desetlje¢ima, zbog brzog porasta svjetske populacije, pove¢anog tereta bolesti
I zajedno s brzim i kontinuiranim razvojem farmaceutske industrije, suvremeni se svijet suocava s
nevidenim stopama rasta farmaceutske proizvodnje kao i potrosnje lijekova (1-3). Posljedi¢no kao
oneciS¢enja od sve veceg interesa farmaceutski proizvodi dospijevaju u okoli§ putem komunalnih
ili industrijskih otpadnih voda i predstavljaju rizik po okolis (2). Gotovo 10 000 humanih
farmaceutika se trenutno koristi, a proizvode se u koli¢inama koje prelaze stotine tona godisnje (1-
3). Stovise, tisuée farmakoloski aktivnih spojeva je u razli¢itim fazama razvoja, a kontinuirano

rastuci broj dostupnih lijekova ¢e dovesti do sve veceg broja farmaceutskih onecisc¢enja (2).

Proizvodnja i povecana uporaba humanih i veterinarskih lijekova je ostavila trag u okoliSu
tijekom vremena. Procesi proizvodnje lijekova imaju znacajan utjecaj na okolis §to je u konacnici
utjecalo na znacaj kemije za drustvo. Farmaceutska industrija utjeCe na okoli$ kroz uglji¢ni otisak
koji zaostaje tijekom proizvodnje i kontrole kvalitete farmaceutskih proizvoda te kroz lanac
opskrbe $to u konacnici moze voditi do klimatskih promjena (4). Prema jednoj studiji uglji¢ni
otisak farmaceutske industrije u smislu emisija je bio 55 % veci u usporedbi s automobilskom
industrijom. U 2015. godini procijenjena je globalna emisija farmaceutske industrije na oko 52
milijuna metrickih tona ekvivalenta uglji¢nog dioksida, dok je automobilska industrija proizvela
46 milijuna metrickih tona ekvivalenta uglji¢nog dioksida (5). Opc¢enito gledajuci, klimatski otisak
globalnog zdravstvenog sustava iznosi 4,4 % globalnih neto emisija. Prema apsolutnim
vrijednostima emisija zdravstvenog sustava, u sam vrh su se smjestile Sjedinjene Americke Drzave

(27 %), a slijede ih Kina (17 %) i Europa (5 %) (4).

Procjenjuje se da ¢e u razdoblju izmedu 2030. i 2050. biti 250 000 dodatnih smrti godisnje

uzrokovanih klimatskim promjenama. Klimatske promjene mogu izazvati fenomene poput



ekstremnih vremenskih uvjeta, porasta razine mora i temperatura i porasta razine ugljikovog
dioksida. Bolesti i stanja koja ¢e nastati kao posljedica klimatskih promjena ¢e imati utjecaj na
potraznju u zdravstvenom sustavu i farmaceutskoj industriji. U farmaceutskoj se industriji moze
ocekivati povecana potraznja za lijekovima. U ovoj promjeni za potraznjom lezi i1 prilika
farmaceutske industrije da nove generacije lijekova proizvodi u skladu s nacelima zelene kemije

(4).

Onecis¢enje lijekovima i farmaceutsko oneciséenje je rastuéi problem i prepoznato je kao
jedan od najveéih rizika za ekosustave (6, 7). RjeSenja se mogu implementirati na pocetku, prije
nego lijekovi 1 meduproizvodi dospiju u okoli§ razboritom uporabom lijekova, propisivanjem
¢e biti 1 rjeSavati postojeCe probleme, primjerice razvojem odrzivih sustava za prociS¢avanje
otpadnih voda. U konacnici, edukacija zdravstvenih djelatnika i drustva i suradnja svih dionika ¢e
biti potrebna (6). Prilikom implementacije razliitih rjeSenja i strategija, osobitu pozornost treba
obratiti na to da se ne dovede u pitanje pristup sigurnim i ucinkovitim lijekovima za ljude 1

zivotinje (7).

Rezultat proizvodnje 1 potroSnje farmaceutskih proizvoda je prisutnost aktivnih
farmaceutskih supstancija (engl. Active Pharmaceutical Ingredient, API) u okoliSu, odnosno
ekosustavu (4). Danas se diljem svijeta ¢esto biljezi njihova pojava u prirodnom okruzenju. Kao
vrsta bioloski aktivnih spojeva posebno dizajniranih da budu ucinkoviti ¢ak 1 pri vrlo niskim
razinama, farmaceutski proizvodi u okoliSu mogu imati negativan utjecaj na zdravlje ljudi ili
drugih ne-ciljnih organizama zbog dugotrajne izlozenosti (8). Lijekovi mogu dospjeti u okolis u
fazi razvoja kao polazni materijali, tijekom proizvodnje, transporta i skladiStenja (9). S obzirom

na to da se tek rijetki lijekovi potpuno metaboliziraju u organizmu, u okoliSu nerijetko zavrSavaju



API-ji i njihovi metaboliti (10). Aktivne tvari pronalaze svoj put do morskog i kopnenog okolisa
zbog njihovog pustanja iz proizvodnih pogona, iz otpadnih voda nakon konzumacije lijekova ili
kao rezultat neprikladnog zbrinjavanja lijekova kojima je istekao rok valjanosti ili su ostali
neiskoriSteni (11-14). Svaki dionik unutar lanca opskrbe lijekovima, od farmaceutske industrije do
pacijenta ima vaznu ulogu u smanjenju Stetnih u¢inaka farmaceutskih aktivnosti na okolis. Klju¢ni

dionik u utjecaju lijekova i farmaceutskih aktivnosti na okoli$ je ipak farmaceutska industrija (5).

Nedavne studije pokazuju da se odredeni lijekovi bioakumuliraju u ne-ciljnim
organizmima i postizu tkivne koncentracije znacajno viSe od okolisnih (15). Prema jednom
istrazivanju u divljim europskim ribama za nekoliko su lijekova izmjerene njihove koncentracije
koje prelaze humane terapeutske plazmatske koncentracije (16). Vazno je naglasiti da
bioakumulacija nije ograni¢ena samo na vodene organizme, ve¢ se ponekad opazi i u kopnenih
organizama, kao i u biljaka (6, 7). Nadalje, ljudi mogu ovim lijekovima biti izloZeni kroz prehranu
(17). Primjeri konkretnih onec¢is¢enja su porast otpornosti bakterija zbog prisutnosti antibiotika u

okoliSu i utjecaj etinil estradiola na razmnoZavanje u riba (18).

1.1. Ekofarmakovigilancija

Diklofenak se 1990-ih i 2000-ih nasiroko koristio u veterinarskoj palijativnoj skrbi goveda.
Ono $to se u to vrijeme nije znalo jest da su lesine ovih goveda bile kobne za leSinare koji su ih
konzumirali. Tek 2003. godine su znanstvenici otkrili da je diklofenak nefrotoksican za leSinare,
no tada se ve¢ dogodila ekoloska katastrofa. Konzumacija leSina zatrovanih diklofenakom dovela
je do kolapsa cijele populacije supova u Indiji, Pakistanu i Nepalu. Procjene su da se u dvadesetak
godina zatrovano i uginulo preko 60 milijuna ptica (6, 19). Ovo je vazan primjer koji pokazuje da
se Stetni ucinci izlozenosti ne-ciljnih vrsta za odredeni APl nuzno ne moze predvidjeti na temelju
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iskustva s humanom terapijom, a jo§ manje se zna i o utjecaju lijekova na biljke (7, 17). Stovise,
Cini se da farmaceutska oneciS¢enja drugacije Stetno djeluju na bioloske sustave u sinergiji nego
pojedinacno (2). Potaknuto ovom katastrofom, i iz potrebe za razvojem programa koji bi nadzirao
sve aspekte nenamjernih 1 Stetnih posljedica lijekova brojni autori uvode novi pojam
ekofarmakovigilancije, discipline koja ¢e pratiti utjecaj lijekova na okolis$ (6, 20). Cilj je osigurati
da se znacajni ekoloski problemi povezani s farmaceutskim proizvodima u okolisu identificiraju
na vrijeme i da se njima upravlja na odgovarajuci na¢in (21). Ekofarmakovigilancija se definira
kao skup aktivnosti vezanih uz otkrivanje, procjenu, razumijevanje i prevenciju u slucaju Stetnih
utjecaja lijekova na okoli$ (9). Pristupi ekofarmakovigilancije ukljucuju zeleni dizajn lijekova,
zelenu kemiju u razvoju, razvoj biorazgradivih proizvoda, minimizaciju proizvodnih emisija,
edukaciju o racionalnoj uporabi lijekova, poboljSanje propisivackih praksi, upravljanje
neiskoristenim lijekovima i dr. (21). S obzirom na to da je u biti kontinuirano antropogeno
ispustanje lijekova u okoli$ temeljni uzrok farmaceutskog oneciscenja i njegovog rizika za okolis,
ekofarmakovigilancija naglaSava upravljanje i1 regulaciju ljudskog ponasSanja povezanog s

farmaceutskim proizvodima (2).

Prije nego se pokusa unaprijediti postupak eliminacije lijekova iz otpadnih voda i okolisa,
razumno je pokusSati djelovati na uzroku (6). Veliki dio potrebe za odlaganjem lijeka na prvom
mjestu mogao bi se eliminirati usredotoCujuci se na korektivne radnje usmjerene prema uzrocima
akumulacije lijekova dizajniranjem i implementacijom mjera za smanjenje oneciS¢enja (20).
Racionalna uporaba lijekova je termin postavljen od stru¢njaka Svjetske zdravstvene organizacije
jos 1985. godine. Znacenje iza ovog pojma je pacijenti dobivaju prikladne lijekove za svoje
klinicke potrebe, u dozama koje odgovaraju njihovim individualnim potrebama, primjereno

vremensko razdoblje i pri najmanjoj cijeni za njih i zajednicu. Ovaj je pojam sluzio kao



konceptualni okvir za pobolj$anje propisivackih praksi u smislu izbjegavanja polifarmacije i sl.
Medutim, on se moze prosiriti kako bi se u obzir uzeo cilj postizanja optimalnog zdravlja za ljude,
zivotinje i stanja naSeg okolisa (22). Ovaj se pristup donekle i koristi u smislu smanjenja koristenja
antimikrobnih lijekova i njihovog utjecaja na okoli§. Opcenito bi smanjenje neprikladne uporabe
lijekova smanjilo njihov ulazak u ekosustave i dovelo do poboljSanja za zdravlje ljudi i okolisa (6,

23).

Christian Daughton, bivsi ravnatelj Americke agencije za okoli$ je predlozio termin eko-
propisivanje ili zeleno propisivanje. Ovo bi podrazumijevalo da propisivac uzima u obzir i svojstva
i okolisno ponasanje lijekova kada se oni propisuju. To moze predstavljati svojevrsni izazov jer
odredeni lijekovi koji su Cesto koristeni se mogu izlucivati nepromijenjeni i akumulirati u okoliSu
(6, 24). Doza odreduje koli¢inu API-ja koje se kontinuirano ispustaju u okoli$ putem izlucivanja,
kupanja (kao rezultat lokalne primjene i izlu€ivanja putem znoja) i odlaganja neiskoriStenih
viSkova. Nerazborito ili neprikladno propisivanje, ukljucujuéi pretjerano propisivanje, pogresno
propisivanje, off-label primjena, primjena visih doza od potrebnih i lije¢enje dulje nego je potrebno

moze doprinijeti nakupljanju neiskori$tenih lijekova (25).

Dvije su strategije davno odbacene kao neizvedive ili nepromisljene, propisivanje nizih
doza i odabir API-ja temeljen na dokazima vodeci se njihovim profilima izlu¢ivanja (propisivanje
onih API-ja koji pokazuju minimalno izlu¢ivanje mati¢nog lijeka, bioaktivnog proizvoda ili
reverzibilnih metaboli¢kih konjugata). Propisivanje lijekova s djelatnim tvarima koje se potpuno
metaboliziraju bi imalo manji u¢inak na okoli$, medutim, uzimanje farmakokinetike lijekova 1
utjecaja na okoli$ u obzir prilikom propisivanja je iznad moguénosti lije¢nika koji su ograniceni
vremenom (25). Istrazivanja i potvrduju da lije¢nici ne uzimaju ekoloske ¢imbenike u obzir

prilikom propisivanja lijekova (7). Sa svakim propisanim lijekom propisiva¢ nehotimice izlaze



druge osobe, koje nisu njegov pacijent, razinama farmakolo$ki aktivnih tvari ekskrecijom. lako je
doza lijeka znacajan faktor u onecis¢enju lijekovima, on se Cesto odbacuje kao nepromjenjiv cilj
za kontrolu oneciS¢enja. Propisivanje i doziranje lijekova danas je po principu one-size fits all.
Neki autori iz ovog razloga predlazu i razmatranje propisivanja nizih doza od odobrenih,
pronalaze¢i potvrdu za svoje stavove u Cinjenici da brojne nuspojave lijekova nastaju zbog
pretjerane doze 1 tumaceci to Cinjenicom da je propisana doza zapravo prevelika za odredene
pojedince (25). Prilagodba doze je zapravo korak prema personaliziranoj medicini (17). Vazno je
naglasiti da se zabrinutost oko API-ja odnosi i na njihove aktivne metabolite, toksi¢ne metabolite
transformacije u okolisu i toksi¢ne degradacijske produkte (25). Nastavak ove priée je izabiranje
djelatnih tvari prema farmakogenomskim specificnostima pacijenta, u smislu izabiranja lijekova
koji ¢e se u pojedinog pacijenta potpunije metabolizirati (17). Istaknimo ovdje da ¢ak i ako
odredeni lijek posjeduje ekoloski prihvatljiv profil izlu¢ivanja, njegovo javljanje u okoliSu moze
biti znacajno. Primjer za ovo je kofein za kojeg vrijedi da se kod ljudi manje od 2 % izluCuje
nepromijenjen. Medutim, temeljem javne potros$nje raznih kofeinskih napitaka, kofein je jedno od

najzastupljenijih farmaceutskih oneciscenja (2).

U cilju procjene utjecaja APl-ja na okoli 2005. je u Svedskoj uveden klasifikacijski sustav
koji je u obzir uzeo tri faktora, otpornost na mikrobnu degradaciju, potencijal za bioakumulaciju i
ekotoksi¢nost (26, 27). Dva faktora koja ne uzima u obzir su potencijal aktivne supstancije da ude
u okoli$ koja ovisi o farmakokinetici 1 smanjenje ulaska u okoli§ jednostavnim sniZavanjem doze.

Snizavanje doze naravno se ne moze razmotriti za sve indikacije i lijekove (25).

Jedan od potencijalnih pristupa za poboljSavanje propisivacke prakse je 1 uzimanje
farmekokinetickih faktora u obzir, primjerice, izabiranje lijekova s kra¢im okoliSnim poluvijekom

zivota ili s manjim potencijalom za bioakumulaciju. Predlozeni princip odrzivog ekopropisivanja,



kao dopunu svedskom eko-oznacavanju u obzir uzima farmakokinetiku lijekova, odnosno njihov
potencijal da uopée dospiju u okoli§ nepromijenjeni koriste¢i biofarmaceutsku klasifikaciju
raspodjele lijekova (engl. Biopharmaceutics Drug Disposition Classification System, BDDCS,
Slika 1) (24). Biofarmaceutski sustav klasifikacije raspodjele lijekova predloZen je kao osnova za
predvidanje vaznosti transportera u odredivanju bioraspolozivosti i raspodjele lijekova. BDDCS
moze biti koristan u predvidanju putova eliminacije lijeka. Glavni put eliminacije za lijekove klase
1 i klase 2 visoke permeabilnosti u ljudi je metabolizam, dok je glavni put eliminacije za lijekove
klase 3 i klase 4 niske permeabilnosti u ljudi izlu¢ivanje nepromijenjenog lijeka putem bubrega i
zuci (28). Usprkos brojim ograni¢enjima ovog istraZivanja, rezultati su uputili na to da su lijekovi
BDDCS klase IV gotovo dvostruko ¢eS¢e imali poviSene razine u okoliSu. Vise razine lijekova ove
klase se 1 ocekuju ne samo zbog zanemarivog metabolizma ve¢ i zbog niske potencije, odnosno
potrebe za primjenom visih doza. Potrebno je naglasiti da za odredene lijekove koji su namijenjeni
isklju¢ivo za topikalnu primjenu uopée ne mora dolaziti do farmakokineticke izmjene i oni gotovo

nepromijenjeni kupanjem dolaze u okolis$ (24).
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Slika 1. Biofarmaceutski sustav klasifikacije raspodjele lijekova

1.2. Zelena kemija

Moderna farmaceutska i kemijska industrija razvile su se kao spin-off industrije sintetickih
bojila. Prvi sinteticki lijekovi su bili relativno jednostavne molekule, ali u sljede¢ih nekoliko
desetljeca su postajale sve sloZenije, kao primjer moZemo navesti polusintetske beta-laktamske
antibiotike i steroidne hormone 1940-ih i antitumorski lijek taksol 1990-ih. Doista, moderna
farmaceutska industrija uspjeh uvelike duguje izvanrednim dostignu¢ima organske sinteze u
proslom stoljec¢u. Medutim, mnoge od ovih hvaljenih 1 Siroko primjenjivih reakcija su razvijene u
vrijeme kada toksi¢na svojstva mnogih reagensa i otapala nisu bila poznata i minimizacija otpada
i odrZivost nisu bili istaknuti kao problemi. Problem otpada u kemijskoj industriji je zapazen 1980-
ih, zatvaranjem tvornice Oce' Andeno u Nizozemskoj koja je godis$nje proizvodila priblizno 100

tona farmaceutskog meduproizvoda floroglucinola. Tvornica je zatvorena kada su se troskovi



zbrinjavanja otpada priblizili prodajnoj cijeni proizvoda (29). Do sredine 1980-ih, kemijski i
farmaceutski intermedijer floroglucinol (1,3,5-benzen triol) uglavnhom se proizvodio iz 2,4,6-
trinitrotoluena (TNT). Prvi korak ukljucuje oksidaciju s kalijevim dikromatom. On proizvodi
floroglucinol u ukupnom prinosu od vise od 90 % u tri koraka i, prema klasi¢nim konceptima
ucinkovitosti reakcije, opcenito bi se smatrao ucinkovitim procesom. Medutim, osim Zeljenog
proizvoda, proces stvara 40 kg krutog otpada koji sadrzi Cr2(SOa4)3, NH4Cl, FeCl; i KHSO;4 za
svaki dobiveni kilogram floroglucinola. Na kraju je ovaj postupak ukinut zbog previsokih troskova
povezanih s odlaganjem otpada koji sadrzi krom. Floroglucinol iznosi samo 5 % ukupne mase
proizvoda nastalih u stehiometrijskoj jednadzbi, ostatak se sastoji uglavnom od anorganskih soli.
Reakcija stehiometrijski predvida stvaranje oko 20 kg otpada po kilogramu floroglucinola.
Medutim, ovo odgovara idealnoj situaciji u kojoj se koriste toc¢ni stehiometrijski omjeri reagensa
i kemijski prinos je 100 %. U praksi, visak oksidansa i reducensa i veliki visak sumporne kiseline,
koji se naknadno mora neutralizirati bazom dovode do izoliranog prinosa floroglucinola od 90 %.
Ovo lako objasnjava uoceno stvaranje 40 kg otpada po kilogramu Zeljenog proizvoda, umjesto 20
kg koliko se moZe ocekivati na temelju stehiometrijske jednadZbe. Sama koli¢ina otpada koja se
generira ovim procesom je dovela do analize i drugih procesa u proizvodnji lijekova i kemikalija
i otkrila da ovo niposto nije izuzetak. To je kasnije predstavilo osnovu za razvoj koncepta E faktora
za procjenu utjecaja procesa kemijske proizvodnje na okoli§. Postalo je jasno da je potrebna
promjena paradigme industrijske organske sinteze od tradicionalnih koncepata ucinkovitosti i
selektivnosti reakcije koji se baziraju ponajvise na kemijskom prinosu, do onih koje pripisuju
vrijednost koristenju sirovina, uklanjanju otpada i izbjegavanju uporabe otrovnih i/ili opasnih tvari.
Kemicari koji su se bavili organskom sintezom su dobro poznavali pojmove kao §to je selektivnost

reakcije (prinos podijeljen s konverzijom) i kemo-, regio-, stereo- i enantio-selektivnost. Nasuprot



tome, do sredine 1990-ih, nisu bili navikli razmatrati selektivnost atoma ili iskoriStenje atoma
reakcije, tj. koliki dio mase reaktanata zapravo zavrsi u proizvodu, a ostalo je po definiciji, otpad.
Ova je selektivnost od najvece vaznosti u kontekstu procjene utjecaja industrijskih organskih

sinteza na okolis (30).

