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specijalistickog rada.

Takoder, velika zahvala od srca mentorici prof.dr.sc. Biljani Nigovi¢ na strpljenju, usmjerenju, svim

korisnim savjetima te pomodi prilikom izrade i pisanja ovog specijalistickog rada.



SAZETAK

CILJ ISTRAZIVANJA

Izrada magistralnih i galenskih pripravaka u ljekarnickom laboratoriju joS uvijek predstavlja
najpogodniju, u pojedinim slucajevima i jedinu, terapijsku opciju za pacijenta kad ne postoji
industrijski lijek ili je potrebna priprema pogodnog terapijskog oblika ili doze individualno prema
potrebi pacijenta. Magistralni i galenski pripravci ne prolaze strogu zavr$nu kontrolu kvalitete kao
industrijski lijekovi, a ljekarnik je u potpunosti odgovoran za kvalitetu farmaceutskih supstancija,
izradu pripravaka te njihovo pravilno oznacdavanje i izdavanje. Cilj specijalistickog rada je dati pregled
regulative i smjernica o izradi magistralnih i galenskih pripravaka, obrazloziti vaznost ulazne kontrole
farmaceutskih supstancija (potvrde identiteta) koje se koriste za izradu pripravaka, prikazati analizu
tri farmaceutske supstancije NIR spektroskopijom i objasniti njezine prednosti u potvrdi identiteta
farmaceutskih supstancija te dati poticaj podizanju svijesti o potrebi uspostavljanja sustava kvalitete
u ljekarnickom laboratoriju kao i podizanju kvalitete i sigurnosti izrade magistralnih i galenskih

pripravaka.

MATERIJALI I METODE

IstraZzivanja u svrhu izrade rada ukljucuju pregled dostupne znanstvene literature o NIR tehnici i
njenoj primjeni u analitici lijekova opcenito, trenutnih studija, smjernica i zakonskih regulativa vezano
uz izradu i kontrolu kvalitete magistralnih i galenskih pripravaka te ulaznu potvrdu identiteta

farmaceutskih supstancija.

Specijalisticki rad je eksperimentalnog karaktera. U prakticnom dijelu rada koristene farmaceutske
supstancije za analizu NIR spektroskopijom (eritromicin, glicerol, bijeli vazelin) su zadovoljavajucih
zahtjeva kvalitete u skladu s monografijama Europske farmakopeje. Analizirane su na uredaju Apo-
Ident 2 NIR spektrometru prilagodenom potvrdi identiteta supstancija u ljekarnistvu. Apo-ldent 2 u
svom programu QuickStep sadrZi referentne NIR spektre najce$c¢ih supstancija koristenih u izradi

pripravaka u ljekarnama. Potvrda identiteta bijelog vazelina provedena je dodatno i kemijskom



reakcijom prema monografiji Hrvatske farmakopeje uskladenoj s Europskom farmakopejom. Analize
su provedene u ljekarnickom laboratoriju ZU Ljekarna Marusi¢, u prostoriji za analize u uvjetima

reguliranog tlaka, temperature i izmjene zraka.

REZULTATI

Rezultati analize tri farmaceutske supstancije prikazani su u obliku NIR spektara, uz objasnjenje
nacela NIR tehnike i nacina interpretacije rezultata mjerenja. Prikazan je rezultat i kemijske reakcije
potvrde identiteta bijelog vazelina. Navode se prednosti NIR tehnike u svrhu potvrde identiteta pred
nepouzdanim i nedovoljno selektivnim kemijskim reakcijama potvrde identiteta, ukljucujudi
jednostavnu i brzu analizu bez obrade uzorka koji se ne unistava mjerenjem te se dalje moze koristiti
u izradama pripravaka. NIR tehnika ne zahtijeva upotrebu standarda jer se identitet potvrduje
usporedbom NIR spektra ispitivane supstancije s referentnim spektrom iz baze podataka. Prikazano
je kako je koncipiran sustav osiguranja kvalitete u ZU Ljekarni Marusi¢, zasto je vazno slijediti
propisane standardne operativne postupke, cuvati obaveznu dokumentaciju sirovina (certifikate

analize) i analiticka izvjesca ulazne analize farmaceutskih supstancija.