Da kemikalije mogu onecistiti okoli§ danas je dobro poznato. Medutim, zabrinutost u vezi
s takozvanim onecis¢enjima od sve veceg interesa raste s lijekovima u fokusu. Farmaceutski
proizvodi imaju dvije vazne karakteristike koje pokre¢u ovu preokupaciju. Oni proizvode
farmakoloske ucinke u niskim koncentracijama, poput onih u okolisu i dizajnirani su imajuci na

umu stabilnost, tako postoji vjerojatnost da ¢e stupiti u interakciju s ciljnom molekulom (6, 31).

Osim API-ja, onecis¢enju doprinose i pomoc¢ne tvari kao i druge kemikalije koje se koriste
u proizvodnji (17). Znanstvenici su pratili utjecaj farmaceutskih proizvoda na okoli§ tijekom
posljednjih 30 godina, a tijekom posljednjeg desetljeca je opazen povecan interes na tu temu (4,
32). Povecana svijest o utjecaju farmaceutske proizvodnje na okolis je dovela do pojave metoda

zelene sinteze (4).

1.2.1. Nacela zelene kemije

Pojam zelena kemija uveo je Paul Anastasa 1991. godine (33, 34). Zelena se kemija takoder
naziva odrzivom kemijom, ¢istom kemijom, kemijom okolisa i benignom kemijom (32, 35).
Zelena kemija definirana je kao primjena skupa nacela koji smanjuju ili eliminiraju koriStenje ili
stvaranje opasnih tvari u dizajnu, proizvodnji i primjeni kemijskih proizvoda (4). Nesto kasnije,
1998. godine, Paul Anastas je s Johnom Warnerom razvio dvanaest nacela zelene kemije koji sluze
kao vodi¢ kemi€arima u razvoju zelenijih sintetskih puteva. Nacela zelene kemije zaokruZzuju ideju
da se treba sprijeciti ili smanjiti proizvodnja otpada i njegov uc¢inak na okoli§ smanjenjem ili
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planiranjem unaprijed prilikom dizajna procesa (4, 33). Ovih 12 nacela ukljuCuje prevenciju
otpada umjesto uklanjanja, atomsku uc¢inkovitost, manje opasnih/toksi¢nih kemikalija, dizajn
sigurnijih proizvoda, nesSkodljiva otapala i pomocna sredstva, energetski ucinkovit dizajn,
preferiranje obnovljivih sirovih materijala, kraca sinteza (izbjegavanje derivatizacije), kataliticke
reakcije dizajn proizvoda za degradaciju, analiticke metode za prevenciju onecis¢enja i inherentno
sigurnije procese (Tablica 1) (30). Nakon ovoga su Paul Anastas i Julie Zimmerman razvili
dvanaest principa zelenog inzenjeringa koji se mogu primijeniti tijekom razvoja proizvoda i
procesa (36). Poliakoff i suradnici su predloZzili mnemotehniku koja obuhvaca poruku 12 principa

zelene kemije (Slika 2).

PRODUCTIVELY

P — prevent wastes

R — renewable materials

O — omit derivatisation steps

D — degradable chemical products

U — use of safe synthetic methods

C — catalytic reagents

T — temperature, pressure ambient

I — In-Process monitoring

V —very few auxiliary substrates

E — E-factor, maximase feed in product
L — low toxicity of chemical products
Y — ves, it is safe

Slika 2. Mnemotehnika 12 principa zelene kemije

Alternativno, bit zelene kemije mozZe se svesti na definiciju u jednoj reéenici: Zelena
kemija u€inkovito iskori$tava (po mogucnosti obnovljive) sirovine, eliminira otpad i izbjegava
upotrebu toksi¢nih tvari 1/ili opasnih reagensa i otapala u proizvodnji 1 primjeni kemijskih
proizvoda. Zelena kemija eliminira otpad na izvoru, tj. ona je primarna prevencija onecis¢enja, a

ne sanacija otpada (30). Nacelo vodilja je benigno po dizajnu ekoloski benignih kemijskih
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proizvoda i procesa (29). Kada se razvija sintetski put, potrebno je odabrati naju¢inkovitiji put koji
daje proizvod u visokom prinosu iz minimalnu koli¢inu proizvedenih necistoca, uzimajuci u obzir
druge ¢imbenike, kao $to su toksi¢nost, jer se smatra da je uc¢inkovitiji postupak i zeleniji (37, 38)
Jos jedan cilj zelene kemije je razvoj ekoloski prihvatljivih proizvoda. PozZeljno je da oni budu
netoksicni, biorazgradivi 1 proizvedeni zelenim katalitickim procesom iz obnovljivih sirovina.

Stovise, takav proizvod ne bi trebao kotati vise od proizvoda kojeg zamjenjuje (30).

1.2.2. Biokataliza u zelenoj kemiji

Otpad u kemijskoj industriji nastaje primjenom zastarjelih tehnologija koje ukljucuju
koriStenje stehiometrijskih koli¢ina uglavnom anorganskih reagensa u obliku oksidansa,
reducensa, kiselina i baza. RjeSenje je zamjena ovih zastarjelih stehiometrijskih metodologija sa
zelenijim katalitickim alternativama. Katalizator, po definiciji, povecava brzinu kemijske reakcije

bez da je konzumiran i posljedi¢no teoretski ne stvara nikakav otpad (29).

Pojam biokataliza se odnosi na uporabu enzima, kao proci§¢enih proteina ili kao cijelih
stanica da kataliziraju pretvorbu supstrata u Zeljeni proizvod. S povecanim interesom za razvoj
zelene kemije, biokatalizatori su postali popularna tema u kemijskoj industriji jer zahvaljujuci
zelenijim i odrZivim obiljezjima, zadovoljavaju 10 od 12 nacela zelene kemije (39). Vecina
organskih kemicara upoznata je s mnogim prednostima enzimske katalize koje ih Cine zelenima 1
odrzivima, visoka kemo, regio i enantio-selektivnost u blagim uvjetima (fizioloski pH, temperatura
i tlak okoline) dajuéi proizvode visoke Cistoce u procesima koji su uc¢inkovitiji u smislu potrosnje
energije i resursa i generiraju manje otpada od konvencionalnih ruta. Enzimi su biokompatibilni
(ponekad cak 1 jestivi), biorazgradivi i u biti bezopasni. Osim toga, oni su izvedeni iz jeftinih
obnovljivih izvora koji su lako dostupni i nisu podlozni velikim oscilacijama cijena koje
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potkopavaju dugoro¢nu komercijalnu odrzivost katalizatora dobivenih od rijetkih dragocjenih
metala (40). Ve¢ je dokazano da se imobilizacijom enzima poboljSava stabilnost i selektivnost
enzima, a kontinuirani proto¢ni sustavi mogu pojednostaviti pro¢iS¢avanje proizvoda istovremeno
zadrzavajuci enzime. Osim toga, kontinuirano uklanjanje proizvoda i supstrata u protoku smanjuje
inhibiciju enzima, poboljsavajuc¢i brzinu reakcije. Biokataliza kontinuiranog protoka omogucuje
pristup novim zelenijim i u¢inkovitijim sintezama (39). Biokatalizatori se dobivaju iz obnovljive
biomase i biorazgradivi su. Procesi se izvode u blagim uvjetima i opéenito proizvode manje otpada
1 energetski su ucinkovitiji od konvencionalnih. Zahvaljuju¢i suvremenom napretku u

biotehnologiji enzimi ,,po mjeri‘ mogu biti ekonomi¢no proizvedeni u velikoj mjeri (29).

1.2.3. OdrZive sirovine

lako je pozornost i dalje usmjerena na minimiziranje otpada i izbjegavanje uporabe
otrovnih 1/ili opasnih materijala u proizvodnji kemikalija, trenutno postoji sve veci naglasak na jo§
jednom elementu zelene kemije, supstituciji neobnovljivih fosilnih resursa biomasom kao
odrzivom sirovinom za proizvodnju kemikalija i tekucih goriva. Prelazak na obnovljivu biomasu
kao sirovinu omogucit ¢e ekoloski korisno smanjenje ugljicnog otiska kemikalija 1 tekuc¢ih goriva.
Dalje, korist bi mogla biti zamjena postojec¢ih proizvoda sigurnijim alternativama s manjim

utjecajem na okoli§ poput biokompatibilne i biorazgradive plastike (29).

Vrhunac ucinkovite organske sinteze sigurno je iskoristiti energiju sunca za sintetiziranje
goriva i kemikalija iz ugljikovog dioksida i vode na zelen i odrZiv nacin. To je ono §to priroda veé
radi, naravno, ali je potrebno predugo i fosilni resursi poloZeni kao velike koli¢ine biomase prije
mnogo godina troSe se mnogo brze nego se mogu obnoviti. Ovi vrijedni resursi su ograniceni 1

prije ili kasnije ¢e ponestati. Doista, prijelaz iz ekonomije koja se velikim dijelom temelji na
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neobnovljivim fosilnim gorivima u odrziviju bioekonomiju koja se temelji na obnovljivim
izvorima jedan je od velikih izazova s kojima se drustvo suocava u 21. stolje¢u. Medu raznim
odrzivim opcijama energije (solarna, vjetar, geotermalna) samo biomasa, je izvor goriva i
kemikalija na bazi ugljika. Cilj je zelene kemije 1 odrzivosti zamjena fosilnih resursa, nafte, ugljena
1 prirodnog plina, biomasom kao primarnom sirovinom. KoriStenje biomase za odrziva goriva i

kemikalije su postale glavni prioritet na medunarodnoj razini (30).

1.2.4. Zelena analiticka kemija

Zelena analiticka kemija nastaje kao novi trend u konceptu zelene kemije, promicuci
analiticke tehnike koje zahtijevaju minimalnu potro$nju otapala i reagensa i time smanjujuci rizik
za okoli$ i ljude. Trenutacno se koli¢ine otpada mogu smanjiti koristenjem minijaturiziranih i/ili
tehnikama potpomognute ekstrakcije ili jednostavno koristenjem alternativnih otapala (41). Ovaj
novi zeleni pristup se ponekad opisuje kao tri R, replace ili zamijeniti, reduce ili smanjiti i recycle
ili reciklirati, odnosno zamjena toksi¢nih otapala zelenim otapalima, smanjenje potrosnje otapala

I proizvodnje otpada i recikliranje otapala (42, 43).
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Tablica 1. Principi zelene kemije i zelene analiticke kemije (44)

Princip Zelena kemija Zelena analiticka kemija

1 Sprijeciti stvaranje otpada Koristiti direktnu analizu

9 Reakecije su dizajnirane da budu Sto Velic¢ina uzorka i njihov broj trebaju biti
ucinkovitije i atomski u¢inkovitije minimalni
Metode su modificirane da koriste

3 manje materijala i manje opasne Kada je moguce, koristiti analizu in situ
materijale

4 Finalni produkti su sigurni i odrzivi Operacije i analiti¢ki procesi trebaju biti
koliko je to god moguce integrirani, kako bi se sacuvali resursi
Metode su modificirane kako bi . . . o

SR ) . Kada je moguce, analize trebaju biti
5 koristile §to je manje supstancija, .
: automatizirane

osobito otapala
Metode su energetski uéinkovite,

6 kada je moguce provedene pri sobnoj  Izbjegavati derivatizaciju
temperaturi i tlaku

7 Materijali trebaju biti odrzivi ili iz Proizvodnja otpada treba biti minimizirana,
obnovljivih izvora pravilno upravljanje otpadom je nuzno

Kada je moguce, metoda treba biti

8 Kada je moguce, derivatizacija je optimizirana za koriStenje na vise analita

izbjegnuta ili svedena na minimum kako bi se ograni¢io potreban broj
ispitivanja

Selektivne kataliticke reakcije trebaju

9 zamijeniti ekvivalentne Utrosak energije treba biti minimalan
stehiometrijske

10 Zavrsn} produkt treba bltl dizajniran Preferiraju se odrzivi i obnovljivi reagensi
da se sigurno razgraduje

11 Proizvodnja otpada treba biti Preferiraju se sigurniji reagensi — manje
prikladno nadzirana opasni 1/ili toksi¢ni
Procedure minimiziraju opasnost i . D

12 .. . Sigurnost operatera je najvaznija
kemijske nesrece
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1.2.4.1. Kromatografske tehnike

Kromatografske tehnike imaju potencijal biti zelenije u svim fazama analize, od
prikupljanja i pripreme uzorka do odvajanja i kona¢nog odredivanja. Iako bi potpuna eliminacija
pripreme uzorka bila idealan pristup, to nije uvijek prakticno. Tehnike ekstrakcije bez otapala nude
vrlo dobru alternativu, a kada se moraju Koristiti otapala, fokus mora biti na smanjenju njihove
potrosnje. U tekuc¢inskoj kromatografiji fokus bi trebao biti na redukciji potrosnje otapala i zamjeni
ekoloski opasnih otapala s benignijim alternativama. Jedan tekucinski kromatograf potencijalno
moze generirati 1 do 1,5 L tekuceg otpada dnevno. Ne smije se zanemariti utjecaj otapala koja se
trose tijekom kromatografskih odredivanja na okoli$. Vazan zeleni aspekt kromatografskih metoda
je prisustvo ili odsustvo koraka pripreme uzorka, koji je nerijetko najveci oneéiséivac u cijelom
postupku kromatografske analize. 1z perspektive zelene analiticke kemije, vrlo je korisno koristiti
izravnu kromatografiju koja ne zahtijeva pripremu uzorka kad god je to moguce. Glavno
ograni¢enje takvih metoda je da su primjenjive samo na uzorke s relativno ¢istim matricama, jer
bi se u protivnom kromatografske kolone mogle brzo ostetiti zbog taloZenja sastavnica uzorka koje
se ne eluiraju iz kolone. Tekudinska se kromatografija opcenito smatra manje zelenom od plinske
kromatografije, jer zahtijeva otapala za odvajanje. S druge strane, ovo nudi viSe mogucnosti za
ozelenjavanje. U teoriji, jedan konvencionalni analiticki tekucinski kromatograf proizvede do 1,5
L otpadna dnevno, §to znaci oko 500 litara otpada godiSnje. Iako je ova koli¢ina otpada mala u
usporedbi s kolicinom otpadnih voda i otpada koju proizvede tipicna velika industrijska
kompanije, neke velike kompanije koriste stotine tekucinskih kromatografa u svojim istrazivackim
laboratorijima u procesu kontrola, Sto rezultira tisu¢ama litara toksi¢nog otpada proizvedenog
svaki dan. Posljedicno, smanjenje koliine otapala koje se koriste za separacije je vrlo pozeljno

(45). Na temelju 12 nacela zelene kemije, neke se strategije uobicajeno provode za postizanje
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ekoloski prihvatljivih metoda teku¢inske kromatografije. Jedna strategija je smanjiti potroSnju
otapala kroz smanjenje duljine, unutarnjeg promjera i/ili veli¢ine Cestica kolone (Tablica 1).
Smanjenje potro$nje otapala moze se posti¢i smanjenjem protoka pokretne faze, $to je moguce
kada se smanji unutarnji promjer kolone. Smanjenje potrosnje otapala takoder se moze postici
povecanjem kromatografske produktivnosti, §to se moze posti¢i smanjenjem veliCine Cestica i
skra¢ivanjem duljine kolone. Smanjenje duljine kolone skracuje vrijeme analize. Medutim, ovaj
pristup Cesto podrazumijeva upotrebu skupih instrumenata tekucinske kromatografije ultravisoke
uc¢inkovitosti (engl. ultra-high-performance liquid chromatography, UHPLC) $to ograni¢ava

njihov pristup u laboratorijima u zemljama s ograni¢enim resursima (45).

Tehnoloski napredak postignut tijekom posljednjih desetlje¢a potaknuo je minijaturizaciju
u tekucinskoj kromatografiji (kapilarna i nano tekucinska kromatografija) (46). Glavne prednosti
smanjenja veli€ine Cestica i promjera kolone su manja potro$nja uzorka, smanjenje potroSnje

pokretnih faza te manja disperzija analita na koloni §to rezultira ve¢om ucinkovitosti (47).

Drugi nac¢in da se tekuc¢inska kromatografija ucini ekoloski prihvatljivom je zamjena
klasi¢no koriStenih organskih otapala, uglavnom acetonitrila i metanola, ekoloski prikladnijim.
Etanol je primjerice jedno od najboljih zelenih alternativnih otapala zbog svog izvora i sigurnosti
rukovanja od stane operatera (48). Prema vodic¢u za zelene pokretne faze, voda, aceton, metanol i
etanol se mogu smatrati ekoloSki prihvatljivim fazama za teku¢insku kromatografiju. Etanol je
posebno pozeljno otapalo za zelenu tekucinsku kromatografiju, jer ima sli¢na svojstva kao
acetonitril i metanol, ali je manje hlapljiv, manje toksi¢an i ima niZe troskove zbrinjavanja.
Superkritiéni fluidi se smatraju zelenim pokretnim fazama zbog svojeg ograni¢enog utjecaja na
okoli§, niskih troSkova zbrinjavanja, smanjene potroSnje otrovnih otapala i aditiva, nedostatka

toksi¢nosti (u vecini slucajeva) i sposobnosti gotovo potpunog obnavljanja otapala. Tekuce smjese
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povecane fluidnosti koje se koriste kao pokretne faze za odvajanje umjereno polarnih do polarnih

spojeva u tekuéinskoj kromatografiji jo$ su jedan od primjera zelenog pristupa (45).

Jo$ jedan parametar koji moze biti koriSten kao znadajna varijabla u tekucinskoj
kromatografiji je temperatura. Zato §to je lakSe promijeniti temperaturu tijekom razvoja metode u
usporedbi s drugim parametrima poput sastava pokretne faze ili pH pufera, povisena temperatura

je postala popularno koristeni parametar kako bi se HPLC ucinio zelenijim (45)

Nekoliko je pristupa ozelenjavanju pripreme uzorka, uklanjanje (ili barem smanjenje)
koli¢ine otapala i reagensa koji se koriste u analizi, minijaturizacija instrumenata i smanjenje
opsega analitiCkih operacija, integracija razli¢itih operacija i automatizacija/robotizacija pripreme
uzorka, ispravno brtvljenje svih posuda koristenih tijekom pripreme uzorka, povrat i ponovna
uporaba otapala, primjena zelenih medija (npr. ionskih tekucina ili superkriti¢nih fluida) i primjena
¢imbenika koji povecavaju ucinkovitost pripreme uzorka (npr. poviSena temperatura i/ili tlak,
mikrovalna i ultrazvu¢na energija) (45). Nadalje, nekoliko je prednosti minijaturizacije i
automatizacije kao $to su jednostavniji postupak, brza analiza, bolje ekstrakcijske performanse 1
smanjena koli¢ina uzorka. Jo§ jedan relevantan doprinos razvoju i Sirenju minijaturiziranih tehnika
ukljucuje nedavni napredak u sintezi novih materijala sorbensa i koristenje ekoloski prihvatljivih
ekstrakcijskih otapala. Oba pristupa predstavljaju dodatne strategije s ciljem postizanja boljeg

analitickog rezultata (49).

Zeleni pristupi pripremi uzoraka zahtijevaju da se potro$nja opasnih otapala i energije
minimizira ili ¢ak eliminira u analitickom procesu. Iako je izbjegavanje pripreme uzorka ocito
slucajevima, tehnike ekstrakcije koje koriste male koli¢ine otapala ili ih ne koriste uopce se

smatraju idealnim alternativama. Zelena se analiti¢ka kemija, kao ogranak zelene kemije oslanja
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na njena nacela za povecanje sigurnosti analitiCara, smanjenje potrosnje energije, pravilno
upravljanje otpadom, smanjenje ili ¢ak uklanjanje koriStenja opasnih kemikalija i zamjena
benignima kad god je to moguce. U praksi, Cetiri faktora, prikupljanje uzorka, priprema uzorka,
reagensi 1 instrumenti, smatraju se znacajnima u ozelenjavanju analitickih metoda. Priprema
uzorka prije analize temeljni je dio mnogih analitickih protokola. Kao rezultat toga vrlo je vazno
ovaj korak napraviti zelenijim, osobito ako se uzorci pripremaju iz sloZzenih matrica. Nedavni
napredci u tehnikama uzorkovanja usmjereni su na automatizaciju, minijaturizaciju i
pojednostavljenje postupke ekstrakcije. Primjeri zelenih pristupa u analizi uzoraka ovisno o vrsti
uzorka su direktna analiza bez pripreme uzorka, ekstrakcija ¢vrstom fazom (engl. Solid Phase
Extraction, SPE), mikroekstrakcija ¢vrstom fazom (engl. Solid Phase Microextraction, SPME),
mikroekstrakcija pakiranim sorbentom (engl. Microextraction by Packed Sorbent, MEPS),
ekstrakcija sorbentom smjestenim na magnetski Stapi¢ (engl. Stir-Bar Sorptive Extraction, SBSE),
nanoekstrakcija ¢vrstom fazom (engl. Solid Phase Nanoextraction, SPNE), mikroekstrakcija u
jednoj kapi (engl. Single Drop Microextraction, SDME), mikroekstrakcija teku¢om fazom u
Supljem vlaknu (engl. Hollow Fiber Liquid-Phase Microextraction, HF-LPME), disperzivna
mikroekstrakcija tekuce-tekuce (engl. Dispersive Liquid-Liquid Microextraction, DLLME),
potpomognuta teku¢a membranska ekstrakcija (engl. Supported Liquid Membrane Extraction,
SLME), mikroporozna membranska ekstrakcija tekucée-tekuce (engl. Microporous Membrane
Liquid-Liquid Extraction, MMLLE), membranska ekstrakcija s medusklopkom sorbenta (engl.
Membrane Extraction with a Sorbent Interface, MESI), ekstrakcija otapalom potpomognuta
membranom (engl. Membrane Assisted Solvent Extraction, MASE), mikrodijalizno uzorkovanje i
mikroefstrakcija na tankom filmu (engl. Thin-Film Microextraction, TFME). Primjeri zelenih

alternativa ekstrakcijskim otapalima su subkriticna vodena ekstrakcija (engl. Subcritical Water
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Extraction, SWE), superkriti¢na fluidna ekstrakcija (engl. Supercritical Fluid Extraction, SFE),
ionske tekuc¢ine (engl. lonic Liquids, ILs) i duboka eutekti¢ka otapala (engl. Deep Eutectic
Solvents, DES) (50, 51). Tehnike zelene mikroekstrakcije imaju prednosti u odnosu na klasi¢ne
tehnike, ukljucujuci koriStenje manje otapala i minimalni broj 1 veli¢inu uzorka, smanjenje koraka
obrade, potroSnje opasnih reagensa i1 energije, maksimiziraju¢i u isto vrijeme sigurnost za

analitiCara i okoli$ te proizvodnju manje otpada (52).

1.2.5. Zelena kemija u sluzbi farmacije

Koncept zelene farmacije se moze definirati kao skup svih mjera koje bi se trebale poduzeti
kako bi se utjecaj farmaceutika na okoli§ sveo na minimum. Ove bi mjere trebalo implementirati
u sve farmaceutske aktivnosti, od dizajna novih molekula, do proizvodnje, distribucije, izdavanja
i odlaganja. Farmaceutska je industrija uklju¢ena u dizajniranje i proizvodnju lijekova. Najéesce,
dizajn novih bioaktivnih supstancija ukljucuje kemijsku sintezu, proces koji povecava rizik za
onecis¢enje okolisa zbog uporabe raznih organskih i anorganskih otapala. Kako bi se umanjio ovaj
negativan utjecaj na okoli$, u posljednjih nekoliko godina istrazivaci su razvili koncept zelene
kemije koja se mozZe opisati kao ekoloski prihvatljivija kemija. Primjerice, koriStenje vodene
sinteze, sinteze bez otapala i enzima predstavljaju metode zelene kemije. Biotehnologija je jo$
jedan od nacina ekoloskog dizajna novih lijekova. Tijekom farmaceutskih istrazivanja, veliki se
broj molekula razvije prije nego se moze ciljani lijek ispitati 1 staviti na trziSte. Metoda koja moze
smanjiti broj sintetiziranih lijekova je kvantitativna procjena izmedu strukture i bioloske aktivnosti
novodizajniranih molekula prije nego se sintetiziraju. Jo$ jedan izazov za farmaceutsku industriju
je proizvodnja lijekova koji su lako biorazgradivi ¢im dospiju u okoli$, ponajprije vodu i tlo (53).

Stoga su potrebni novi pristupi dizajniranju zelenijih farmaceutika bolje biorazgradivosti u
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okolisu. Takav pristup moze pomoc¢i u dizajniranju kemijskih proizvoda koji ne opstaju u okolini
i raspadaju se na neskodljive spojeve nakon njihove primjene (54). Atraktivna ideja za buducénost
je dizajnirati lijekove koji su viSe biorazgradivi, koncept benigni po dizajnu ili koncept
dobro¢udnog dizajna $to u konacnici 1 najviSe obecava u smislu odrzivosti i vazan je sastavni dio
zelene i odrzive farmacije i kemije (55). Prema ovom konceptu, male promjene u kemijskoj
strukturi API-ja mogu imati znacajan utjecaj na njezinu aktivnost, topljivost i polarnost s jedne
strane i biorazgradivost s druge strane. Klju¢ za ovo novo shvacanje je da kemikalije i lijekovi ne
moraju biti stabilni u svim uvjetima i okolnostima, ve¢ samo gdje je to potrebno (primjerice
tijekom skladiStenja, ali ne i u okolisu). Razli¢iti fizikalno-kemijski uvjeti (npr. pH, prisutnost i
odsutnost razlicitih vrsta bakterija, svjetla, vlage itd.) mogu se iskoristiti za postizanje ovoga cilja

potrebno je promicati i ekolosko i odrzivo pakiranje lijekova (7, 54, 55).

Primjena zelenih principa tijekom sinteze API-ja i proizvodnje gotovog dozirnog oblika
moze pomoc¢i u smanjenju utjecaja ovih procesa na okoli§ (4). Neki dozirni oblici, primjerice

transdermalni flasteri mogu nakon koristenja sadrzavati i preko 80 % aktivne tvari (56).

Klasi¢ni put sinteze ibuprofena koji je razvila Boots Pure Drug Company ukljucuje 6
koraka, relativno niskom ucinkovitosti atoma i znacajnim stvaranjem anorganskih soli. Nasuprot
tome, elegantna alternativa koju je razvila tvrtka Boots Hoechst-Celanese ukljucuje samo tri
kataliticka koraka. Prvi korak ukljucuje upotrebu bezvodnog vodikovog fluorida kao katalizatora
i otapala u Friedel-Krafts acilaciji. Vodikov fluorid se reciklira s 99,9 % ucinkovitosti i otpad je u
biti neznatan. Nakon toga slijede dva kataliticka koraka (hidrogenacija i karbonilacija) koji su 100
% atomski ucinkoviti. Ovaj proces je 1996. godine dobio nagradu Green Chemistry Challenge

Award 1 predstavlja mjerilo u ekoloSkoj izvrsnosti u tehnologije kemijske obrade koja je
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revolucionirala proizvodnju farmaceutika i postala izvorom inspiracije za druge proizvodace

lijekova (30).

1.2.5.1. Biokataliza u sitnezi

Suvremeni napredak u biotehnologiji, tehnike imobilizacije, noviji razvoj proteinskog
inzenjerstva 1 izravna evolucija pomogli su poboljsati koriStenje biokatalize u sintezi
omogucavanjem jeftinije proizvodnje enzima i omoguéavanjem pristupa velikoj knjiznici
svestranih biokatalizatora (39). Razvoj specifi¢no dizajniranih enzima s dramati¢no pobolj$anim
performansama, utrlo je put za Siroku primjenu biokatalize u industrijskoj organskoj sintezi,
posebice u sintezi API-ja (39). Biokataliza nudi mnoge prednosti u kontekstu zelene kemije.
Reakcije se izvode u blagim uvjetima (fizioloski pH te tlak i temperatura okoline) s biorazgradivim
katalizatorom (enzimom) koji se dobiva iz obnovljivih izvora i u ekoloski prihvatljivim otapalima
(vodi). Kao izravna posljedica visoke regio i stereoselektivnosti, zajedno s blazim uvjetima
reakcije, oni Cesto priuste proizvode vise kvalitete od tradicionalnih nastalih kemijskim ili
kemokatalitickim procesima. Na primjer, oni mogu izbje¢i problem kontaminacije tragovima
(plemenitog) metala $to je Cesto ozbiljan problem u proizvodnji farmaceutika (30). Biokataliza je
uspjesno primijenjena u sintezi hipolipemika atorvastatina i industrijskoj sintezi antidijabetika
sitagliptina kao i brojnih drugih API-ja (30, 40, 57). Proto¢na biokataliza je predlozena u sintezi
antitrombotika tikagrelola, melatonina, antivirotika vidarabina, anestetika prokaina,

antihipertenziva kaptoprila i za razdvajanje racemi¢nog flurbiprofena i drugih API-ja (39).
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1.2.5.2. Zeleno oblikovanje lijekova
PredloZena je i zamjena konvencionalnih metoda oblikovanja lijekova, kao Sto je direktno
komprimiranje, zelenijim metodama. Primjer takve metode je zelena granulacija zelena

granulacija fluidiziranog sloja (engl. Green Fluidized Bed Granulation, GFBG) (58).

1.2.5.3. Biosurfaktanti

Nadalje, s obzirom na saznanja da Siroko koriSteni klasi¢ni surfaktanti mogu imati
negativne posljedice na okolis, proteklih nekoliko desetlje¢a je ulozen golem napor kako bi se
razvili zeleni biosurfaktanti koje proizvode mikroorganizmi (kvasci, bakterije i odredene gljive).
Razne obnovljive sirovine, posebnice trigliceridi, izvori ugljikohidrata i organske Kkiseline
(proizvedene fermentacijom), sluze kao polazni materijali u sintezi zelenih surfaktanata, od kojih
trigliceridi/steroli doprinose hidrofobnom dijelu. S druge strane, Seceri/aminokiseline doprinose
hidrofilnom dijelu ovih surfaktanata. Ove bioloSke amfifilne molekule mogu smanjiti povrSinsku
napetost koriste¢i iste mehanizme kao kemijski surfaktanti. Stovige, imaju nekoliko prednosti §to
th ¢ini superiornijima, ukljuujuéi vecu biorazgradivost, manju toksi¢nost, bolju povrsinsku 1
medufaznu aktivnost, vec¢u selektivnost i dakle vecu sigurnost 1 biokompatibilnost, uz vecu
ekolosku prihvatljivost i stabilnost. Biosurfaktanti se uglavnom proizvode u mikrobnim kulturama.
Bakterije rodova Pseudomonas i Bacillus su dobri proizvodaci biosurfaktanata dok su Candida

bombicola i Candida lipolytica najvise koristene kvasnice za proizvodnju biosurfaktanta (59).
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1.2.5.4. Biosintetizirane nanocestice

Odredeni autori predlazu i koriStenje bioloSkog otpada (Sjemena) za zelenu sintezu zlatnih,
srebrnih i drugih nanocCestica koje mogu biti terapijski korisne i uéinkovite, tj. koncept
sintetiziranja nanocestica iz metalnih soli iskoriStavanjem redukcijskih svojstava bioloski aktivnih
spojeva (60-64). Zelene nanoCestice se sintetiziraju u postupku u jednom koraku koji je koristan
za manipuliranje stabilizacijom, velicinom i oblikom cestica. Nadalje proces u jednom koraku
zahtijeva manju koli¢inu energije za sintezu, a plemeniti metali se mogu reciklirati iz otpada koji
nastaje, $to slijedi nacela zelene kemije (60). Zelena sinteza nanocestica srebra koristenjem
bioloskih resursa je ekonomicna, brza i ekoloski prihvatljiva metoda koja ublazava nedostatke
kemijske 1 fizikalne metode. Razni bioloski resursi kao $to su biljke i njihovi razliciti dijelovi,
bakterije, gljive i alge se mogu Kkoristiti za zelenu sintezu bioaktivnih nanoCestica srebra i drugih
nanocestica. Biosintetizirane nanocestice srebra su privukle znacajnu pozornost istrazivaca zbog
svoje potencijalne primjene u razli¢itim podrucjima biomedicinskih znanosti, a najveéi potencijal
nosi njihova baktericidna aktivnost protiv razli¢itih Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija
(63, 65-67). Nadalje i nanocCestice zlata posjeduju baktericidnu aktivnost, a veliki interes su
izazvale 1 zbog svoje neobicne inertnosti prema vanjskom okruzenju §to se potencijalno moze
iskoristiti za ciljanu isporuku lijekova. Stovise ciljana isporuka kemoterapeutika koristenjem
nanocestica cinkovog oksida koje sinergisti¢ki djeluju na stanice raka pruza nove moguénosti u
onkoloskom lije¢enju koje su sigurnije i u¢inkovitije. Nanocestice cinkovog oksida su pokazale i
fungicidnu aktivnost, a potencijal za primjenu u biomedicini mogu pronaci i biosintetizirane
nanocestice barka i titanija (63, 64, 68-71). Nadalje, kombiniraju¢i prednosti biljnog posredovanja
u zelenoj sintezi nanocestica i terapijskih potencijala metala, koji ukljucuju antikancerogena,

antioksidativna, antimikrobna svojstava i svojstva da poticu cijeljenje rana, fito-nanocestice imaju
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visoki potencijal za primjenu u dermofarmaciji i sve se vise istrazuju (72). Recentno su zelenom
tehnologijom sintetizirani nanonosaci bazirani na trehalozi s modelom nesteroidnog protuupalnog
antireumatika, tzv. trehalosomi s kona¢nim ciljem da ciljaju kolon u lije¢enju upalnih bolesti
crijeva jer trehaloza osim otpornosti na kiselinu dokazano ublazava upalu i odgovor na oksidativni
stres (73). Razvijena je i ckoloski prihvatljiva sinteza funkcionaliziranog nanoantibiotickog
sistema za potencijalnu isporuku linezolida (74). Nadalje, zelenom tehnologijom je formuliran i
nanovlaknasti bukalni film kao alata za poboljSanje oralne bioraspoloZivosti raloksifena (75).
Dodajmo ovdje da se kao potencijalni zeleni izvor u farmaciji se koriste se mikroalge, odnosno

proizvodi na bazi mikroalgi (76).

1.2.5.5. Problem otpada

Ironi¢no, otpad koji nastaje u proizvodnji organskih spojeva se prvenstveno sastoji od
anorganskih soli. Ovo je izravna posljedica uporabe anorganskih reagensa u stehiometrijskom
omjeru u sintezi kemikalija i proizvodnji lijekova. Primjerice stehiometrijske redukcije s metalima,
oksidacije s permanganatom i krom (V1) reagensi. RjeSenje problema otpada se namece samo po
sebi, zamjena zastarjelih stehiometrijskih metoda sa zelenim katalitickim alternativama koje imaju
manje koraka, u¢inkovitije i ekonomicnije su pa posljedicno 1 manje utjecu na okolis. Primjerice,
kataliticka hidrogenacija, oksidacija i karbonilacija su visoko uéinkoviti procesi S malo soli.
Tradicionalno, katalizatori su podijeljeni u cetiri Kkategorije, heterogene, homogene,

organokatalizatore i biokatalizatore (30).

Drugi veliki izvor otpada je gubitak otapala koji zavrSe u atmosferi ili u podzemnim
vodama (30). Uobicajeno je masa otapala koriStena tijekom procesa izmedu 80 i 90 % ukupne
mase (37, 77). Otapala se smatraju glavnim onecis¢iva¢ima u farmaceutskoj industriji i otpustanje
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otapala u okoli§ moze dovesti do nakupljanja ovih spojeva u vodenom svijetu (78). Zbog
zabrinutosti oko sigurnosnih razloga, regulatorna tijela su razvila smjernice za koristenje otapala
u farmaceutskoj industriji (30). Odredene farmaceutske kompanije su razvile vodi¢e za pomo¢ pri
Green Chemistry Institute Pharmaceutical Roundtable, osnovan 2005. godine, okuplja skupinu
farmaceutskih kompanija koje su prigrlile zelen principe i implementirale zelene prakse u dizajnu
i proizvodnji farmaceutskih proizvoda (80). Mnoge farmaceutske kompanije usmjeravaju
pozornost na smanjenje uporabe otapala i zamjenu mnogih tradicionalnih organskih otapala, kao
Sto su klorirani 1 aromatski ugljikovodici, viSe ekoloski prihvatljivim alternativama, kao §to su nizi
alkoholi, ester i neki eteri, primjerice metil terc-butil eter (MTBE). Znanstvenici farmaceutskih
kompanija su razvili vodi¢ za odabir otapala za medicinske kemicare, dijele¢i otapala u tri
kategorije: nepozeljno (crveno), upotrebljivo (zuto) i pozeljno (zeleno) (81). Budu¢i da su glavni
izvori otpada u proizvodnji kemikalija stehiometrijski reagensi i gubici otapala, rjeSenje za
problem otpada je evidentno koriStenje kataliti¢kih reakcija u alternativnim reakcijskim medijima
(82, 83). Sto se ti¢e potonjeg, najbolje otapalo je ,.bez otapala, ali ako je otapalo potrebno, trebalo
bi biti sigurno za upotrebu i trebale bi postojati odredbe za njegovo ucinkovito odvajanje od
proizvoda i ponovnu upotrebu. Razni nekonvencionalni reakcijski mediji se intenzivno
proucavaju, ukljucujuéi vodu, superkriticni CO2, ILs, same ili u tekuce-tekuée bifazi¢nim
kombinacijama (30, 84, 85). Uporaba vode i superkriticnog CO> kao reakcijskog medija dobro se
uklapa u trend korisStenja obnovljivih sirovina temeljenih na biomasi, koji se u konac¢nici dobivaju

iz ugljicnog dioksida i vode (30).
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1.2.5.6. Zelene metode u farmaceutskoj analizi

Principi zelene analiticke kemije su uspjes$no primijenjeni na odredivanje Sirokog spektra
farmaceutskih spojeva iz matrica razli¢ite prirode. U tom smislu, ne treba zaboraviti da je
farmaceutska analiza uklju¢ena u sve faze razvoja i kontrole lijekova, kao i studije okolisa i hrane,
izmedu ostalog, te da je, stoga, kao rezultat vaznog opsega analiza primjena zelenih analitickih
metoda vrlo potrebna. Vrlo se Cesto pozornost skrec¢e na to da se koriste zelena, razgradiva i
netoksi¢na otapala i sorbensi, kao i primjena nanomaterijala ili sorbensa visokog kapaciteta
ekstrakcije u kojima je koli¢ina drugih otapala i reagensa drasti¢no smanjena, s njihovim drugim
prednostima u pogledu odrzivosti. Primjerice 1ls su uspje$sno koriStene u ekstrakcijama
antidepresiva, psihotropnih lijekova, antibiotika, inhibitora acetilkolinesteraze i nesteroidnih
protuupalnih antireumatika iz razli¢itih matrica, DLLME je primijenjena u odredivanju triju beta-
blokatora iz uzoraka humane krvi, a magnetna DLLME u odredivanju diklofenaka iz ljudskog
urina. Razvijene su metode mikroekstrakcije koriste¢i duboka eutekti¢ka otapala za odredivanje
antidepresiva, opijata, salbutamola, paracetamola, antibiotika, sulfonamida, antiaritmika i
nesteroidnih protuupalnih antireumatika iz razli¢itih matrica. Supramolekularna otapala (engl.
Supramolecular Solvents, SUPRASS) su implementirana za odredivanje triciklickih antidepresiva,
nesteroidnih protuupalnih antireumatika, metotreksata, metadona, sulfonamida iz slozenih
matrica. Promjenjiva hidrofilna otapala (engl. Switchable Hydrophilicity Solvents, SHSs) koristena
su u odredivanju nesteroidnih protuupalnih antireumatika, kloramfenikola, metadona, tramadola,
antidepresiva, nitrazepama, metamfetamina i antibiotika iz razlicitih uzoraka. U odredivanju
farmaceutika temeljem postupaka mikroekstrakcije na bazi otapala uspjeSno su implementirani i

vodeni dvofazni sistemi. Opcéenito, literatura recentnih datuma pokazuje znacajan broj primjena
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nanomaterijala, prirodnih sorbensa i zelenih otapala u podrucju farmaceutskih analiza, a

najbrojnije su one posvecene analizi uzoraka vode (86).