ZAKLJUCAK

Magistralni i galenski pripravci jo$ uvijek predstavljaju jedinu terapijsku opciju kada ne postoji
industrijski lijek prikladnog oblika, doze, punila i sli¢no. Ljekarnik je u potpunosti odgovoran za
nabavu farmaceutskih supstancija, njihovu ulaznu analizu (potvrdu identiteta), izradu pripravaka
prema smjernicama struke te pravilno izdavanje. NIR tehnika omogucava brzu i jednostavnu provjeru
identiteta supstancija u tekuc¢em, cvrstom i polucvrstom stanju, bez obrade uzorka, pripreme
reagensa ili gubitaka analizirane supstancije. Potvrda identiteta u ZU Ljekarni Marusi¢ uredajem Apo-
Ident 2 NIR spektrometrom predstavlja vrlo jednostavnu, brzu i egzaktnu opciju, koja osigurava da

pacijentima budu izdani sigurni i kvalitetni magistralni pripravci.



SUMMARY

OBIJECTIVES

Compounding of magistral and galenic preparations in compounding laboratory in pharmacy in some
cases is still most suitable and only therapeutic option for patient when industrial (registered) drug is
unavailable or doesn't exist on the market, or is necessary to prepare specific pharmaceutical form,

or adjust therapeutic doses individually depending on patient's needs.

Compounded magistral and galenic preparations are not subjected to strict final quality control
testing as industrial drugs, and pharmacist is completely responsible for quality of pharmaceutical

substances, compounding process, and proper labeling and dispensing of compounded preparations.

The aim of this paper is to give insight in regulations and guidelines of compounding of magistral and
galenic preparations, explain importance of entry quality control of pharmaceutical substances
(identity confirmation) used in compounding of preparations, show results of analyses of three
pharmaceutical substances analyzed with NIR spectroscopy, explain advantages of NIR spectroscopy
in identity confirmation of pharmaceutical substances, raise awareness of need of quality
management system in compounding laboratory in pharmacy, also putting quality and safety of

compounded preparations on higher level.

MATERIALS AND METHODS

Research for purpose of creating this paper includes review of available scientific literature about
NIR technique and its application in analysis of drugs, current studies, guidelines and legal
regulations about magistral and galenic preparations and entry identity confirmation of

pharmaceutical substances.

This paper has experimental nature. In practical part of the paper, pharmaceutical substances
(erythromycin, glycerol and white vaseline) used for analysis by NIR spectroscopy, meet the quality

requirements according to monographs of European pharmacopoeia. They were analyzed on the
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Apo-ldent 2 NIR spectrometer device adapted to confirm the identity of substances in pharmacy.
Apo-ldent 2 in its QuickStep program contains the reference NIR spectrums of the most common
substances used in compounding of preparations in pharmacies. ldentity confirmation of white
vaseline was additionally carried out by a chemical reaction according to the monograph of the
Croatian Pharmacopoeia harmonized with the European Pharmacopoeia. The analyses were
performed in the pharmacy laboratory of ZU Ljekarna Marusic, in the analysis room under conditions

of regulated pressure, temperature and air exchange.

RESULTS

The results of the analysis of three pharmaceutical substances are presented in the form of NIR
spectrums, with an explanation of the principles of NIR technique and how to interpret the
measurement results. The result of the chemical reaction of identity confirmation of white vaseline is
also shown. The advantages of the NIR technique for the purpose of identity confirmation over
unreliable and insufficiently selective chemical identity confirmation reactions are listed, including
simple and fast analysis without sample processing that is not destroyed by measurement and can
further be used in compounding of preparations. The NIR technique does not require the use of
standards because the identity is confirmed by comparing the NIR spectrum of the tested substance
with a reference spectrum from the database. The concept of quality assurance system at ZU
Liekarna Marusi¢ is shown, also stated why it is important to follow the prescribed standard
operating procedures, to keep the mandatory documentation of raw materials (certificates of

analysis) and analytical reports of entry analysis of pharmaceutical substances.