Analiti¢ki su postupci temelj u razvoju farmaceutskih lijekova i ukljuceni su u razlicite
faze farmaceutske proizvodnje, kao Sto je analiza API-ja, odredivanje CistoCe, odvajanje
enantiomera 1 odredivanje produkata razgradnje (87). Tekuéinska kromatografija visoke
ucinkovitosti obrnute faze (engl. Reverse Phase High-Performance Liquid Chromatography, RP-
HPLC) najrasireniji je analiticki alat za farmaceutske analize. Doista, to je najvaznija tehnika
ukljucena u kontrolu kvalitete lijekova (tj. analiza API-ja, odredivanje oneciS¢enja i produkta
razgradnje za ispitivanje stabilnosti proizvoda i odredivanje enantiomerne Cistoce) i takoder u

odredivanju lijekova i metabolita u bioloSkim uzorcima.

Sto se ti¢e zdravstvenih i ekoloskih problema organskih otapala koja se obi¢no koriste u
RP-HPLC tehnici, ozelenjavanje RP-HPLC metoda izazvalo je veliko zanimanje analiticke
zajednice, €iji je cilj potraga za novim alternativama za zamjenu analiti¢kih metoda koje zagaduju
¢is¢ima. Organska otapala koja su opéenito prihvacena kao zelena, a koja mogu se koristiti u RP-
HPLC, su etanol, izopropanol i n-propanol. Naveliko su istrazivane metode zelene RR-HPLC koje
koriste pokretne faze na bazi etanola za analizu lijekova u farmaceutskim proizvodima, kao i u
bioloSkim uzorcima. Ove su metode razvijene za primjerice analizu statina, kombinacije
fenilefrina, paracetamola i gvaifenezina, prednizolona, diltiazema, ampicilina, daptomicina,
dekstrometorfana, telmisartana, hidroklorotiazida i amlodipina, kapecitabina, kvetiapina i drugih
farmaceutskih aktivnih tvari. Nadalje razvijene su metode za analizu paracetamola, kofeina i
acetilsalicilatne kiseline koristeci etil laktat kao pokretnu fazu i metoda za analizu indometacina

koriste¢i etil acetat (88). Takoder, nedavno je razvijena zelena metoda HPLC obrnute faze za

kvantitativnu analizu odredenih oneciS¢enja zamjenom uobicajeno koriStenih organskih otapala
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kao Sto su acetonitril i metanol, etanolom (48). Opisana je i uporaba tekué¢inske kromatografije s
vodom pri visokoj temperaturi kao pokretnom fazom (engl. SuperHeated Water Liquid
Chromatography, SHWLC) za uspje$nu analizu testosterona i nekoliko srodnih spojeva, lijekova
protiv prehlade, kao i nekoliko antitumorskih lijekova. Nadalje, micelarna tekuéinska
kromatografija je koriStena za analizu triciklickih antidepresiva, Sest beta-blokatora, ampicilina,
sildenafila, nikotina, tamoksifena, piroksikama, tenoksikama i lornoksikama, kodeina i niz drugih
API-ja. ILs uspjesno su koristene za analizu beta-blokatora, antidepresiva, laktamskih antibiotika,
efedrina i nekih vitamina (88). Razvijene su metode za odredivanje favipiravira koriste¢i micelarnu
tekuc¢insku kromatografiju bez otapala i spektrofluorimetrijske metode. Predlozene metode su
ekoloske jer se temelje na biorazgradivim reagensima u vodenim fazama bez otapala Sto je 1
potvrdeno koristenjem zelene metrike (89). Nadalje, slijedeci principe zelene kemije, razvijena je
zelena UPLC metoda za odredivanje izosorbit dinitrata i hidralazin hidroklorida i odredivanje
farmaceutika u povrsinskim i otpadnim vodama (90, 91). Etanol je uspjes$no koristen kao pokretna
faza za tankoslojnu kromatografiju obrnute faze (engl. reverse-phase high-performance thin layer
chromatography, RP-HPTLC) u odredivanju sildenafila i njegovih razgradnih produkata (92).
Razvijena je i zelena metoda micelarne elektrokineticke kromatografije za istodobno odredivanje

fluorokinolona i glukokortikoida prisutnih u razli¢itim formulacijama za oftalmicku primjenu (93).

Dvije ekoloski prihvatljive UV spektrofotometrijske metode su razvijene za detekciju
moksifloksacin klorida i flavoksalat klorida iz formulacija koriste¢i vodu kao otapalo (92).
Validirane su tri brze, to¢ne i ekoloski prihvatljive spektrofotometrijske metode za istovremeno
odredivanje remogliflozina i vildagliptina iz formulacija koriste¢i vodu kao otapalo (94). Nadalje,

predlozena je zelena spektrofluorimetrijska metoda za odredivanje remdesivira, rupatadina i
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montelukasta, kao i za odredivanje dantrolen natrija u formulacijama i tramadola s ibuprofenom

ili klorzoksazonom (95-98).

1.2.5.7. Obrada otpadnih voda

Postoje razliciti pristupi kako postici zelenije procese, drugaciji od implementacije zelenih
principa i uporabe vodica za odabir otapala. Inovativne se metode kontinuirano istrazuju kako bi
se razvili procesi koji su u¢inkovitiji i koji imaju manji u¢inak na okolis§ (4). Neke metode koje se
loncu“ koje smanjuju broj koraka proc¢is¢avanja i koristenje otapala, biokatalizatori i kontinuirana
proizvodnja (99-101). Druge mjere koje se mogu provesti za smanjenje utjecaja farmaceutske
proizvodnje na okoli§ ukljuc¢uju obradu industrijskih i komunalnih otpadnih voda ¢ijim bi se

procis¢avanjem smanjilo onec¢is¢enje morskog i vodenog okolisa API-jima (4).

Postojeci sustavi za pro€iS¢avanje otpadnih voda nisu dizajnirani specifi¢no da uklanjaju
lijekove. Neki se eliminiraju, ali neki zaostaju. lako se farmaceutici u postrojenjima za
proc¢is¢avanje otpadnih voda veé¢inom pronalaze u koncentracijama koje se kre¢u od nanograma
to mikrograma po litri, §to su preniske koncentracije da bi uzrokovale toksi¢nost, oni su ipak
bioloski aktivne supstancije koje imaju potencijal za kroni¢nu toksi¢nost i bioakumulaciju (102).
Prema istrazivanju u Ujedinjenoj Kraljevini oko 13 % otpadnih voda sadrZava potencijalno opasne
koncentracije razli¢itih lijekova (6, 103). Neka istrazivanja procjenjuju i da se do 70 % otpadnih

voda uopce ne procis¢ava, a ova problematika je u zemljama u razvoju sigurno i veca (6, 104).

Zbog nepotpune eliminacije tijekom uobicajene obrade otpadnih voda i potencijalnog

rizika za okoli§, izrazen je interes za razvojem alternativnih metoda, osobito bioloske
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transformacije ovih polutanata kao zelene tehnologije (105, 106). Primjerice, karbamazepin, koji
se nepotpuno uklanja i stoga je Cesto detektiran u otpadnim vodama, se moze razgraditi gljivom
Trametes versicolor i do 94 %, a ofloksacin do 99 % (107-109). Nadalje, gljiva Phanerochaete
chrysosporium u nekoliko dana uklanja i do 99 % paracetamola (110). Pokazalo se da gljivica
Penicillium oxalicum moze potpuno razgraditi odredene koncentracije diklofenaka unutar 24 sata
(111). P. oxacilum postize potpunu degradaciju kombinacije lijekova paracetamola, diklofenaka,
ibuprofena, ketoprofena i naproksena u bioreaktoru uz dodatak glukoze unutar osam dana (112).
Jedan od najvecih izazova za implementaciju ovih metoda je odrzavanje kontroliranih uvjeta,
primjerice pH (110). U tu svrhu se istrazuju mijeSane bakterijske kulture i kombinacije razli¢itih
mikroorganizama (10). Gljive Imleria badia i Lentinula Edodes unutar sedam dana potpuno
uklanjaju cefalosporinski antibiotik cefuroksim aksetil (113). Gljiva Leptosphaerulina sp. unutar
Sest dana uklanja oxcailin (114). Takoder, gljiva Irpex lacteus uklanja fluorokinolone flumekvin,
ciprofloksacin i ofloksacin unutar Sest dana (115, 116). U svrhu uklanjanja antibiotika iz otpadnih
voda, gljive bi mole pronaci ulogu s obzirom na to da bakterije mogu brzo steci otpornost na

antibiotike i na taj na¢in pridonijeti Sirenju te otpornosti (10).

Bioapsorpcija je takoder proces kojom gljive mogu uklanjati aktivne supstancije, tako,
primjerice, L. edodes and Agaricus bisporus uklanjaju 100 % 17a-etinilestradiola u 20 i 30 minuta
apsorpcijom (117). Sorpcija farmaceutika se moze poboljsati povecanjem koncentracije biomase,
povecavajuci vrijeme koje otpadne vode prolaze kroz proces obrade (engl. Hydraulic Retention
Time, HRT) i produljenjem razdoblja u kojem se aktivni ¢vrsti mulj ili bakterije zadrzavaju u
sustavu (engl. Solids Retention Time, SRT). Povecanje biomase ¢e stvoriti veéu povrsinu za
sorpciju aktivnih tvari, dulji HNL povecat ¢e kontakt izmedu prisutnih mikroorganizama i

farmaceutika, povecavajuci u€inkovitost tretmana, a dulji SRT ¢e pospjesiti odvajanje mulja i rast

31



sporije rastu¢ih mikroorganizama koji su prikladniji za uklanjanje odredenih lijekova kao Sto su
ciprofloksacin i gemfibrozil. I pH i temperatura dodatno igraju znacajnu ulogu u tretmanu otpadnih
voda. Karakteristike aktivnih tvari koje utjeCu na topljivost, hidrofobnost i hidrofilnost ovise o
prisutnim uvjetima. Kemijska modifikacija farmaceutika putem biotransformacije je visoko ovisna
o pH 1 temperaturi tijekom tretmana i mikrobi su izuzetno osjetljivi na promjene okolisa, Sto utjece

na uc¢inkovitost uklanjanja (31).

Koristenje izoliranih gljiviénih enzima moglo bi prevladati neka ogranic¢enja povezana s
mikoremedijacijom. Medutim, poteSkoc¢e u uzgoju gljiva u velikim razmjerima, zajedno s dugim
procesima inkubacije, ekstenzivnom fazom rasta potaknulo je istrazivanje i ekstrakciju sirovih i
izoliranih enzima (118). Ipak, do danas je glavni ograni¢avajuci ¢imbenik visoka cijena postupka
proc¢is¢avanja enzimima (10). S druge strane, iako koristenje izoliranih enzima skracuje vrijeme
remedijacije, ono moze imati manju uc¢inkovitost $to je povezano s aktivnostima biosorpcije 1

drugih enzima (119).

1.2.6. Zelena metrika

Nakon S§to smo definirali $to je zelena kemija moramo moc¢i usporedivati procese (i
proizvode) na temelju njihove zelenosti. Ne postoji apsolutno zelenilo, jedan je proces zeleniji od
drugog procesa (30). Farmaceutske kompanije mogu procijeniti koliko je zelen proces
implementacijom zelene metrike (120). Najsire prihvacene mjere za procjenu utjecaja kemijskih
procesa na okoli$ su vjerojatno ne slucajno i dvije najjednostavnije: E-faktor (engl. Environmental
Factor), definiran kao omjer mase otpada i Zeljenog proizvoda i atomska ekonomicnost (engl.

Atom Economy, AE), definiran kao molekularna masa zeljenog produkta podijeljena zbrojem
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molekularnih masa svih proizvedenih tvari u stehiometrijskoj jednadzbi, izrazeno kao postotak

(29, 30).

E faktor je stvarna koli¢ina otpada proizvedena u procesu, definirana kao sve osim zeljenog
proizvoda. Uzima u obzir kemijski prinos i ukljucuje sve reagense, gubitke otapala, sva pomo¢na
sredstva u procesu i u nacelu ¢ak i potrebnu energiju jer to stvara otpad u obliku ugljikovog
dioksida. Voda se opcenito iskljucuje iz ra¢una E faktora jer je procijenjeno da njeno ukljucivanje
dovodi do iznimno visokih E faktora u mnogim slu¢ajevima i ¢ini smislene usporedbe procesa
teSkima. Na primjer, kada se uzme u obzir tok vodenog otpada, samo se anorganske soli i organski
spojevi sadrzani u vodi uzimaju u ra¢un dok je voda isklju¢ena. Medutim, postoji odredeni trend,
barem u farmaceutskoj industriji, prema ukljucivanju vode u E faktor. Visi E faktor znaci 1 vise
otpada, i posljedi¢no, ve¢i negativni utjecaj na okolis. Idealni E faktor je nula. Jednostavno receno,
to su kilogrami sirovina koje ulaze u proces minus kilogrami Zeljenog proizvoda podijeljeno s
kilogramima koji su izas$li iz procesa. Moze se lako izraunati poznavanjem broja kupljenih tona
sirovih materijala 1 broja tona prodanog proizvoda, za odredeni proizvod, proizvodno mjesto ili
¢ak cijelu tvrtku. Napominje se da ova metoda u izraCunu automatski iskljucuje vodu koristenu u
procesu, ali ne 1 vodu koja je nastala. E faktor je naSiroko prihvac¢en u kemijskoj industriji, a
osobito u farmaceutskoj industriji kao korisna metrika za procjenu utjecaja procesa proizvodnje
na okoli§ (30). U idealnom procesu svi atomi zavrSe u proizvodu s iskoriStenjem atoma od 100 %
i teorijskim E faktorom nula. U praksi naravno, E faktor nije nula jer se koriste pomo¢ni materijali,

prinos proizvoda nije 100 %, a Cesto se koriste prekomjerne koli¢ine reagensa (29).

Poznavanje stehiometrijske jednadzbe omogucuje nam da bez ikakvog eksperimenta
predvidimo teoretsku koli¢inu otpada koja se moze ocekivati. Iskustvo s procesom floroglucinola

dovelo je do uporabe onoga §to smo nazvali koriStenje atoma za brzu procjenu prihvatljivosti za
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okoli$ alternativnih proces. AE je teorijski broj koji se temelji na kemijskom prinosu od 100 % od
teorijskog i pretpostavlja da se reaktanti koriste u to¢no stehiometrijskim koli¢inama. Zanemaruje
tvari, poput otapala i kiselina ili baza koje se koriste u obradi, a ne pojavljuju se u stehiometrijskoj

jednadzbi (30).

Predlozene su i druge metrike za mjerenje prihvatljivosti procesa za okolis. One se mogu
kategorizirati u dvije vrste, metriku koja predstavlja doradu AE koncepta tj. onih koje se temelje
na stehiometrijskoj jednadzbi reakcija i metrike koje su varijacije na temu E faktora tj. bave se
stvarnom koli¢inom otpada koji je nastao u procesu. Kao primjeri prvog su pojmovi uc¢inkovitosti
reakcijske mase (engl. Reaction Mass Efficiency, RME) i ucinkovitost ugljika (engl. Carbon
Efficiency, CE). RME se definira kao masa dobivenih proizvoda podijeljena s masom reaktanata
u stehiometrijskoj jednadzbi, izraZena kao postotak. To je usavrSavanje AE koje izuma kemijski
prinos proizvoda 1 stvarne koriStene koli¢ine reaktanata u obzir. Nedostatak u usporedbi s AE je
da se RME ne moze Kkoristiti za brze analize razli¢itih procesa prije provodenja bilo kakvog
eksperimentalnog rada. CE je slican RME-u ali uzima u racun samo ugljik, tj. masu ugljika u
dobivenom proizvodu, podijeljeno s ukupnom masom ugljika prisutnog u reaktantima. Primjer
druge kategorije je intenzitet mase (engl. Mass Intensity, MI). Definiran je kao ukupna masa
materijala koriStenih u procesu podijeljena masom dobivenog proizvoda, izraZzeno kao postotak, a
idealni M1 je jedan u usporedbi s nulom za E faktor. Clanice farmaceutske industrije odlugile su
definirati MI procesa ukljucujuc¢i vodu i sada rutinski koriste ovu metriku za svrhe usporedbe. Ovo
11ima smisla jer farmaceutska industrija koristi visoko proci§¢enu vodu i postoje utjecaji na Zivotni
ciklus povezani s kemikalijama i opremom koja se koristi za proc¢is¢avanje vode. Tu je i problem
mijeSanih vodeno-organskih tokova otpada, za koje su mozda potrebni dodatni postupci za

odvajanje toka vode prije obrade otpadnih voda, a kada to nije moguée moze se zavrsiti
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spaljivanjem smjesa sa znacajnom koli¢inama vode S§to ima implikacije na potroSnju energije.
Konac¢no, u mnogim dijelovima svijeta natjecanje za pitku vodu postaje sve veci problem 1 bit ¢e
sve veci problem u buduénosti. Posljedi¢no, metrike za vodu se ¢eS¢e koriste. Autori koji su
predlozili MI, predlozili su i koriStenje tzv. produktivnosti mase §to je reciproc¢na vrijednost MI.
PredloZena je i analogna metrika efektivni maseni prinos (engl. Effective Mass Yield, EMY),
definiran kao masa Zeljenog proizvoda podijeljena s ukupnom masom nebenignih reaktanata
koristenih u pripremi. EMY ne ukljucuje tzv. ekoloski benigne spojeve, kao sto su NaCl, octena
kiselina i dr. Ovo je upitno jer utjecaj takvih tvari na okoli§ nije nula 1 ovisi o volumenu.

Definiranje nebenignog je tesko i proizvoljno pa se smatra da EMY nije jasno definiran (30).

Sve spomenute metrike u obzir uzimaju samo masu generiranog otpada. Medutim, u¢inak
otpada na okoli§ nije odreden samo njegovom koli¢inom nego i njegovom prirodom. Jedan
kilogram natrijevog klorida o¢ito nije ekvivalentan jednom kilogramu soli kroma. Kako bi se i ovo
uzelo u obzir, razvijen je okolisni kvocijent (engl. Environmental Quotient, EQ), dobiven na nacin
da se E faktor mnozi s proizvoljno dodijeljenim nepovoljnijim kvocijentom Q. Na primjer, moze
se proizvoljno dodijeliti Q vrijednost 1 za NaCl i, recimo, 100 — 1000 za sol teskih metala, kao §to
je recimo krom, ovisno o njegovoj toksic¢nosti, lako¢i recikliranja i sl. Veli¢ina Q je ocito
diskutabilna 1 tesko ju je kvantificirati, ali, Sto je jo§ vaZnije, kvantitativnu procjenu utjecaja
kemijskih procesa na okolis, u nacelu je moguce dobiti. Nadalje, Q za odredenu tvar moZe biti pod
utjecajem obujma proizvodnje i lokacije proizvodnih pogona. Na primjer, generiranje 100 — 1000
tona natrijevog klorida godiSnje malo vjerojatno predstavlja problem, ali 10 000 tona godiSnje,
nasuprot tome, moZze predstavljati ve¢i problem odlaganja, stoga opravdava povecanje Q. Ironi¢no,
kada nastaju vrlo velike koli¢ine natrijevog klorida, Q vrijednost bi se ponovno mogla smanyjiti jer

recikliranje elektrolizom postaje odrziv prijedlog. Tako, opéenito govorec¢i Q vrijednost odredenog
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otpada ¢e biti odredena lako¢om odlaganja ili recikliranja. Organski je otpad, opcenito govoreci,
lakSe zbrinuti nego anorganski otpad, a to je vazno kada uzmemo u obzir zelene metrike

biokataliti¢kih procesa (30).