CONCLUSION
Magistral and galenic preparations are still the only therapeutic option when there is no industrial
drug of suitable form, dose, excipient and so on. The pharmacist is fully responsible for the purchase

of pharmaceutical substances, their entry analysis (identity confirmation), compounding of

\



preparations according to professional guidelines, and proper dispensing. NIR technique enables a
quick and simple identity confirmation of a substance in liquid, solid and semi-solid form, without
sample processing, preparation of reagents or losses of the analyzed substance. Identity
confirmation at ZU Ljekarna Marusi¢ with the Apo-Ident 2 NIR spectrometer is very simple, fast and

exact option, which ensures that safe and high-quality preparations are dispensed to patients.

Vi
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1. UVOD | PREGLED PODRUCIJA ISTRAZIVANJA

1.1.Magistralni i galenski pripravci

Magistralni i galenski pripravci pripadaju skupini lijekova izradenih u ljekarni koji ne prolaze strogu
kontrolu kvalitete i registraciju kao industrijski lijekovi. Izuzeti su od izdavanja odobrenja za stavljanje
u promet lijekova te kao iznimka ne podlijezu Direktivi 2001/83/EZ koja regulira registrirane lijekove.
Oni su opcija kada trziste ne moze osigurati adekvatan lijek za pacijenta, a razlozi mogu biti razni,
poput privremene nedostupnosti industrijski proizvedenog lijeka ili opéenito nemoguénosti njegovog
oblikovanja i izrade u odredenom farmaceutskom obliku zbog tehnoloskih razloga. Tehnoloski razlozi
mogu biti primjerice, nestabilnosti ili nepovoljna svojstava farmaceutske supstancije (djelatne tvari)
koja su limitirajuéa za izradu gotovog farmaceutskog oblika koji bi bio zadovoljavajuée kvalitete,
sigurnosti i ono najvaZnije, stabilnosti. Vrlo Cest primjer iz prakse je nemoguénost proizvodnje
industrijskog lijeka u obliku sirupa koji bi bio prikladne stabilnosti, roka valjanosti i ostalih nuznih
tehnoloskih karakteristika (1,2). Mnogi ljekarnicki pripravci koji ne podlijezu odobravanju zahtijevaju
preoblikovanje ¢vrstih oralnih farmaceutskih oblika u oralne tekucine ili suspenzije da bi se olaksala

njihova primjena kod djece i starijih te putem nazogastri¢nih sondi.

Galenski pripravci se mogu izradivati u serijama u galenskom ili ljekarnickom laboratoriju prema
publiciranoj literaturi, odnosno provjerenim recepturama iz priznate farmaceutske literature te
prema kriterijima dobre prakse izrade (engl. Good preparation practice, GPP). Osim receptnih,
postoje i bezreceptni galenski pripravci koji pripadaju navedenoj kategoriji ovisno o djelatnoj tvari i
primjeni. Magistralni lijek se izraduje ex tempore prema receptu lijecnika za pojedinog pacijenta
(1,3). Sastoji se od djelatne tvari (farmaceutske supstancije koja je nositelj terapijskog djelovanja) te

pomocénih tvari (primjerice punila, konzervansa, otapala, korigensa okusa, podloge i slicno) koje su



najcesce inertne i nemaju terapijski ucinak, ve¢ omogucavaju uklapanje djelatne tvari u prikladni

gotovi farmaceutski oblik poput sirupa, krema, pasta, gelova, supozitorija i slicno (4).

Vazno je napomenuti da su ljekarnici jedini zdravstveni djelatnici koji su educirani te imaju znanje i

vjestine izrade magistralnih i galenskih pripravaka za posebne potrebe pacijenata.