A + B otapaloD C

Slika 3. Primjer kemijske reakcije

U gornjoj reakciji stvarni utjecaj na okoli$ ne ukljucuje samo koristenje materijala A, B, D
i obradu i odlaganje bilo kakvog povezanog otpada, nego i utjecaje materijala i energije koja se
koristi za proizvodnju A, B i D (Slika 3) (121). Pristup procjeni utjecaja na okoli$ i odrzivosti
proizvoda i procesa opéenito je procjena zivotnog ciklusa (engl. Life Cycle Assessment, LCA).
Ovo ukljucuje procjenu proizvoda i procesa unutar definiranih domena, npr. od vrata do vrata, na
osnovu mjerljivih pokazatelja utjecaja na okoli§, poput utroSene energije, globalnog zagrijavanja,
oStec¢enja ozona, acidifikacije, eutrofikacije, stvaranja smoga i ekotoksi¢nosti, uz stvoreni otpad.
U biti, LCA je integracija koli¢ine otpada s mjerljivim u¢incima uzrokovanim otpadom, kao §to je

stvaranje smoga, i stoga nalikuje EQ (30).

Ukljucivanje koncepta odrZivosti u dizajn procesa zahtijeva zna€ajnu promjenu ponasanja
ljudi u industriji 1 akademske zajednice 1 uspjeh ove promjene ponasanja se moZe mjeriti kroz
napredak koji je postignut u razvoju zelenijih procesa. Ta zelja za mjerenjem napretka dovela je
do mnogo razli€itih prijedloga o tome kako mjeriti koliko je proces zelen iz kemijske i inZzenjerske
perspektive. Kako sve viSe znanstvenika i inZenjera ukljucuje zelene metrike u analize svojih
procesa, takoder bi trebali razmotriti ukljucenje zelene metrike pri dizajniranju procesa kao §to
ukljucuju ekonomske, tehnicke i drustvene metrike. Ukratko, mjerenje koliko je proces zelen se
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ne odnosi samo na odredivanje koli¢ine otpada, ve¢ zahtijeva holisticki pristup, uzimajuci u obzir

gore navedeni §iri fokus (121).

Jedan od glavnih izazova je procjena zelenosti kemijskih procesa i postavljanje toga u Siri
kontekst analize zivotnog ciklusa, za koje postoji niz alata za procjenu. Razne metrike, razlicitih
vrsta, koriste se za kvantificiranje ekoloskih, ekonomskih, zdravstvenih i sigurnosnih posljedica
kemikalija u procesima (122). Ne postoji jedna jedina ili jednostavna metrika koja mjeri ukupnu
ucinkovitost procesa tako da je potreban multivarijatni pristup kako bi se utvrdilo koji su ¢imbenici

najvazniji za bilo koji proces (121).

Izbor metrike najvise ovisi 0 osobnim preferencijama ili kontekstu primjene, $to znaci da
je univerzalni skup metrika prikladan za primjerice farmaceutske tvrtke, trenutno ne postoji.
Medutim, dostupno je nekoliko metoda i skupova alata za specifi¢ne potrebe korisnika. Ovi se
alati oslanjaju na dobro poznate metrike, kao $to su intenzitet mase procesa, okoli$ni faktor (E
faktor), prinos, itd. za procjenu je li kemijski proces uc¢inkovit 1 jesu li kemikalije sigurne 1 je li
uporaba opasnih kemikalija minimizirana. Nadalje, uvedene su nove metrike, primjerice u
analitickoj kemiji, Eco-Scale, GAPI (engl. Green Analytical Procedure Index), AGREE (engl.
Analytical Greenness Calculator) ili u farmaceutskoj kemiji iGAL (engl. Innovation Green

Aspiration Level), AMGS (engl. Analytical Method Greenness Score), eco-label i dr. (122).
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2. Cilj istrazivanja

Dobra proizvodacaka praksa (engl. Good Manufacturing Practice, GMP) u farmaciji
zahtijeva prac¢enje API-ja unutar laboratorija za kontrolu kvalitete kroz viSe koraka proizvodnje.
Ovi koraci ukljucuju provjeru API-ja kao sirovine, kao meduprodukta tijekom kontrole unutar
procesa, nakon pakiranja i za ispitivanje stabilnosti tijekom vremena trajanja proizvoda. Ova
¢injenica, medu ostalim, dovodi do ponovljenog testiranja farmaceutskih supstanci za razlicite
farmaceutske proizvode. Ovaj pristup je skup i dugotrajan, a ¢esto nije ni ekoloski prihvatljiv.
Nazalost, uporaba zelenih analitickih metoda joS uvijek je ogranicena u farmaceutskom podrucju,
posebice u aktivnostima kontrole kvalitete. Ozelenjavanje analiti€¢kih metoda postalo je od velikog
interesa u podrucju farmaceutske analize kako bi se zastitilo zdravlje analiti¢ara i okolis. Metode
po kojima se ispituju djelatne tvari, dio gotovih lijekova i dr. propisane su farmakopejama, stoga
je cilj ovog istrazivanja na modelu izabranih djelatnih tvari ispitati koliko su zelene metode za

odredivanje sadrzaja i onecis¢enja tih tvari u Europskoj farmakopeji.
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3. Materijal i metode
3.1. Procjena ekoloske prihvatljivosti analiti¢kih metoda

Kako bi se ispitala ekoloska prihvatljivost analitickih metoda koje se koriste u odredivanju
sadrzaja i onecis¢enja lijekova prema Europskoj farmakopeji odabrana je skupina lijekova koja se
koristi u terapiji upalne bolesti crijeva. Razmatrane su monografije Sest lijekova iz skupine
imunosupresiva i 5-aminosalicilata: azatioprin, merkaptopurin, mesalazin, sulfasalazin, budesonid
I osalazin, a pretrazivana je Europska farmakopeja 10.3. VrSena je procjena zelenosti metoda
opisanih za odredivanje sadrZaja i oneciS¢enja navedenih djelatnih tvari. Monografije nerijetko
imaju opisano viSe metode za razli¢ita oneciS¢enja istog API-ja pa je u ovakvim slucajevima
procjena napravljena za svaku metodu posebno. Zelenost opisanih metoda odredena je koriste¢i
dva slobodno dostupna alata AGREE i AMGS (80, 123). Programi su dostupni na poveznicama

https://mostwiedzy.pl/en/wojciech-wojnowski,174235-1/AGREE odnosno

https://www.acsqgcipr.org/amgs/.

Za procjenu ekoloske prihvatljivosti metoda sukladno AGREE alatu koristeni su specifi¢ni
ulazni podaci prikazani u Tablici 2. Primjerice za metodu odredivanja sadrZaja azatioprina
procijenjeno je da je potrebna minimalna koli¢ina uzorka od 0,25 g, da se metoda odvija u 3 ili
manje koraka i da nastaje barem 35 ml otpada. Ulazni podaci koriSteni za procjenu ekoloske
prihvatljivosti metoda preko AMGS alata su navedeni u dodatku rada pojedina¢no s obzirom na

APl i metodu (9.1.3.,9.2.2,,9.2.4.,9.3.3.,9.4.3.,,9.45,,95.7.,,95.3,,9.6.3.,,9.6.5.).
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Tablica 2. Ulazni podaci za procjenu ekoloske prihvatljivosti ispitivanih metoda

Broj Broj Koli¢ina
Aktivna Koli¢ina | Broj Koli¢ina | analita uzoraka Energetski otrovnog
farmaceutska uzorka (g | korakau otpada (g | koji se analiziranih | najintenzivnija reagensa
supatancija Metoda ili ml) postupku ili ml) odreduju | po satu tehnika (giliml) | Priroda otapala
zapaljivo i
azatioprin sadrzaj 0,25 3ili manje | 35 1 6 potenciometrija | 35 nadrazujuée
tekuc¢inska zapaljivo i
onegiscenje 0,01 8 ili vise 1407 7 0,74 kromatografija 137,55 nadrazujuée
tekucinska
budesonid sadrzaj 0,025 6 11015 1 0,49 kromatografija 4515 zapaljivo
tekucinska
oneciscéenje 0,025 7 1164 12 0,25 kromatografija 462,7 zapaljivo
zapaljivo i
merkaptopurin sadrZaj 0,1 3ili manje | 57 1 6 potenciometrija 57 nadrazujuce
tekucinska zapaljivo i
oneciscéenje 0,012 8 ili vise 1898 4 0,48 kromatografija 1898 nadrazujuce
mesalazin sadrZaj 0,05 3ili manje | 104 1 6 potenciometrija | 4 nadrazujuée
tekuc¢inska zapaljivo i
onegiscenije (1) 0,05 8 ili vise 2000 2 0,48 kromatografija 2000 nadrazujuée
tekudinska
onegiscenje (1) | 0,04 8 ili vise 1000 1 0,95 kromatografija 150 zapaljivo
tekuc¢inska zapaljivo i
onegiséenje (11 | 0.01 8 ili vise 1976 10 0,25 kromatografija 676 nadrazujuée
zapaljivo i
osalazin sadrzaj 0,1 3ilimanje | 1224 1 3 potenciometrija | 92 nadrazujucée
tekucinska zapaljivo i
onediscenje 0,02 7 3075 9 0,31 kromatografija 950 nadrazujucée
zapaljivo i
sulfasalazin sadrzaj 0,15 8 ili vise 2190 1 3 UV/Vis 240 nadrazujucée
tekuc¢inska zapaljivo i
oneciscenje (1) 0,025 4 1624 8 0,31 kromatografija 324 nadrazujuée
tekuc¢inska zapaljivo i
oneciséenje (1) | 0,025 6 1633 2 2 kromatografija 333 nadrazujuée

40




3.2. Statisticka obrada podataka

Dobiveni rezultati alata za izracun zelenosti metoda su pojedina¢no opisani, a za usporedbu
dvaju izrauna korisSten je test Spearmanove korelacije. Statisticka znacajnost je postavljena na p
< 0,05. Statisticka analiza je napravljena koriste¢i softver MedCalc verzijal9.1.2 (MedCalc

Software, Ostend, Belgija).
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4. Rezultati
4.1. Procjena ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje sadrzaja i
oneciS¢enja azatioprina

AGREE zbir za metodu odredivanja sadrzaja azatioprina iznosio je 0,5 (Slika 4). Prema
indikatoru boja, najve¢i doprinos niskom zbiru nosila su nacela 3, 5, 10 i 11, odnosno
pozicioniranje instrumenta, manualna izvedba i ne koriStenje minijaturizirane pripreme uzorka,
kao i priroda koriStenih reagensa. Izratun prema svakoj domeni je dan u dodatku rada (9.1.1.). Za

ovu metodu nije bilo mogucée izracunati AMGS zbir.

<=

¥

Slika 4. AGREE zbir farmakopejske metode za odredivanje sadrzaja azatioprina

Za metodu odredivanja oneciS¢enja azatioprina, pripadajuci izracunati AGREE zbir je bio
nizi u odnosu na metodu za odredivanje njegova sadrzaja te je iznosio 0,36 (Slika 5). Sukladno
piktogramu, osim pozicioniranja uredaja, cjelokupnog postupka pripreme uzorka i bio-reagensa,
problemati¢an je i veliki broj analitickih koraka, koli¢ina otpada koja nastaje i priroda, tj.

toksicnost koristenih reagensa. Izracun prema svakoj domeni je dan u dodatku rada (9.2.1.).
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Slika 5. AGREE zbir farmakopejske metode za odredivanje onecis¢enja azatioprina

Prema AMGS izratunu za farmakopejsku metodu kojom se odreduju onecisenja
azatioprina zbir iznosio je 58,63. IzraCunati zbir energije instrumenta bio je 24,53, zbir energije
otapala 6,88 i okolisni, zdravstveni i sigurnosni zbir otapala 27,21. Prema pretpostavkama alata
ovakva razdioba doprinosa donekle zadovoljava, ¢ime zbir energije otapala u ukupnom zbiru
pridonosi sa svega 11,74 %, zbir energije instrumenta 41,84 %, a okolisni, zdravstveni i sigurnosni
zbir otapala s 46,41 %. Detaljan AMGS izracun za farmakopejsku metodu kojom se odreduju

oneciscenja azatioprina je prikazan u dodatku rada (9.1.3.).

4.2. Procjena ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje sadrzaja i
onecisé¢enja budesonida

AGREE zbir za farmakopejsku metodu za odredivanje sadrzaja budesonida iznosio je 0,38
(Slika 6). Prema indikatoru boja, niskom zbiru najvise doprinosi ¢ak 6 nacela odnosno 3, 5, 7, 8,
10 1 11, dok prema nacelima 1, 2, 6 i 12 metoda zadovoljavala kriterije. Izracun prema svakoj

domeni je dan u dodatku rada (9.2.1.).
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Slika 6. AGREE zbir farmakopejske metode za odredivanje sadrzaja budesonida

Pripadaju¢i AMGS zbir je izraCunat kao 837,93. Prema tumacenju alata i razdiobi
doprinosa pojedinih komponenti donekle zadovoljava. Najveci doprinos bio je energije otapala s
49,14 %, dok su energija instrumenta i okoli$ni, zdravstveni i sigurnosni zbir otapala doprinosili s
nesto vise od 25 %. Detaljan AMGS izracun za farmakopejsku metodu kojom se odreduje sadrzaj

budesonida je prikazan u dodatku rada (9.2.2.).

Za farmakopejsku metodu kojom se odreduju oneciséenja budesonida izrac¢unat je AGREE
zbir iste vrijednosti kao i za odredivanje sadrzaja odnosno 0,38 (Slika 7). Kako je vidljivo prema
piktogramu, isto kao kod metode za odredivanje njegova sadrzaja samo po nacelima 1,2, 61 12,
odnosno in-field uzorkovanje s direktnom analizom, malom koli¢inom uzorka, izbjegavanjem
derivatizacije 1 netoksi¢nim reagensima je metoda zadovoljila kriterije za zelenu analiticku

metodu. Izracun prema svakoj domeni za metodu odredivanja oneciS¢enja budesonida je dan u

dodatku rada (9.2.3.).
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Slika 7. AGREE zbir farmakopejske metode za odredivanje onecis¢enja budesonida

Pripadaju¢i AMGS zbir iznosio je 126,22, a prema izracunu zadovoljio je s doprinosom
energije instrumenta (27,21 %) i okolisnim, zdravstvenim i sigurnosnim zbirom otapala (24,70 %)
dok energija otapala doprinosi s 48,08 %. Detaljan AMGS izracun za farmakopejsku metodu

odredivanja onecis¢enja budesonida je prikazan u dodatku rada (9.2.4.).

4.3. Procjena ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje sadrzaja i
onecis¢enja merkaptopurina

Za farmakopejsku metodu odredivanja sadrzaja merkaptopurina, pripadajuci izracunati
AGREE zbir iznosio je 0,5 (Slika 8). Kako je vidljivo iz piktograma, metoda ne zadovoljava prema
nacelima 3,5, 7, 101 11 zelene analiticke kemije. Izracun prema svakoj domeni je dan u dodatku

rada (9.3.1.). Za ovu metodu nije bilo moguce izracunati AMGS zbir.
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Slika 8. AGREE zbir farmakopejske metode za odredivanje sadrzaja merkaptopurina

Za farmakopejsku metodu za odredivanje oneciS¢enja merkaptopurina, pripadajuci
AGREE zbir bio je nizi, odnosno svega 0,34 (Slika 9). Iz piktograma je vidljivo da sukladno
nacéelima zelene analiticke kemije metoda zadovoljavala samo po prvom, drugom i Sestom nacelu.

Izracun prema svakoj domeni je dan u dodatku rada (9.3.2.).
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Slika 9. AGREE zbir farmakopejske metode za odredivanje onecis¢enja merkaptopurina

Sukladno AMGS-u, farmakopejska metoda za odredivanje onecis¢enja merkaptopurina je
zadovoljila u pogledu energije instrumenta i energije otapala, dok nije zadovoljila u pogledu

doprinosa okolisnog, zdravstvenog i sigurnosnog zbira otapala. Ukupni izracunati AMGS za
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metodu je iznosio 188,87. Detaljan AMGS izra¢un za metodu kojom se odreduju onecis¢enja

merkaptopurina je prikazan u dodatku rada (9.3.3.).

4.4. Procjena ekolosSke prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje sadrZaja i
oneciS¢enja mesalazina

Sukladno farmakopejskoj metodi za odredivanje sadrzaja mesalazina, izraCunat je
pripadaju¢i AGREE zbir od 0,54 (Slika 10), najvisi u odnosu na ostale odabrane farmakopejske
metode za odredivanje sadrzaja. Opisana metoda nije zadovoljavala prema nacelima 3, 5, 71 10
(crveno), kao ni 8 i 10 (narancasto). Izracun prema svakoj domeni je dan u dodatku rada (9.4.1.).

Za ovu metodu nije bilo moguce izra¢unati AMGS zbir.

g
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Slika 10. AGREE zbir farmakopejske metode za odredivanje sadrzaja mesalazina

Za odredivanje oneciS¢enja mesalazina, ovisno o onecis¢enju koje se odreduje,
farmakopejske metode ukljucuju tri razlicita analitiCka postupka. Pripadaju¢i AGREE zbir za
opisane metode je u rasponu od 0,33 do 0,35 (Slika 11). Niti jedna od opisanih metoda nije

zadovoljavala prema nacelima 3, 4, 5, 7, 8, 10 ni 11, odnosno zadovoljavaju u pogledu
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uzorkovanja, male koliine uzorka, izbjegavanja derivatizacije i relativno netoksi¢nih reagensa.

Izracun prema svakoj domeni je dan u dodatku rada (9.4.2., 9.4.4., 9.4.6.).

= ol

B e

Slika 11. AGREE zbir farmakopejske metode za odredivanje onecis¢enja mesalazina (I —

oneciscenja A i C; II — onecis¢enje K; III — onecis¢enja E, F, G, H, J, L, M, O, P, R)

Za prvu opisanu metodu za odredivanje oneciS¢enja mesalazina, pipadaju¢i AMGS zbir
iznosio je 312,07. U pogledu doprinosa razli¢itih komponenti, zadovoljila je samo energijom
otapala. Za drugu opisanu metodu odredivanja oneciséenja izracunat je AMGS zbir od 266,71. 1
ova metoda. Sukladno izra¢unu, zadovoljila je samo u pogledu energije otapala. Tre¢a navedena
metoda za odredivanje onec¢iS¢enja mesalazina je prema AMGS zbiru najzelenija, 82,48. Ova
metoda, prema izracunu zadovoljava doprinosom i energije i okoliSnog, zdravstvenog i
sigurnosnog zbira otapala s manje od 30 %. Detaljan AMGS izracun za metode kojima se odreduju

onecis¢enja mesalazina je prikazan u dodatku rada (9.5.3.,9.4.5.,9.4.7.).

48



4.5. Procjena ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje sadrzaja i
oneciS¢enja osalazina

Sukladno opisanoj farmakopejskoj metodi za odredivanje sadrzaja osalazina, izraCunat je
pripadaju¢i AGREE zbir od 0,47. Ova metoda je zadovoljila prema nacelima 1, 2, 4, 6, 91 12 kako
je vidljivo iz prikazanog piktograma (Slika 12). Izra¢un prema svakoj domeni je dan u dodatku

rada (9.5.1.). Za ovu metodu nije bilo moguce izra¢unati AMGS zbir.

<=

Slika 12. AGREE zbir farmakopejske metode za odredivanje sadrzaja osalazina

AGREE izracun za zelenost farmakopejske metode za odredivanje onecis¢enja osalazina
iznosio je 0,43. Metoda nije zadovoljila sukladno nacelima 3, 4, 5, 7, 8, 10 i 11, odnosno prema
pozicioniranju instrumenta, broju koraka, stupnju automatizacije i minijaturizacije, koli¢ine otpada
koja nastaje, trajanju metode i vrsti reagensa koji se koriste kako je vidljivo iz piktograma (Slika

13). Izra¢un prema svakoj domeni je dan u dodatku rada (9.5.2.).
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Slika 13. AGREE zbir farmakopejske metode za odredivanje onecis¢enja osalazina

Prema AMGS izracunu za farmakopejsku metodu kojim se odreduju onecis¢enja osalazina
zbir iznosio je 73,67. Izracunati zbir energije instrumenta bio je 37,21, zbir energije otapala 24,95
i okoli$ni, zdravstveni i sigurnosni zbir otapala 11,51. Prema pretpostavkama alata ovakva
razdioba ne zadovoljava samo u pogledu energije instrumenta koja u ukupnom zbiru doprinosi s
vise od 50 %. Detaljan AMGS izracun za metodu kojom se odreduju onecis¢enja olsalazina je

prikazan u dodatku rada (9.5.3.).