1.2. Prednosti magistralne i galenske izrade lijekova

Magistralni lijekovi su prijeko potrebni i imaju svoju jo$S uvijek nezamjenjivu ulogu kada nema
industrijski registriranih lijekova koji zadovoljavaju specificne klinicke potrebe pacijenta, Sto se
posebno istiCe u podrucju pedijatrije i gerijatrije. lzvrsna su opcija za prilagodbu pomoc¢nih tvari,
podloge i doze individualno prema masi pacijenta, njegovoj dobi te klinickoj slici. Neki od primjera su

sljededi:

e kada ne postoje industrijski lijekovi u propisanoj dozi (vrlo Cest slucaj u pedijatriji, kad je
potrebno primijeniti puno manju dozu nego Sto postoji registrirana na trZistu, najcesci
primjer su primjena prilagodenih doza kardiovaskularnih lijekova, uroantiseptika i slicno)

e kada je potrebno primijeniti prikladan farmaceutski oblik lijeka (primjerice u pedijatriji kad je
potrebna izrada sirupa ili izrada supozitorija i sublingvalnih sprejeva kod gastrointestinalnih
disfunkcija koje onemogucavaju gutanje i adekvatnu apsorpciju lijeka primijenjenog oralnim
putem)

e kod primjene lijeka putem nazogastricne sonde (primjerice, lijek je potrebno pripremiti s
punilom topljivim u vodi kako bi se sprijecilo zgrusavanje lijeka i zastopavanje sonde)

e kada postoje alergije na pomocna sredstva u gotovom lijeku (primjerice intolerancija na
laktozu kao punilo, alergije na gluten ili bojila) (4). Konkretan primjer iz prakse su kapsule
Utrogestana, trenutno jedine dostupne na trZistu koje u sastavu imaju progesteron i koje u

sebi sadrZe sojin lecitin. Za pacijente koji su alergi¢ni na sojin lecitin, posto nema drugih



industrijskih lijekova istog sastava djelatne tvari i samo drugacijih pomoc¢nih supstancija,
trenutno jedina alternativa bi bila magistralna izrada progesteronskih kapsula iz aktivne
farmaceutske supstancije progesterona (engl. Active pharmaceutical ingredient, API) uz
dodatak punila poput maltodekstrina koje je kompatibilno djelatnoj tvari, a ne izaziva alergiju
kod pacijenta, ili u dogovoru s lije¢nikom promjena puta primjene progesterona (u obliku

gela) i prilagodba doziranja.

Magistralna izrada pokriva i brojna terapijska podruéja poput izrade bioidenticne hormonske

nadomjesne terapije (BHRT), lijeCenje boli (engl. pain management), dermatologije, izrade

veterinarskih lijekova (prilagodba doze i oblika prema veterinarskom receptu) i slicno:

BHRT pokriva brojne dijagnoze, specificha po tome $to se u magistralnoj izradi koriste samo
bioidenti¢ni API-ji, dakle farmaceutske supstancije koje su identi¢ne prirodnim hormonima
koji se stvaraju u tijelu, Sto omogucava bolje reagiranje organizma na lijek i manje nuspojava.
lijecenje boli omoguéava komponiranje i izradu magistralnih pripravaka u obliku krema koje
sadrze kombinaciju vise APl-ja razli¢itih mehanizama djelovanja, a ne postoje u obliku krema
kao industrijski lijekovi na trzistu.

dermatologija je uz pedijatrijsku izradu lijekova, najsire i najvaznije podrucje koje pokriva
magistralna izrada, a radi se o lijekovima za lijeCenje alopecije, akni, psorijaze, rozaceje i
slicno. Za dermatologiju i izradu topikalnih lijekova poput krema, masti, gelova i pasti, velika
je prednost sto magistralna izrada omogucava prilagodbu doze i jacine individualno prema
klinickoj slici pacijenta te prilagodbu nosaca/podloge prema tipu koze i drugim
karakteristikama. Primjerice, postoje podloge koje su prilagodene za izuzetno suhu kozu jer
su obogacene lipidima te podloge koje sadrze biljne ekstrakte i komponente poput alfa-

bisabolola, koji imaju protuupalno djelovanja te su pogodne za lijeCenje vrlo oStec¢ene koZe.

Primjeri podloga su brojni i postoji jako puno varijanti od razli¢itih proizvodaca. Bez obzira sto se

podloge smatraju neaktivnim dijelom magistralnih pripravaka, danas su formulirane na nacin da



svakako mogu dobrim odabirom pomodi lije¢enju te biti prilagodene tipu koZe pacijenta i indikaciji.
Pri propisivanju i izradi ovih pripravaka, svakako je klju¢no kombinirati podloge s API-jima ovisno
prema podacima publiciranim u literaturi, preporukama proizvodaca u obliku sluzbenih tablica
kompatibilnosti i stabilnosti koje daju egzaktnu informaciju koju podlogu je moguée kombinirati s

kojim API-jima i u kojem rasponu doza (5).

1.2.1. Genetski testovi i personalizirana izrada lijekova

Personalizirana izrada lijekova prema rezultatima genetskog testiranja danas predstavlja sve
popularniji alat za brze i uCinkovitije lijecenje razlicitih bolesti. Za primjer se mogu navesti genetski
testovi koji analiziraju genom, odnosno 26 genetskih varijacija uklju¢enih u mehanizam pojave
alopecije. Rezultati genetskog testa daju preporuku terapije (primjerice losiona, Sampona, ulja,
kapsula) to¢no individualno prema nalazu testa koji sugerira najadekvatniju terapiju prema
genetskim karakteristikama pacijenta, odnosno odabire APIl-je koji imaju najvecu vjerojatnost za

uspjesan ishod lijeCenja i najmaniji rizik za pojavu nuspojava (6).

Magistralna izrada je u ovom sluéaju jedina opcija izrade lijeka jer omogucava brojne kombinacije
APl-ja te njihovo individualno doziranje, sto je nemoguce dobiti industrijskim lijekom jer ne postoje

registrirani lijekovi takvih terapijskih oblika ni tolikog raspona jacina.

Vrlo zanimljiv primjer je odabir minoksidila prema genetskom testu za lijeCenje alopecije. Minoksidil
je lijek koji se koristi za lijecenje povisenog krvnog tlaka i lokalno za lijeCenje alopecije. Mehanizam
nije dovoljno razjasnjen, smatra se da Siri krvne Zile, poti¢e angiogenezu i djeluje stimulirajuce na
folikule dlaka. Za njegovu aktivaciju potrebni su enzimi sulfotransferaze SULT1A1. Njihova aktivnost
ovisi o genetskim, ali i okoliSnim faktorima. U sluéaju da genetski nema dovoljne aktivnosti
sulfotransferaze SULT1A1 (Sto rezultat genetskog testa pokaZe), onda je manje stvaranje sulfatiranog

aktivnog oblika minoksidila i slabiji u¢inak, odnosno djelovanje lijeka. U tom slucaju genetski test



sugerira druge APl-je koji bi po enzimskoj aktivnosti pacijenta bili bolja opcija za lijecenje. Zato je
personalizirana medicina i individualizacija terapije buduc¢nost, omogudéava brze pronalazenje
najadekvatnijeg lijeka, oblika i doze za uspjesno lijeCenje. Stoga je magistralna izrada trenutno

najbolji alat za personalizaciju i individualizaciju terapije (7).

Prema podacima HZZ0-a iz 2020. godine, svega 1,83 % propisanih lijekova su magistralni pripravci, ali
to se odnosi samo na magistralne pripravke s HZZO osnovne i dopunske liste magistralnih pripravaka.
Vecina personaliziranih magistralnih pripravaka se propisuju na privatni recept, bez refundacije
HZZO-a pa izostaje sluzbeni podatak/udio postotka magistralnih pripravaka od svih propisanih
lijekova unutar RH, no u spomenutim granama poput pedijatrije i dalje su neizostavni lijekovi i jedina

terapijska opcija.