4.6. Procjena ekoloSke prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje sadrzaja i
oneciS¢enja sulfasalazina

Izracunati AGREE zbir za farmakopejsku metodu odredivanja sadrzaja sulfasalazina bio
je 0,38. Opisana metoda je zadovoljila prema kriterijima 1, 2, 6, 9 i 12 zelene analiticke kemije
(Slika 14). Izracun prema svakoj domeni je dan u dodatku rada (9.6.1.). Za ovu metodu nije bilo

moguce izracunati AMGS zbir.
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Slika 14. AGREE zbir farmakopejske metode za odredivanje sadrzaja sulfasalazina

Za odredivanje onecis¢enja sulfasalazina farmakopeja navodi dvije kromatografske
metode ovisno o ciljanim onecis¢enjima. Sukladno AGREE-u, opisane metode postizu zbir od
0,41, odnosno 0,39. Obje navedene metode zadovoljile su kriterij zelenosti u pogledu nacela 1, 2,
6 1 12 zelene analiticke kemije (Slika 15). IzraCun prema svakoj domeni je dan u dodatku rada

(9.6.2.,9.6.4.).

Slika 15. AGREE zbir farmakopejske metode za odredivanje onecis¢enja sulfasalazina (I —
oneciS¢enja A, B, C, D, E, F, G, [; Il — onecis¢enja H 1J)
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Prema AMGS izracunu za prvu opisanu metodu za odredivanje oneci$¢enja sulfasalazina
zbir je iznosio 75,37. Izracunati zbir energije instrumenta bio je 41,86, zbir energije otapala 19,70
i okolis$ni, zdravstveni i sigurnosni zbir otapala 13,81. Prema pretpostavkama alata ovakva
razdioba nije zadovoljila samo u pogledu energije instrumenta koja u ukupnom zbiru doprinosi s
viSe od 50 %. Nadalje, za drugu opisanu metodu pripadaju¢i AMGS zbir je iznosio 67,39.
Sukladno izra¢unu, metoda je zadovoljila samo po pitanju energije otapala koja doprinosi s nesto
manje od 8 %. U pogledu okolisnog, zdravstvenog i sigurnosnog zbira otapala metoda je
doprinosila s vise od 50 %. Detaljan AMGS izracun za obje farmakopejske metode odredivanja

onecisc¢enja sulfasalazina je prikazan u dodatku rada (9.6.3., 9.6.5.).

4.7. Usporedba AGREE i AMGS zbira

Prema provedenoj statistickoj obradi AGREE i AMGS rezultata za istrazivane metode za
koje je bilo moguce odrediti oba zbira, nije pronadena znacajna korelacija medu rezultatima dvaju
alata (r = -0,421; P = 0,226). Poredak metoda prema izracunatom AGREE zbiru prikazan je u
Tablici 2. Vidljivo je da nizi AGREE zbir postizu naj¢e$¢e metode za odredivanje sadrzaja,

odnosno ove su metode u ve¢em udjelu zelene.
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Tablica 2. Poredak istrazivanih farmakopejskih metoda prema zelenosti sukladno AGREE zbiru

Zelenost metode

Tvar Metoda AGREE orema AGREE AMGS
mesalazin sadrzaj 0,54 -
merkaptopurin sadrzaj 0,50 -
azatioprin sadrzaj 0,50 -
osalazin sadrzaj 0,47 -
osalazin onecisc¢enje 0,43 73,67
sulfasalazin oneciscenje (I) 0,41 75,37
budesonid oneciséenje 0,39 126,22
sulfasalazin onecisc¢enje (II) 0,39 67,39
sulfasalazin sadrzaj 0,38 -
budesonid sadrzaj 0,38 837,93
azatioprin onecisc¢enje 0,36 58,63
mesalazin oneciscenje (I1) 0,35 266,71
mesalazin oneciscenje (I11) 0,34 82,48
merkaptopurin oneciséenje 0,34 188,87
mesalazin oneciscenje (1) 0,33 312,07

Poredak metoda prema izrac¢unatom AMGS zbiru prikazan je u Tablici 3. 1z podataka je
vidljivo da za cijeli niz ispitivanih metoda nije bilo moguce izracunati AMGS zbir. Nadalje,
metoda za odredivanje sadrzaja budesonida je postigla jako visok AMGS zbir, odnosno sukladno

parametrima kojima se ovaj alat vodi, smatra se najmanje zelenom od svih ispitivanih metoda.

Tablica 3. Poredak istrazivanih farmakopejskih metoda prema zelenosti sukladno AMGS zbiru
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Zelenost prema

Tvar Metoda AGREE AMGS AMGS
azatioprin onecisc¢enje 0,36 58,63
sulfasalazin oneciscenje (I1) 0,39 67,39
osalazin onecisc¢enje 0,43 73,67
sulfasalazin oneciscenje (1) 0,41 75,37
mesalazin oneciscenje (I11) 0,34 82,48
budesonid oneciséenje 0,39 126,22
merkaptopurin  oneciS¢enje 0,34 188,87
mesalazin oneciscenje (I1) 0,35 266,71
mesalazin onecisc¢enje (1) 0,33 312,07
budesonid sadrzaj 0,38 837,93
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5. Rasprava

S ciljem sveobuhvatne procjene ekoloske prihvatljivosti analitickih farmakopejskih
metoda za odredivanje sadrzaja i oneciS¢enja lijekova koji se koriste u terapiji upalnih bolesti
crijeva, AGREE alat svaki od 12 nacela zelene analiticke kemije prikazuje kao pripadajuéi zbir.
Svaka od 12 ulaznih varijabli transformira se u zajednicku ljestvicu u rasponu od 0 do 1. Konacni
rezultat iskazuje se kao umnozak ocjenjivanja za svako nacelo. Rezultati procjene prikazuju se u
obliku grafikona nalik satu, s ukupnim rezultatom prikazanim u njegovom sredisnjem dijelu.
Izvedba postupka u svakom principu izrazava se intuitivnom crveno-zuto-zelenom skalom boja,

dok je tezina svakog principa iskazana Sirinom njegovog odgovaraju¢eg segmenta.

Prvi princip zelene analiticke kemije nalaze da se koristiti direktna analiza, odnosno da se
izbjegava obrada uzorka i1 korak pripreme uzorka Sto moZze drasticno smanjiti okolisne,
zdravstvene 1 sigurnosne probleme povezane s odredenom metodologijom. Sukladno tome
AGREE razlikuje razli¢ite razine zelenila kao $to je prikazano u tablici 4. Prilikom unosa
parametara farmakopejskih metoda za izabrane djelatne tvari u AGREE softver razmatrano je da
je svaka analiza direktna s in-field uzorkovanjem. Za sve ispitane metode dobivena vrijednost za

ovaj princip zelene analiticke kemije iznosila je 0,85 te je prikazana zelenom bojom.
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Tablica 4. Stupanj obrade uzorka i pripadajuci zbir prema AGREE

Nacin obrade uzorka Zbir
Daljinsko ocitanje bez oStec¢enja uzorka 1,00
Daljinsko ocitanje s malim fizickim oSte¢enjem 0,95
Neinvazivna analiza 0,90
In-field uzorkovanje i direktna analiza 0,85
In-field uzorkovanje i on-line analiza 0,78
On-line analiza 0,70
At-line analiza 0,60
Off-line analiza 0,48

Prethodna obrada i obrada vanjskog uzorka i analiza serije (smanjeni broj 0.30
koraka) ’

Prethodna obrada i obrada vanjskog uzorka i analiza serije (veliki broj koraka) 0,00

Prema drugom nacelu zelene analiti¢ke kemije, minimalna veli¢ina uzorka i minimalan
broj uzoraka su ciljevi. Kako se drugo nacelo pretvara u metriku je prikazano u tablici 5. Za
ispitane farmakopejske metode dobivene vrijednosti ovog principa kretale su se u rasponu od 0,85
(farmakopejska metoda za odredivanje sadrZaja azatioprina) do 1,00 te su prikazane razliitim

nijansama zelene boje.

Tablica 5. AGREE zbir temeljem veli¢ine uzroka

Veli¢ina uzorka (mg ili

Vrsta analize Zbir
L)

Ultramikroanaliza | <1

Mikroanaliza 1-10 1,00

Semimikroanaliza | 10 — 100

Prema jednadzbi =-0,142 x In (koli¢ina

Makroanaliza > 100 uzorka u g ili mL) + 0,65

Trece nacelo zelene analiticke kemije ima za cilj odredivanje ciljanih analita §to je moguce

izravnije. Vazno je locirati uredaj blizu mjesta mjerenja, jer je u tom slucaju vrijeme izmedu dvije

56



analize kratko, a vremensko kasnjenje izmedu uzimanja uzorka i dobivanja relevantnih analitickih
informacija takoder je kratko. Konkretno, ¢etiri mogucénosti, naime, off-line, at-line, on-line i in-
line smatrani su ulaznim podacima za procjenu zbira sukladno tablici 6. S obzirom na prirodu
farmakopejskih metoda gdje je priprema uzorka odvojena od njegove analize vrijednosti za ovaj
princip za sve ispitane farmakopejske metode iznosile su 0,00 te su istaknute izrazito crvenom

bojom.

Tablica 6. Transformacija poloZaja analitiCkog uredaja prema ispitivanom objektu u numericki

zbir prema AGREE

Nacin povezanosti postupka pripreme te analize uzorka Zbir
in-line 1,00
on-line 0,66
at-line 0,33
off-line 0,00

Kako bi se procijenila prihvatljivost analiticke metode prema Cetvrtom nacelu zelene
analiticke kemije, program postavlja zbir 1,0 za postupke koji ukljuéuju tri ili manje koraka, dok
je za Cetiri, pet, Sest, sedam i osam ili vise koraka, zbir je postavljen na 0,8, 0,6, 0,4, 0,2, odnosno
0. Za ispitane farmakopejske metode vrijednost ovog nacela kretala se u rasponu od visokih 1,00
do iznimno niskih 0,00. Stovise, ¢ak 4 metode su imale vrijednost 1,00 te im je ovaj princip bio

obojen izrazito crvenom bojom. Ovo se odnosilo na titrimetrijske metode odredivanja sadrzaja.

Transformacija razina minijaturizacije i automatizacije u odgovarajuéi zbir prikazana je u
tablici 7. Prilikom unosa parametara farmakopejskih metoda za izabrane djelatne tvari u AGREE
program razmatrano je da je svaka analiza manualna i bez provedene minijaturizacije. Uzme li se

u obzir da je napredne i automatizirane tehnike pripreme uzoraka nisu uklju¢ena u ispitanim
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farmakopejskim metodama nije iznenadujuce da se za sve metode dobivene niske vrijednosti od

0,00 te je ovaj peti princip kod svih metoda istaknut izrazito crvenom bojom.

Tablica 7. Transformacija razina minijaturizacije i automatizacije u zbir prema AGREE

Razina automatizacije i minijaturizacije Zbir
Automatsko, minijaturizirano 1,0
Poluautomatsko, minijaturizirano 0,75
Manualno, minijaturizirano 0,5
Automatsko, nije minijaturizirano 0,5
Poluatuomatsko, nije minijaturizirano 0,25
Manualno, nije minijaturizirano 0,0

Primjena derivatizacijskih sredstava je problemati¢na sa stajalista zelene analiticke kemije,
jer podrazumijeva dodatne korake i daljnju upotrebu kemikalija s naknadnim stvaranjem otpada.
Ukoliko je moguce pozeljno je izbjegavanje kemijske derivatizacije. Kako bi se razlikovala
sredstva za derivatizaciju s obzirom na njihovu ekolosku prihvatljivost, primjenjuje se prethodno
razvijen vodic¢ za odabir sredstva za derivatizaciju. Svaki od derivatizacijskih agenasa unutar svake
skupine dobio je ocjenu izmedu 0 i 1 (s 1 dodijeljenom najzelenijim agensima). Kriteriji
ocjenjivanja odnose se na sigurnost primjene, sudbinu u okoliSu, postojanost u okolisu i bioloske

ucinke. Ako se ne primjenjuje derivatizacija, zbir je 1,0; inace se izraCunava prema formuli:

Zbir = DA1 x DA2x ... x DAn—0,2

Prema formuli DA je rezultat koji odgovara odredenom derivatizacijskom agensu. Oduzeta
vrijednost 0,2 sluzi za jasno razlikovanje situacije u kojoj se ne primjenjuje sredstvo za
derivatizaciju i kada se primjenjuje ekoloski najprihvatljivije sredstvo za derivatizaciju. U

suprotnom, najzeleniji agens za derivatizaciju dao bi isti rezultat kao nijedan agens. Ako se u
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(s najnizim rezultatom) imat ¢e najveci utjecaj na ukupni rezultat. Obicno se koristi jedno sredstvo
za derivatizaciju, tako da su situacije u kojima se primjenjuje vise od jednog sredstva rijetke. U
svim ispitanim farmakopejskim postupcima nisu koriStena sredstva za derivatizaciju te je stoga

vrijednost ovog principa u svim slu¢ajevima bila 1,00 te je obiljezen intenzivhom zelenom bojom.

Nadalje, sprjecavanje stvaranja analitickog otpada bilo bi idealno s ekoloskog i
ekonomskog gledista i u skladu sa sedmim principom. Nazalost, u velikoj vecini slu¢ajeva nastaje

analiticki otpad. Jednadzba prema kojoj se izra¢una koli¢ina nastalog otpada je sljedeca:

Zbir = -0.134 x In (koli¢ina otpada u g ili mL) + 0,6949

Primjena ove jednadzbe rezultira zbirom 1,0 za koli¢inu otpada jednaku ili manju od 0,1 g (mL),

za 10 g (mL) zbir je 0,4, a za koli¢inu otpada jednaku 25 i 100 g (mL) zbir je 0,25 odnosno 0,1.

Ispitane farmakopejske metode za odredivanje sadrzaja i oneciS¢enja lijekova koji se koriste u
terapiji upalnih bolesti crijeva nerijetko koriste HPLC tehniku koja na zalost generira veéu koli¢inu
otpada. Nadalje, metode za ispitivanje oneciS¢enja ukljuCuju vece koli¢ine otapala za pripremu
uzoraka. U metodama tekucinske kromatografije, pri procjeni vremena potrebnog za analizu, u
obzir je uzeto injektiranje jednog dodatnog volumena kao slijepe probe i ukupno trajanje sukladno
ovoj pridruZenoj analizi, a priroda i utroSak kemikalija se razmatrao kao prosjek utroska za
pripremu uzorka. Kada nije naveden volumen pokretne faze koji se treba pripraviti, odnosno
volumen otpada koji nastaje od pokretne faze, smatrano je da on iznosi jednu litru. Stoga nije
iznenadujuce da su sve ispitane metode za odredivanje oneciS€enja aktivnih tvari imale niske
vrijednosti 0,00 te mi je ovaj princip oznacen intenzivno crvenom bojom. U titracijskim metodama
je za utrosak otopine kojom se titrira razmatran minimalni ocekivani, tj. potrebni utrosak. Dio

metoda za odredivanje sadrzaja su imale blago pozitivne vrijednosti (0,05 - 0,15), ali i dalje
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pripadaju kategoriji intenzivno obojenih. Izmedu ispitanih isti¢e se jedino farmakopejska metoda
za odredivanje sadrzaja azatioprina kod koje je ovaj princip vrednovan ocjenom 0,22 i kao takav

obiljeZzen naran¢astom bojom.

Osmi princip zelene analiticke kemije nalaze da metoda treba biti optimizirana za
koriStenje na viSe analita kako bi se ograni¢io potreban broj ispitivanja pa izracun uzima u obzir

broj analita koji se odreduju u jednom satu:

Zbir = 0,2429 x In (broj analita koji se odredi u satu) — 0,0517

Sukladno navedenoj pretvorbi, zbir je 0,0, 0,5, 0,9 ili 1,0 za 1, 10, 50 i 70 analita koji se odrede u
jednom satu. Ekonomski kriteriji, poput cijene reagensa ili cijene analitiCke opreme, nisu izricito
ukljuceni u procjenu, iako se analiticki protok, aspekt donekle povezan s ekonomijom, razmatra u
ovom nacelu zelene analiticke kemije. Dobivene vrijednosti su bile do 0,38 te su bile obiljezene

razli¢itim nijansama crvene i narancaste.

Prema devetom principu zelene analitiCke kemije, u analizi treba biti utroSena minimalna
koli¢ina energije. Procjena energije utroSene u koracima pripreme uzorka, analiti¢kog odvajanja i
detekcije moze biti izazovna i zahtjevna. U ovom se pristupu dodjeljuju sljedeci zbirevi tehnikama
pripreme uzoraka, sustavima analitiCke separacije i detektorima: 1,0 zbir za analiticke sustave koji
troSe <0,1 kWh po uzorku; 0,5 zbir za analiticke sustave koji trose 0,1-1,5 kWh po uzorku; 0,0
zbir za analiticke sustave koji troSe >1,5 kWh po uzorku. Nadalje, napredak u analiti¢koj
instrumentaciji moze imati vazan ucinak na ukupnu potro$nju energije. Stoga, kad god je to
moguce, potroSnja energije moze se preciznije izraCunati uzimajuéi u obzir potroS$nju energije
navedenu u tehnickim specifikacijama ukljucenih analiti¢kih sustava, vrijeme potrebno za

odredeni analiti¢ki korak te broj obradenih uzoraka. U ovom slucaju, rezultat linearno raste izmedu
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0 1 1 smanjenjem potrosnje energije po uzorku s 1,5 na 0,1 kWh. UtroSak energije se nije
procjenjivao izra¢unom ve¢ su metode izabirane iz padajuceg izbornika programa. Za sve ispitane
farmakopejske metode kojima se odreduju onec¢iS¢enja dodijeljene su vrijednosti 0,5, a onima za

sadrzaj 0,5 odnosno 1,0 te su oznacene zutom ili zelenom bojom.

Koristenje kemikalija dobivenih iz obnovljivih izvora vrlo je obecavajuéi i pozeljan pristup
ne samo u analiti¢koj kemiji nego u svim granama kemije. Deseto se nacelo tretira na jednostavan
naéin. Ako nisu primijenjeni reagensi ili su svi iz bioloskih izvora, zbir je 1. Ako neki od njih
potjecu iz bioloskih izvora, dok drugi nisu, zbir je 0,5. U slucaju da niti jedan reagens ne potjece

iz bioloskih izvora, zbir je jednak 0 §to je slucaj za sve ispitane farmakopejske metode.

Jedanaesto nacelo zelene kemije ima za cilj uklanjanje ili zamjenu toksi¢nih reagensa
koli¢ina toksi¢nih reagensa ili otapala takoder je kriticno pitanje. Prvi korak za procjenu dane
analiticke metodologije prema ovom nacelu je naznaliti ukljuCuje 1i procijenjeni analiticki
postupak primjenu bilo kakvih toksi¢nih reagensa. Ako se ne koriste toksi¢ni reagensi, zbir je

jednak 1. U suprotnom, masa ili volumen reagensa pretvara se u zbir u skladu s jednadzbom:

Zbir = -0,156 x In (koli¢ina reagensa ili otapala u g ili mL) + 0,5898

PredlaZze se da se svaki materijal smatra otrovnim ako je definiran kao otrovan udisanjem,
gutanjem, dermalnim kontaktom ili je toksi¢an za vodeni svijet. Sami analit, odnosno djelatna tvar
koja se ispituje i pripadajuéi standardi nisu smatrani toksi¢nim supstancijama bez obzira na
farmakolosko 1 potencijalno toksi¢no djelovanje iz razloga §to je cilj usporedba metoda neovisno

0 analitu pa se ovo moglo izbjeci s obzirom na to da je vezano isklju¢ivo uz prirodu djelatne tvari.
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Nazalost ispitane metode su nisko vrednovane za ovo nacelo buduci da u vrijednosti bile manje od

0,32.