Vazno je napomenuti da osim znanja i vjeStine u izradi magistralnih pripravaka, jako je vazno i znanje
lijecnika koji propisuje ovu vrstu terapije. Propisivanje i izrada magistralnih pripravaka zahtijevaju
vrlo blisku i dobru suradnju lije¢nika i ljekarnika kako bi pacijent dobio lijek koji je personaliziran i
najbolja terapijska opcija u tom trenutku. Ako je takav pripravak, osim $to je personaliziran i
povoljniji od vise monokomponentnih industrijskih lijekova, onda ovakav nacin lijecenja svakako

predstavlja racionalno propisivanje uz smanjenje troskova lije¢enja.

1.3. KONTROLA KVALITETE MAGISTRALNIH | GALENSKIH PRIPRAVAKA

1.3.1. Kvaliteta farmaceutskih sirovina i njihova dokumentacija

Kad se govori o kvaliteti magistralnih i galenskih pripravaka, prvi korak obuhvaca kvalitetu
farmaceutskih sirovina koje se koriste za njihovu izradu. Zatim se mogu razmatrati uvjeti (oprema i
prostor), protokoli i nacin izrade magistralnih i galenskih pripravaka (potrebni su propisani i jasni

postupci), edukacija djelatnika te zavrsna kontrola pripravka prije izdavanja pacijentu.



Sve polazne farmaceutske sirovine koji se koriste u izradi magistralnih i galenskih pripravaka trebaju
udovoljavati vazec¢im farmakopejskim normama. Ljekarnicki pripravci moraju odgovarati zahtjevima
opc¢ih monografija pojedinog farmaceutskog oblika, kao i opéoj monografiji Farmaceutski pripravci
(engl. Pharmaceutical preparations) u Europskoj farmakopeji (Ph.Eur.), a djelatne i pomocéne tvari
koje se koriste u oblikovanju dozirnih oblika moraju udovoljavati zahtjevima pojedinacnih
monografija za djelatne i pomoéne tvari koriStene u izradi magistralnih i galenskih pripravaka te

opcoj monografiji Tvari za farmaceutsku uporabu (engl. Substances for pharmaceutical use) u Ph.Eur.

Vazno je spomenuti da je ljekarna odgovorna za sve farmaceutske sirovine koje narucuje i koristi u
izradi magistralnih i galenskih pripravaka (3). Stoga je nuzno sirovine narucivati samo od pouzdanih
dobavljaca farmaceutskih sirovina (koji imaju potrebnu certifikaciju poput Dobre proizvodacke
prakse i Dobre distribucijske prakse te ostale uvjete) te sirovine koje zadovoljavaju uvjete propisane

u monografijama sluzbenih i priznatih farmakopeja.

Prvi korak pri narudzbi farmaceutskih sirovina svakako je provjera dokumentacije sirovine, obaveznih
certifikata analize (CoA) i sigurnosno tehnickog lista (STL). Svi analiticki parametri u certifikatu analize
farmaceutske sirovine moraju odgovarati zahtjevima kvalitete definiranim u njezinoj monografiji u
farmakopeji prema kojoj je sirovina deklarirana da zadovoljava zahtjeve kvalitete. Rezultati analiza u
certifikatima moraju biti unutar propisanih zahtjeva/parametara specifikacije sirovine. Sigurnosno
tehnicki list farmaceutske sirovine takoder s vr.emenom moze proci kroz revizije, a sadrzi opéenito
podatke o rukovanju, skladistenju te prvoj pomodi pri neadekvatnim izlaganjima (udisanju/gutanju,

prskanju) sirovina (8).

CoA se izdaje pri svakoj proizvodnji nove serije sirovine i mora se obavezno pregledati i ¢uvati za
svaku seriju farmaceutske sirovine koja se narucuje i zaprima u ljekarnu. On sadrZi organolepticke
karakteristike, analiticke parametre poput identifikacije, prisutnih oneciséenja, sadrziaja,
mikrobiologije, $to takoder ovisi o karakteristikama same supstancije. Prema pravilima, certifikat API-

ja mora sadrZavati podatak ne samo o dobavljadu/distributeru, nego i samom proizvodacu koji je



proizveo (sintetizirao) APl. Moguce je da monografija pojedine supstancije u razlicitim
farmakopejama varira, odnosno da nema jednak raspon zahtjeva, ali je klju¢no da certifikat analize

odgovara monografiji prema kojoj je deklariran da odgovara.

Osim provjere dokumentacije, prilikom zaprimanja sirovine potrebno je i ulaznom analizom potvrditi
identitet supstancija, a u praksi se najéesée izvode nepouzdane kemijske reakcije potvrde identiteta.
Osim upitne selektivnosti i pouzdanosti, izvodenje reakcija je vremenski zahtjevno, potrebni su
kemijski reagensi, a nakon provedenih reakcija potrebno je zbrinjavanje kemijskog otpada i detaljno

¢iséenje prostora.

Kao alternativa provodenju kemijski reakcija identifikacije postoje modernije i sigurnije opcije
potvrde identiteta pomocu instrumentalnih tehnika poput kromatografskih i spektrometrijskih.
Spektrometrija u bliskom infracrvenom podrudju (engl. Near infrared spectrometry, NIR) tehnika je
koja se izdvaja kao pouzdana i lako primjenjiva u ljekarnickom laboratoriju za potvrdu identiteta

farmaceutskih supstancija.

Zaklju¢no, potvrda identiteta farmaceutskih sirovina uz provjeru dokumentacije predstavlja kljucan
korak koji je nuzan prije izrade magistralnih i galenskih pripravaka kako bi se samo provjerene

farmaceutske supstancije koristile za njihovu izradu.



1.3.2. Stabilnost magistralnih i galenskih pripravaka

Stabilnost pripravaka izradenih u ljekarni, izuzetno je vazan i kljuéan aspekt njihove kvalitete jer
direktno utjeCe na sigurnost i ucinkovitost ovih lijekova. Prema Americkoj farmakopeji (engl United
States Pharmacopeia, USP), stabilnost lijekova moZzemo definirati kao vremenski period unutar kojeg
lijek zadrzava svoje kemijska, fizikalna, farmakoloska, mikrobioloska, toksikoloska svojstva kao i u

trenutku njegove izrade.

Tipovi stabilnosti su sljedeci:

o kemijska stabilnost — oznacava da lijek ne mijenja svoja kemijska svojstva, odnosno da se u
propisanom periodu preporucenog roka valjanosti ne odvijaju reakcije koje bi utjecale na
njegova kemijska svojstva, poput hidrolize, vrlo Ceste oksidacije (izlaganje kisiku, drzanje
lijeka u otvorenoj ambalaZi), polimerizacije, fotolize (izlaganju svjetlosti u neadekvatnim
spremnicima prilikom skladistenja) i slicno. Ostali faktori koji mogu narusiti kemijsku
stabilnost su temperatura i pH (parametar koji je iznimno vazan u izradi tekuéih oblika poput
losiona).

o fizikalna stabilnost — lijek kroz preporuceni rok valjanosti ne mijenja svoja fizikalna svojstva
poput boje, teksture, okusa, mirisa, viskoznosti, topljivosti i sli€no. Fizikalnu stabilnost mogu
narusiti faktori poput temperature, pH, vlage, utjecaja svjetla, interakcija s ambalazom ili
interakcija djelatne tvari s ostalim pomo¢nim tvarima i slicno.

e mikrobioloska stabilnost — lijek zadrzava svoja mikrobioloska svojstva, odnosno u periodu
preporucenog roka valjanosti ne razvijaju se bakterije/mikroorganizmi iznad propisanih
granica certifikata analize ili specifikacije. Temperatura, vlaga, pH, odabir konzervansa,
sterilizacija i sam postupak asepticke izrade su klju¢ni za odrzavanje ovog oblika stabilnosti

lijeka.