Prema posljednjem principu, sigurnost analitiCara je najvaznija. Kako bi se ukljucila
sigurnost analiucara i opasnosti za okoli$, razmatra se broj prijetnji koje nisu izbjegnute. Prijetnje
su povezane s primjenom reagensa, u kojem slucaju sigurnosno-tehnicki listovi daju jasnu
indikaciju, ili s procesima u kojima se stru¢no znanje moze Koristiti za procjenu potencijala
opasnog izlaganja. Prijetnje koje nije bilo moguce izbjeci trebaju se izabrati s liste ponudenih
(otrovno za vodene organizme, bioakumulativno, perzistentno, visoko zapaljivo, visoko
oksidirajuce, eksplozivno i nagrizajuce). Ako se nijedna prijetnja ne izabere, zbir je 1. Ako se
izabere jedna, dvije, tri ili Cetiri koje su prisutne, pripadajuci zbirevi su 0,8, 0,6, 0,4, odnosno 0,2.
Ako se izabere pet ili viSe prijetnji, zbir je 0. Podaci o toksi¢nosti reagensa su uzeti iz sigurnosno-
tehnickih listova tvari. Za ispitane farmakopejske metode dodijeljene su vrijednosti 0,6 odnosno

0,8 istaknute razli¢itim nijansama zelene boje.

Sukladno izracunima prema AGREE alatu moze se zakljuciti da su metode za odredivanje
sadrzaja zelenije od onih za odredivanje oneciS¢enja. Ovom nalazu doprinosi ¢injenica da su to
nerijetko jednostavnije, titrimetrijske metode koje zahtijevaju manji utroSak energije, generiraju
manje otpada i izvode se u manje koraka od sloZenijih kromatografskih metoda. Stoga slijedi i da
bi se preferencijom jednostavnijih metoda mozda postiglo barem djelomi¢no ozelenjivanje

farmakopejskih metoda.

AMGS alat je razvijen kao nova metoda ocjene zelenila analiticke metode kako bi
potaknuo koristenje najzelenijih metoda odvajanja i zamisljen je kao op¢a metricka smjernica za
usporedbu metoda tijekom razvoja. Sto je niza AMGS vrijednost, to je metoda ekoloski
prihvatljivija. AMGS metricki faktori ukljucuju sigurnost koristenih kemikalija te njihov utjecaj
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na okoli$, potro$nju energije instrumenta i koli¢inu nastalog otpada. Rezultati su prikazani i kao
zbir energije instrumenta, zbir energije otapala i okoliSni, zdravstveni i sigurnosni zbir otapala.
Rezultati su oznac¢eni bojom te predstavljaju smjernicu koja pokazuje da li odredeni energetski
rezultat (od tri navedene kategorije) utjeCe na ravnotezu ukupnog % AMGS-a iznad ~1/3
doprinosa. Zuta i crvena boja oznaéile su podruéja gdje se ispitana farmakopejska metoda moze
poboljsati, primjerice, energija instrumenta mogla bi se smanjiti skra¢ivanjem vremena izvodenja
metode. Alat se moze koristiti samo za procjenu tekucinske kromatografije i superkriti¢ne fluidne
kromatografije te je bio primjenjiv samo za dio naSih istrazivanja, odnosno ispitivanjem nisu
obuhvacene titrimetrijeke metode. Parametri koji su uzeti procjenu ekoloske prihvatljivosti
farmakopejskih metoda su broj analita od interesa, broj injektiranja, brzina protoka, vrijeme
analize, vrsta protoka pokretne faze, volumen i sastav pokretne faze te volumen i sastav otapala
koristenih u pripremi standardnih i ispitivanih otopina. Za izratun broja injektiranja kod
kromatografskih metoda te broja uzoraka je pribrojen jedan dodatni uzorak koji predstavlja slijepa
proba. Izratunati AMGS zbir farmakopejskih metoda koje se koriste za odredivanje sadrzaja i
oneciScéenja lijekova koji se koriste u terapiji upalne bolesti crijeva bio je u rasponu od 58,63 do

837,93.

Konacno, ukoliko se razmotre svi rezultati provedenog istrazivanja primjenom i AGREE i
AMGS alata moguce je uociti da su ve¢inom zelenijima bile ocijenjene metode za odredivanje
sadrzaja djelatne tvari, od metoda za odredivanje oneciS¢enja Sto ne iznenaduje s obzirom na to da
su to nerijetko titrimetrijske metode koje su i jednostavnije i zahtijevaju, kako manji utrosak kako
energije, tako i reagensa. Medutim, sukladno izraCunato AGREE zbiru, niti jedna od istrazivanih
metoda ne moze se smatrati zelenom, s obzirom na to da se prema AGREE zbiru metoda moze

smatrati zelenom ako isti iznosi vise od 0,7 (124).
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Za sve metode je pretpostavke bila da je pozicioniranje instrumenta off-line, da nisu
automatizirane i da priprema uzorka nije minijaturizirana, kao i da ne koriste reagense na bioloskoj
bazi pa je u tom smislu prema AGREE izra¢unu svaka metoda izgubila “zelene bodove” sukladno
nacelima 3, 51 10 zelene analiticke kemije. Nadalje, medu metodama za odredivanje onecis¢enja,
koje su najcesce metode tekucinske kromatografije niti jedna od istrazivanih nije zadovoljila u
pogledu koli¢ine otpada koja nastaje ni toksicnosti koristenih otapala, odnosno prema nacelima 7
i 11. Iz navedenog slijedi kako bi se zelenost postoje¢ih metoda mogla posti¢i eventualno
zamjenom koristenih otapala i minijaturizacijom. Stovise, razvijen je i opisan cijeli niz metoda za
odredivanje razli¢itih farmaceutskih supstancija u gotovim formulacijama 1 biolos§kim uzorcima

koristenjem alternativnih otapala, primjerice etanola (88).

Svakako je dobivene vrijednosti potrebno usporediti s dostupnim literaturnim podacima.
Za usporedbu, u literaturi je opisana HPLC metoda za odredivanje lignokain hidroklorida,
ketoprofena i hidrokortizona u gotovoj proizvodu ¢iji je izracunati AGREE zbir iznosio 0,76 (124).
Nadalje, opisane metode za odredivanje moksifloksacina i flukonazola postizu AGREE zbir od
0,66 do 0,71 a spektrofotometrijska metoda za odredivanje kombiniranog pripravka s
paracetamolom AGREE zbir od 0,86 (125, 126). Takoder, ozelenjavanjem postojece metode za
odredivanje kolhicina AGREE zbir je porastao s 0,46 na 0,75 (127), a zamjenom postoje¢e HPLC
metode za odredivanje acetilsalicilatne kiseline i omeprazola u gotovim lijekovima TLC-
denzitometrijskom metodom AGREE zbir je porastao s 0,72, na 0,81 (128). Ove spomenute studije
svakako ohrabruju daljnja istraZivanja na podrucju ozelenjivanja analitickih metoda koje se koriste

u kontroli kvalitete farmaceutika.

Sukladno provedenoj statisti¢koj analizi rezultata dvaju koristenih alata, uoceno je da im

rezultati ne koreliraju $to govori u prilog ¢injenici da svaki od njih ima svoje specifi¢nosti. Tijekom
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odabira alata za pojedini analiticki postupak potrebno je izabrati onaj koji ¢e najpouzdanije
vrednovati ga. Nadalje, potrebno je istaknuti da je potrebno razvijati i nove alate koji ¢e biti
specifi¢niji i dozvoliti prostor za uzimanje u obzir svih otapala koja se koriste sukladno propisanim
farmakopejskim metodama. S druge strane, vrijednost je koriStenja razli¢itih alata $to na drugaciji
naCin sugeriraju u kojem bi se pogledu ili na koji nac¢in metoda mogla uciniti ekoloski

prihvatljivijom.

Gore navedeno podupire ¢injenica da svjetska populacija stari §to ¢e dovesti do porasta u
konzumaciji lijekova. Razli¢ite bi se mjere trebale implementirati kako bi se smanjio utjecaj
proizvodnje i konzumacije lijekova na okoli§ i smanjio ugljicni otisak farmaceutskog sektora.

Maleni doprinos velikog broja pojedinaca moze imati sinergisticki i pozitivan u¢inak na okolis (4).

Od listopada 2005. Europska agencija za lijekove (EMA) zahtijeva od nositelja odobrenja
i njihovih laboratorija da naprave procjenu okolisnog utjecaja lijekova za humane lijekove (tzv.
ERA, engl. Environmental risk assessment). Medutim, ovo izvje$ée se ne uzima u obzir prilikom
procjene omjera rizika i koristi Cak 1 kada se ispostavi da odredeni lijek predstavlja rizik za okolis.
Naglasimo ovdje da procjene utjecaja na okoli§ ne postoje za lijekove odobrene prije listopada
2005. godine (6, 129, 130). Nadalje, ne uzimaju se u obzir emisije koje nastaju tijekom proizvodnje
(131). Takoder, u obzir se uzima izloZzenost nakon predvidene primjene iako lijekovi ¢esto mogu
biti koristeni izvan odobrenih indikacija, tzv. off-label (7). Nema obveze dopunjavanja ni revizije
ovog izvjes¢a (132). Nadalje, iako je EMA ve¢ zapocela s provedbom strategija upravljanja
rizikom za veterinarske lijekove koji mogu predstavljati prijetnju okoliSu, za humane lijekove
nema razvijene takve strategije (9). Medutim, ohrabruje podatak da su neke farmaceutske

kompanije u Europi pocele s implementacijom planova upravljanja okoli$nim rizicima (21, 133).
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Primjer za ublazavanje okoliSnih rizika je uputa o pravilnom odlaganju transdermalnog flastera

etinilestradiola (133).

Nametanje obveze za nadzor razina farmaceutskih supstancija u okoliSu je svojevrsni
dvosjekli mag. Cak i ako se obveza nalaze samo za dio supstancija od interesa, s jedne strane
imamo kontrolu razina ovih tvari, a s druge strane imamo povecanu potrosnju kemikalija za
provodenje ovih analiza. To nas dovodi do zakljucka da je razvoj zelenih metoda neophodan jer je
onecis$¢enje u modernom svijetu gotovo nemogucée izbjeci. Neki autori smatraju da bi neusmjereno
pradenje 1 promatranje zagadenja kao opcenitog, umjesto usmjeravanja na pojedine supstancije
predstavljalo znacajno rasipanje resursa. Opcenito bi se lijekovi velike potrosnje trebali smatrati

prioritetnima (132).

Primjerice sustav generiCke supstitucije koji se primjenjuje u mnogim zemljama
usredotocuje se gotovo isklju¢ivo na smanjenje troskova i pruza malo ili nimalo poticaja za tvrtke
da ulazu u zelene tehnologije. Za jacanje ekonomske motivacije, Svedska je vlada predlozila
revidirani sustav u kojemu se kontrola oneciS¢enja prilikom proizvodnje uzima u obzir. Takoder
je zatrazeno pracenje emisija prilikom proizvodnje i nabave lijekova. Sli¢ne propise bi trebalo
implementirati prilikom davanja odobrenja za proizvodnju i stavljanja u promet lijekova. Mediji
mogu stvoriti veliki val svijesti u tom smislu (131). Nadalje, pritiske mogu izvrSiti i osiguravajuce

kuce koje mogu uzeti utjecaj na okolis§ u obzir kod lijekova iz iste skupine.

Procjene su da se 85 % c¢vrstih dozirnih oblika u Europi prodaje u farmaceutskim
blisterima. Ova otpadna pakiranja obi¢no sadrze slojeve aluminija i plastike $to ih €ini teZim za
recikliranje. Stovise, u Europi se iz ovog razloga reciklira 50 % ambalaZe koja sadrzi aluminij (7).
Dodatna mjera koja bi se mogla provesti za smanjenje utjecaja farmaceutske proizvodnje na okoli$
je proizvodnja odgovarajuce veliCine pakiranja Sto bi rezultiralo smanjenjem koli¢ine
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neiskoriStenih lijekova koji mogu zavrSiti u kanalizaciji ili ¢ak stolnoj vodi ako se s takvim

otpadom ne postupa pravilno (4).

Ovo istrazivanje ograniceno je ¢injenicom da nisu ispitane sve monografije sadrzane u
Europskoj farmakopeji i ne moze se sa sigurnoscu tvrditi da se analiza na 6 djelatnih tvari moze
poop¢iti na cijelu farmakopeju, ali vjerujemo da smo dobili opcenitu ideju da farmakopejske
metode analize zaostaju za suvremenim trendom ozelenjivanja analitickih metoda. U istrazivanju
smo se ograniCili na dva alata, svaki od kojih ima svoje specifi¢nosti i ograni¢enja. Primjerice,
AMGS dozvoljava izbor izmedu ponudenih metoda i otapala zbog ¢ega nije uvijek bilo moguce
izraCunati ovaj parametar za odredivanje sadrzaja djelatne tvari jer, recimo, ne dozvoljava izra¢un
zelenosti potenciometrijske titracije. Nadalje, nerijetko smo izabirali vodu kao otapalo jer
odredena otapala koja su navedena u farmakopejskim monografijama ovaj alat ne nudi kao opciju.
Premda postoji nekoliko pristupa procjeni ekoloske prihvatljivosti analiticke metode, ne uzimaju
sve u obzir iste ¢imbenike, pa je izrazito zahtjevno osigurati zelenu markicu za analiticku metodu
Sto je potvrdeno i rezultatima ovog istraZivanja u kojima su pronadena odstupanja u zelenosti iste
metode izracunato razli¢itim alatima. Idealno bi bilo da postoji specifican alat za provjeru zelenosti
farmakopejske metode koji bi uzeo u obzir sve metode i otapala, slicno kako kod podnosenja
zahtjeva za stavljanje lijeka u promet postoji obveza procjene utjecaja lijeka na okolis. Nadalje, u
buduénosti ocekujemo da ¢e se razviti mehanizmi kojima se nositelje odobrenja i istrazivace potice
da razvijaju zelenije alternative za farmakopejske metode i da te metode budu usvojene od Vijeca
Europe. Vec postojeci alati i metrike se mogu koristiti u fazi razvoja metoda kako bi se metode

ve¢ pri inicijalnom razvoju ucinile $to je moguce zelenijima.
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6. Zakljuéak

Nazalost, uporaba zelenih analitickih metoda joS uvijek je ograni¢ena u farmaceutskom
podrucju, posebice u aktivnostima kontrole kvalitete. Analiticke metode opisane u monografijama
farmakopeja nasiroko su koristene u farmaceutskoj industriji. Rezultati ovog istrazivanja upucuju
na zakljucak da se postojece farmakopejske metode za odredivanje sadrzaja i oneciS¢enja u
djelatnim tvarima ne mogu smatrati zelenima sukladno dostupnim alatima za procjenu ekoloske
prihvatljivosti analitickih metoda. Uzimaju¢i u obzir porast potrosnje farmaceutika, problem
otpada i negativnog ekoloSkog utjecaja farmaceutske industrije na okoli§ necée nestati, ve¢ moze
samo rasti. Slijedom navedenog i s obzirom na to da ne postoji idealan alat za vrsiti procjenu
ekoloske prihvatljivosti analiticke metode, idealno bi bilo napore usmyjeriti ka razvoju specifi¢nog
alata za procjenu ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda. Nadalje, potrebno je razviti
poticaje za kemicare da ozelenjuju postojece i razvijaju nove metode, kao i uzimati u obzir

cjelozivotni utjecaj lijeka na okolis prilikom njegovog propisivanja i potrosnje.
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9. Dodatak

9.1.1. Procjena ekolosSke prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje sadrzaja

azatioprina AGREE analiza

Analytical Greenness report sheet

Criteria Score  Woeight

1. Direct analytical technigques should be applied to avoid sample
treatment.

2. Minimal sample size and minimal number of samples are goals.

3. If possible, measurements should be performed in situ.

-Z

-Z

-Z
4. Integration of analytical processes and operations saves energy and 5
reduces the use of reagents.

-Z

-Z

-Z

5. Automated and miniaturized methods should be selected.

6. Dernivatization should be avoided.

7. Generation of a large volume of analytical waste should be avoided, and
proper management of analytical waste should be provided.

8. Multi-analyte or multi-parameter methods are preferred versus methods

0.38 2
using one analyte at a time.

9. The use of energy should be minimized.

-Z
10. Reagents obtained from renewable sources should be preferred. -Z
11. Toxic reagents should be eliminated or replaced. -Z

12. Operator's safety should be increased. 06 2
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9.1.2. Procjena ekoloSke prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje oneciséenja

azatioprina AGREE analiza

Analytical Greenness report sheet

Criteria Score  Weight

1. Direct analytical technigues should be applied to avoid sample
treatment.

2. Minimal sample size and minimal number of samples are goals.

3. If possible, measurements should be performed in situ.

-I

-Z

-Z
4. Integration of analytical processes and operations saves energy and 5
reduces the use of reagents.

-Z

-Z

-Z

5. Automated and miniaturized methods should be selected.

6. Derivatization should be avoided.

T. Generation of a large volume of analytical waste should be avoided, and
proper management of analytical waste should be provided.

8. Multi-analyte or multi-parameter methods are preferred versus methods 035 5
using one analyte at a time. :
9. The use of energy should be minimized. 0.5 2

10. Reagents obtained from renewable sources should be preferred. -Z
11. Toxic reagents should be eliminated or replaced. -Z

12. Operator's safety should be increased. 0.6 2
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9.1.3. Procjena ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje oneciS¢enja
azatioprina AMGS analiza

(@ | 37 e [ |

Method
Method Number:

2022-11-07T-15:50:34.841
Greenness Score:

58.63
Instrument Energy Score: 2453 41.84%
Salvent Energy Score: 6.88 11.74%
Solvent EHS Score: 2721 A6.41%
Technigue: HPLC v
Number of analytes of interest: 7
Number of injections/runs for one full 5
analysis:
Instrument Conditions
Flow Rate (mL/min): Run timea {minfinjection):

1 20
Gradient
Tirma [min) LY Y %8B

0 100 1]

=1 100 a

15 1] 100

20 1] 100
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9.1.3. Procjena ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje one

azatioprina AMGS analiza, nastavak

Mobile Phases

Mobile Phase A

Methanaol

Water

95

Percent

wew 7

¢isS¢enja

Mobile Phase B

Water

40

<

Meathanol

60

Percent

Sample

Sample Diluent
Sampla prep valume (mLk

507.5

Water

100

Percant

Number of sample preps:

1

Percent

| |
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9.2.1. Procjena ekoloSke prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje sadrzaja

budesonida AGREE analiza

Analytical Greenness report sheet .

Criteria Score  Weight

-
-
I

1. Direct analytical techniques should be applied to avoid sample
treatment.

2. Minimal sample size and minimal number of samples are goals.

3. If poasible, meazurements should be performed in situ.

4_ Integration of analytical processes and operations saves energy and
reduces the use of reagents.

04 2

3. Automated and miniaturized methods should be selected. -I
6. Derivatization should be avoided. -Z
7. Generation of a large volume of analytical waste should be avoided, and 5
proper management of anahytical waste should be provided.

8. Multi-analyte or mulii-parameter methods are preferred versus methods 5
u=ing one analyte at a time.

9. The use of energy should be minimized. 05 2

10. Reagents obtained from renewable sources should be prefermed. -Z
11. Toxic reagents should be eliminated or replaced. -Z

12. Operator's safety should be increased.

B -
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9.2.2. Procjena ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje sadrzaja

budesonida AMGS analiza

”9

Method

Method Number:

2022-11-07-16:03:29.135

Greenness Score:

B37.93
Instrument Energy Score: 21295 [ 25.41%
Salvent Energy Score: 411.78 49.14%
Solvent EHS Score: 213.30 [ 25.44%
Technigue: HPLC
Number of analytes of interest: 1
Number of injections/runs for ane full a4
analysis:
Instrument Conditions
Flaw Rate {mL/min): Run time {min/finjection):
1 31
Gradient
Tirme {rmin) ol %8
Q 100 i]
21 100 i]
22 1] 100
31 1] 100
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9.2.2. Procjena ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje sadrzaja

budesonida AMGS analiza, nastavak

Mobile Phases

Mobile Phase A

Ethanaol Acetonitrile b Water

2 32 68
Mobile Phase B

Acetonitrile Water ~

50 50 Percent
Sample
Sample Diluent
Sample prep volume (mLk Number of sample preps:

140 1

Acetonitrile Water w

30 Ta Percent

||
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9.2.3. Procjena ekoloSke prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje oneciséenja
budesonida AGREE analiza

Analytical Greenness report sheet .

Criteria Score  Weight

1. Direct analytical techniques should be applied to avoid sample
treatment.

2. Minimal sample size and minimal number of samples are goals.

3. If possible, measurements should be performed in gitu.

4. Integration of analytical processes and operations saves energy and
reduces the use of reagents.

5. Automated and miniaturized methods should be selected.

6. Derivatization should be avoided.

7. Generation of a large volume of analytical waste should be avoided, and
proper management of analytical waste should be provided.

2
2
2
2
2
2
2
2

8. Multi-analyte or muli-parameter methods are preferred versus methods
using one analyte at a time.

9. The use of energy should be minimized. 05 2
10. Reagents cbtained from renewable sources should be preferred. -Z
11. Toxic reagents should be eliminated or replaced. -Z

12_ Operator's safety should be increased. -Z
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9.2.4. Procjena ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje onecis¢enja
budesonida AMGS analiza

[E!. “é lﬁ] luﬂ_- [ t ”ﬂ

Method
Method Mumber:

2022-11-07-15:59:57.241
Greenness Scora:

126.22
Instrument Energy Score: 3435 [ 2T.21% ]
Solvent Energy Score: 6069 48.08%
Solvent EHS Score: 31.18 [ 24.70% ]
Technigue: HPLC h
Number of analytes of interest: 12
Number of injections/funs for one full 4
analysis:
Instrument Conditions
Flow Rate (mL¢/min): Run time {min/injection):

1 &0
Gradient
Tirma (min) Seh %8B

0 100 Q

38 100 Q

50 1] 100

&0 1] 100
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9.2.4. Procjena ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje one

budesonida AMGS analiza, nastavak

Mobile Phases

Mobile Phase A

Ethanol Acetonitrile hd Watear

2 32 &8
Mobile Phase B

Acetonitrile Water -

50 50 Percent
Sample

Sample Diluent

Sample prep volume (mL)

217.33

Acetonitrile

3133

Number of sample preps:

1

Water hd

68.67 Percent

||
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9.3.1. Procjena ekoloSke prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje sadrzaja

merkaptopurina AGREE analiza

Analytical Greenness report sheet

Criteria Score  Weight

1. Direct analytical techniques should be applied to awvoid sample
treatment.

2. Minimal sample size and minimal number of samples are goals.

3. If pozsible, measurements should be performed in situ.

-I

-Z

-I
4. Integration of analytical processes and operations saves energy and 5
reduces the use of reagents.

-Z

-Z

-Z

5. Automated and miniaturized methods should be selected.

6. Derivatization should be avoided.

7. Generation of a large volume of analytical waste should be avoided, and
proper management of analytical waste should be provided.

8. Multi-analyte or multi-parameter methods are preferred versus methods

0.38 2
using one analyte at a time.

9. The use of energy should be minimized.

-Z
10. Reagents obtained from renewable sources should be preferred. -Z
11. Toxic reagents should be eliminated or replaced. -I

12. Operator's safety should be increased. 06 2
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9.3.2. Procjena ekoloSke prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje oneciséenja
merkaptopurina AGREE analiza

Analytical Greenness report sheet

Criteria Score  Weight

1. Direct analytical technigues should be applied to avoid sample
treatment.

2. Minimal sample size and minimal number of samples are goals.

3. If possible, measurements should be perfformed in situ.

4. Integration of analytical processes and operations saves energy and
reduces the use of reagents.

-
B
B -
B -
3. Automated and miniaturized methods should be selected. -Z
B
B -
B -

6. Derivatization should be avoided.

7. Generation of a large volume of analytical waste should be avoided, and
proper management of analytical waste should be provided.

8. Multi-analyte or multi-parameter methods are preferred versus methods
using one analyte at a time.

9. The use of energy should be minimized. 05 2
-Z
-Z

12. Operator's safety should be increased. 06 2

10. Reagents cbtained from renewable sources should be preferred.

11. Toxic reagents should be eliminated or replaced.
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9.3.3. Procjena ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje onecis¢enja
merkaptopurina AMGS analiza

| Bestcutate |[ Bprint || Wetear |[ v Bample caleutation || @4

Method
Method Number:

2022-11-07T-15:45:30.83
Greenness Scara:

188.87
Instrument Energy Score: 53.67 [ 28.41% ]
Solvent Enargy Score: 3320 [ 17.58% ]
Solvert EHS Score: 102.00 [ 54.00% ]
Technigue: HPLC ¥
Number of analytes of interest: 4
Number of injections/runs for one full 5
analysis:
Instrument Conditions
Flow Rate {mL/min): Run time {min/injection):

1 25
Gradient
Tirne (min) kY %B

Q 100 Q

8 100 Q

20 1] 100

25 1] 100
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9.3.3. Procjena ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje one
merkaptopurina AMGS analiza, nastavak

Mobile Phases

Mobile Phase A

Methanal

Water

98

Percent

wew 7

¢isS¢enja

Mobile Phase B

Methanal

50

Water

50

Percent

Sample

Sample Diluent
Sample prep valume (mLk

112125

DME0

11

Metharol

18

Number of sample preps:

1

hd Water

971
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9.4.1. Procjena ekoloSke prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje sadrzaja
mesalazina AGREE analiza

Analytical Greenness report sheet .

Criteria Score  Weight

1. Direct analytical technigues should be applied to avoid sample
treatment.

2. Minimal sample size and minimal number of samples are goals.

3. If possible, measurements should be performed in situ.

= -

I

B -

4. Integration of analytical processes and operations saves energy and-z
2

B -

I -

reduces the use of reagents.

2. Automated and miniaturized methods should be selected. -

6. Derivatization should be avoided.

7. Generation of a large volume of analytical waste should be avoided, and
proper management of anahytical waste should be provided.

8. Multi-analyte or multi-parameter methods are preferred versus methods 038 5
using one analyte at a time. :

9. The uze of energy should be minimized. -Z
10. Reagents obtained from renewable sources should be preferred. -Z
11. Toxic reagents should be eliminated or replaced. 0.32 2

12. Operator's safety should be increased. -Z

100




9.4.2. Procjena ekoloSke prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje oneciséenja
mesalazina AGREE analiza (1)

Analytical Greenness report sheet

Criteria Score  Weight

1. Direct analytical techniques should be applied to avoid sample
treatment.

2. Minimal sample size and minimal number of samples are goals.

3. If pozsible, measurements should be performed in situ.

4. Integration of analytical processes and operations saves energy and
reduces the use of reagents.

6. Derivatization should be avoided.

7. Generation of a large volume of analytical waste should be aveided, and
proper management of analytical waste should be provided.

8. Multi-analyte or multi-parameter methods are preferred versus methods

2
2
2
2
2
2
2
using one analyte at a time. 2

5. Automated and miniaturized methods should be selected. -:

9. The use of energy should be minimized. 05 2
-Z
-Z

12. Operator's safety should be increased. 06 2

10. Reagents obtained from renewable sources should be preferred.

11. Toxic reagents should be eliminated or replaced.
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9.4.3. Procjena ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje oneciS¢enja
mesalazina AMGS analiza (1)

| Bostate || Bprint | Wctear || v Bxampto cateutation || @

Method
Method Number:

2022-11-07-15:21:04.788
Greenness Scora:

31207
Instrument Energy Score: 107.33 34.39%
Solvent Energy Score: 5931 19.01%
Solvent EHS Score: 145.42 A6.60%
Tachnigue: HPLC ¥
Number of analytes of interest: 2
Number of injections/runs for one full 5
analysis:
Instrument Conditions
Flow Rate {mL/min): Rumn time (min/finjection):

1 25
Gradient
Tirmea (min) A %B

0 100 Q

] 100 Q

25 40 &l
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9.4.3. Procjena ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje one
mesalazina AMGS analiza (1), nastavak

Mobile Phases

Mobile Phase A

Water

100

Percant

Percent

wew 7

¢isS¢enja

Mobile Phase B

Acetonitrile

100

Percent

Percent

Sample

Sample Diluent
Sample prep volume (mL)

6T1.25

Water

100

Percant

Mumber of sample preps:

1

Percent

| |
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9.4.4. Procjena ekoloSke prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje oneciséenja
mesalazina AGREE analiza (11)

Analytical Greenness report sheet .

Criteria Score  Weight

1. Direct analytical techniques should be applied to avoid sample
treatment.

2. Minimal sample size and minimal number of samples are goals.

3. If possible, measurements should be perfiormed in situ.

4. Integration of analytical processes and operations saves energy and
reduces the use of reagents.

.
B
B -
B
3. Automated and miniaturized methods should be selected. -Z
B
B -
B -

6. Derivatization should be avoided.

7. Generation of a large volume of analytical waste should be avoided, and
proper management of analytical waste should be provided.

8. Multi-analyte or multi-parameter methods are preferred versus methods
using one analyte at a time.

9. The use of energy should be minimized. 05 2
10. Reagents obtained from renewable sources should be preferred. -Z
11. Toxic reagents should be eliminated or replaced. -I

12. Operator's safety should be increased.

I
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9.4.5. Procjena ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje onecis¢enja
mesalazina AMGS analiza (11)

| Boscuate || Bprint || Wctear || v Bramplo caleutation || @

Method
Method Number:

2022-11-07-15:23:42 53T
Greenness Scora:

266.71
Instrument Energy Score: 108.19 40.56%
Solvent Energy Score: 66.72 25.01%
Solvent EHS Score: 91.80 34.42%
Tachnigue: HPLC ¥
Number of analytes of interest: 1
Number of injections/runs for ane full 3
analysis:
Instrument Conditions
Flow Rate {mL/min): Run time {min/injection):

1 21
Gradient
Timea {min) k) %8B

i} 100 Q

21 100 Q
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9.4.5. Procjena ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje oneciS¢enja
mesalazina AMGS analiza (I1), nastavak

Mobile Phases

Mobile Phase A

Methanaol v Water - - w

15 B85 Percent

Mobile Phase B

Percent Percent Percent

Sample

Sample Diluent

Sample prep volumea (mL): Number of sample preps:
2394 1
Methanal w Water w - w
15 85 Percent
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9.4.6. Procjena ekoloSke prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje oneciséenja

mesalazina AGREE analiza (111)

Analytical Greenness report sheet

Criteria Score  Weight

1. Direct analytical technigues should be applied to avoid sample
treatment.

2. Minimal sample size and minimal number of samples are goals.

3. If possible, measurements should be performed in situ.

4. Integration of analytical processes and operations saves energy and
reduces the use of reagents.

6. Derivatization should be avoided.

7. Generation of a large volume of analytical waste should be avoided, and
proper management of analytical waste should be provided.

8. Multi-analyte or multi-parameter methods are preferred versus methods

2
2
2
2
2
2
2
using one analyte at a time. 2

5. Automated and miniaturized methods should be selected. -:

9. The use of energy should be minimized. 0.5 2

10. Reagents cbtained from renewable sources should be preferred. -Z
11. Toxic reagents should be eliminated or replaced. -Z

12. Operator's safety should be increased. 0.6 2
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9.4.7. Procjena ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje onecis¢enja
mesalazina AMGS analiza (111)

| Bosautate || Brrint || Bctear || v Example catcutation | @1

Method
Method Mumber:

2022-11-07-15:19:04.280
Greenness Scora:

B82.48
Instrument Energy Score: 4122 49.97%
Solvent Energy Score: 20.30 [ 24.62% ]
Solvent EHS Score: 20.96 [ 25.41% l
Technigue: HPLC -
Number of analytes of interast: 10
Number of injections/runs for one full 4
analysis:
Instrument Conditions
Flow Rate {mL/min): Run time (min/injection):

1 &0
Gradient
Tirne {rmin) S %8B

Q 100 Q

8 100 Q

20 85 15

40 25 b=

&0 1] 100
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9.4.7. Procjena ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje oneciS¢enja
mesalazina AMGS analiza (111), nastavak

Mobile Phases

Mobile Phase A

Water w - » - w

100 Percent Percent

Mobile Phase B

Acetonitrile w Water w - w
40 60 Percent
Sample

Sample Diluent

Sample prep volume {mL) MNumbser of sample preps:
218.7 1
Water w - w - b
100 Percent Percent
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9.5.1. Procjena ekoloSke prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje sadrzaja

osalazina AGREE analiza

Analytical Greenness report sheet

Criteria Score  Weight

1. Direct analytical technigques should be applied to avoid sample
treatment.

2. Minimal sample size and minimal number of samples are goals.

3. If pogsible, measurements should be performed in situ.

4_ Integration of analytical processes and operations saves energy and
reduces the use of reagents.

5. Automated and miniaturized methods should be selected.

- |
B
B -
B
B -
6. Derivatization should be avoided. -I
B -
B
B -
B
B -

7. Generation of a large volume of analytical waste should be aveided, and
proper management of analytical waste should be provided.

8. Multi-analyte or multi-parameter methods are preferred versus methods
using one analyte at a time.

9. The use of energy should be minimized.

10. Reagents cbtained from renewable sources should be preferred.

11. Toxic reagents should be eliminated or replaced.

12_ Operator's safety should be increased. 06 2
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9.5.2. Procjena ekoloSke prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje oneciséenja
osalazina AGREE anliza

Analytical Greenness report sheet

Criteria Score  Weight

1. Direct analytical technigues should be applied to aveid sample
treatment.

2. Minimal sample size and minimal number of samples are goals.

3. If possible, measurements should be performed in situ.

4. Integration of analytical processes and operations saves energy and
reduces the use of reagents.

5. Automated and miniaturized methods should be selected.

6. Denvatization should be avoided.

7. Generation of a large volume of analytical waste should be avoided, and
proper management of analytical waste should be provided.

8. Multi-analyte or multi-parameter methods are preferred versus methods
using one analyte at a time.

sogEoes

9. The use of energy should be minimized. 0.5 2

10. Reagents obtained from renewable sources should be prefemsd._

11. Toxic reagents should be eliminated or replaced.

i

12. Operator's safety should be increased. 0.6 2
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9.5.3. Procjena ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje onecis¢enja
osalazina AMGS analiza

| Bostauate || B rint || Wctenr || v Bample cateutation || @1

Method
Method Number:

2022-11-0T-15:38:23.665
Greenness Score:

T3.67
Instrument Energy Score: 3r.al [ 50.51% ]
Solvent Energy Score: 2495 [ 33.BT% ]
Salvent EHS Score: 1151 [ 15.62% ]
Technigue: HPLC ¥
Number of analytes of interast: g
Number of injections/runs for one full 3
analysis:
Instrument Conditions
Flow Rate {mL/min): Run time {min/injection):

1 65
Gradient
Tirme (rmin) kY %8

Q 55 45

15 55 45

45 1] 100

50 55 45

65 55 45
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9.5.4. Procjena ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje one

osalazina AMGS analiza, nastavak

Mobile Phases

Mobile Phase A

Water

TO

Methanol

30

Percent

wew 7

¢isS¢enja

Mobile Phase B

Water

35

L4

Methanol

65

Percent

Sample

Sample Diluent
Sample prep volume {mL)

179.25

Water

TO

{

Methanol

30

Number of sample preps:

1

Percent

| |
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9.6.1. Procjena ekoloSke prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje sadrzaja

sulfasalazina AGREE analiza

Analytical Greenness report sheet

Criteria Score  Weight

1. Direct analytical techmigques should be applied to avoid sample
treatment.

2. Minimal sample size and minimal number of samples are goals.

3. If possible, measurements should be performed in situ.

4. Integration of analytical processes and operations saves energy and
reduces the use of reagents.

5. Automated and miniaturized methods should be selected.

.
B -
B -
B -
B -
6. Derivatization should be avoided. -Z
B -
-
B -
B
B -

T. Generation of a large volume of analytical waste should be avoided, and
proper management of analytical waste should be provided.

8. Multi-analyte or multi-parameter methods are preferred versus methods
using one analyte at a time.

9. The use of energy should be minimized.

10. Reagents obtained from renewable sources should be preferred.

11. Toxic reagents should be eliminated or replaced.

12. Operator's safety should be increased. 0.6 2
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9.6.2. Procjena ekoloSke prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje oneciséenja
sulfasalazina AGREE analiza (1)

Analytical Greenness report sheet

Criteria Score  Weight

1. Direct analytical technigues should be applied to aveid sample
treatment.

2. Minimal sample size and minimal number of samples are goals.

3. If possible, measurements should be performed in sibu.

4. Integration of analytical processes and operafions saves energy and
reduces the use of reagents.

5. Automated and miniaturized methods should be selected.

6. Derivatization should be avoided.

7. Generation of a large volume of analytical waste should be avoided, and
proper management of analytical waste should be provided.

8. Multi-analyte or multi-parameter methods are preferred versus methods
using one analyte at a time.

9. The use of energy should be minimized. 0.5 2

10. Reagents obtained from renewable sources should be prefermsd.

11. Toxic reagents should be eliminated or replaced.

12. Operator's safety should be increased. 08 2
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9.6.3. Procjena ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje onecis¢enja
sulfasalazina AMGS analiza (1)

| & || @it || Wetear || v Bampte catcutation || @

Method
Method Number:

2022-11-07-15:30:11.574
Greenness Scora:

T5.37
Instrument Energy Score: 41 .86 l 55.54% ]
Solvent Energy Score: 19.70 l 26.14% ]
Solvent EHS Score: 1381 l 18.32% ]
Technigue: HPLC ¥
Number of analytes of interast: 8
Number of injections/runs for one full 3
analysis:
Instrument Conditions
Flow Rate {mL/min): Run time {minfinjection):

1 65
Gradient
Tirne (min) k) %8

Q 60 40

15 45 55

25 45 55

&l L1 100

65 L1 100
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9.6.3. Procjena ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje oneciS¢enja
sulfasalazina AMGS analiza (1), nastavak

Mabile Phases

Mobile Phase A

Water w - - . w

100 Percent Percent

Mobile Phase B

Water w Methanol ~ - w
20 BO Percent
Sample

Sample Diluent

Sample prep volume {mLk Number of sample preps:
186 1
Water w - ~ - -
100 Parcant Percent
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9.6.4. Procjena ekoloSke prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje oneciséenja
sulfasalazina AGREE analiza (11)

Analytical Greenness report sheet

Criteria Score  Weight

1. Direct analytical technigues should be applied to awvoid sample
treatment.

2. Minimal sample size and minimal number of samples are goals.

3. If possible, measurements should be performed in situ.

e

4. Integration of analytical processes and operations saves energy and

0.4 2
reduces the use of reagents.

5. Automated and miniaturized methods should be selected.

6. Derivatization should be avoided.

7. Generation of a large volume of analytical waste should be avoided, and
proper management of analytical waste should be provided.

8. Multi-analyte or multi-parameter methods are preferred versus methods

- . 0.29 2
using one analyte at a time.
9. The use of energy should be minimized. 0.5 2

11. Toxic reagents should be eliminated or replaced.

10. Reagents obtained from renewable sources should be prefermed. -Z
-Z

12. Operator's safety should be increased. 0.6 2
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9.6.5. Procjena ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje onecis¢enja
sulfasalazina AMGS analiza (I1)

(o J 3] o [ |

Method
Method Number:

2022-11-07T-15:34:14.47
Greenness Scora:

67.39
Instrument Energy Score: 2576 38.23%
Salvant Energy Score: 5.39 [ T.99% ]
Solvent EHS Score: 3624 [ 53.78% ]
Tachnigue: HPLC h
Number of analytes of interest: 2
Number of injections/runs for one full 3
analysis:
Instrument Conditions
Flow Rate {mL/min): Run timea (min/injection);

1 10
Gradient
Tirme (min) SR %8B

i] 30 o

10 30 TO
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9.6.5. Procjena ekoloske prihvatljivosti farmakopejskih metoda za odredivanje oneciS¢enja
sulfasalazina AMGS analiza (I1), nastavak

Mobile Phases

Mobile Phase A

Water v Methanol w - b

20 BO Percent

Mobile Phase B

Water - - - - A

100 Percant Percent

Sample

Sample Diluent

Sample prep volume (mL): Number of sample preps:
1995 1
Water w - hd - -
100 Percent Percent
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