o farmakoloSka stabilnost — lijek zadrZava svoj terapijski ucinak kroz preporuceni rok
valjanosti. U slu¢aju narusavanja kemijske ili fizikalne stabilnosti, direktno se utjece i na
farmakolosko djelovanje lijeka, njegova svojstva te apsorpciju, distribuciju, metabolizam i
eliminaciju iz organizma.

e toksikoloska stabilnost — oznacava da lijek zadrzava svoj sigurnosni profil tijekom
preporu¢enog roka valjanosti. U protivnom, toksikoloska nestabilnost moze rezultirati
stvaranjem oneciséenja kao posljedice razgradnje, a nastala oneciSéenja mogu izazvati

nuspojave ili interakcije s djelatnom tvari i umanijiti ucinak lijeka (9).

Da bi se oCuvala stabilnost pripravaka koji se izraduju u ljekarnickom laboratoriju i ne prolaze daljnje
regulatorne provjere (od nadleznih regulatornih tijela), izrada magistralnih i galenskih pripravaka
uvijek se mora oslanjati isklju¢ivo na publiciranu farmaceutsku literaturu, sluzbene prihvacene
farmaceutske izvore poput Formulae magistrales Croaticae (10) ili farmakopejskih izvora, primjerice
Americka farmakopeja (USP) i Britanska farmakopeja (BP) (11) koje sadrie i monografije

farmaceutskih oblika (poput tableta, kapsula, sirupa i slicno) odredenih API-ja.

U svijetu magistralne izrade vrlo vaZan izvor protokola izrade je knjiga Trissel’s Stability of
Compounded Formulations (12) te publicirane tablice kompatibilnosti dobavljaca farmaceutskih
sirovina koje daju smjernice o preporucenoj koncentraciji APl-ja, kompatibilnim podlogama te
preporuc¢enom roku valjanosti (engl. Beyond Use Date, BUD) (13) izradenih lijekova te ostale

formularije i protokole izrade.

Vazno je napomenuti da se za pakiranje i izdavanje lijeka uvijek koristi preporuc¢ena ambalaza
(plastika poput polietilena (engl. Polyethylene, PE), polietilena visoke gustoée (engl. High Density
Polyethylene, HDPE), tamno staklo) koja je preporucena prema farmaceutskim protokolima jer
adekvatna ambalaza takoder osigurava rok valjanosti i sprjeCava neZeljene reakcije izmedu lijeka i
ambalaZze ¢ime mogu nastati onecis¢enja te do¢i do narusavanja stabilnosti lijeka. Tamno staklo je

vazno radi zastite lijeka od izloZenosti svjetlu koje moZe razgraditi fotosenzitivne lijekove.



Pri izradi sirupa, gotove podloge za sirupe odabiru se ovisno o dobi pacijenta (za nedonoscad postoje
podloge za sirupe bez konzervansa), ovisno o karakteristikama API-ja i njegovim fizikalno-kemijskim
svojstvima (postoje podloge za sirupe puferirane na razli¢ite pH vrijednosti). Vrlo je vazno drzati se
koncentracija sirupa koje su preporucene studijama stabilnosti i farmaceutskim protokolima. Nije
dozvoljeno izradivati veéu koncentraciju sirupa od publicirane, jer se ne moZe garantirati fizikalno-

kemijska stabilnost i adekvatan ucinak takvog lijeka.

Postoje poglavlja primjerice u USP koja daju opcéenite smjernice izrade primjerice nesterilnih (USP
<795>), sterilnih (USP <797>) te opasnih magistralnih pripravaka (USP <800>). Ako stabilnost
odnosno preporuceni rok valjanosti nije naveden u protokolima, svako navedeno poglavlje za
odredenu skupinu magistralnih pripravaka specificira opceniti preporuceni rok valjanosti (BUD), za
odredeni tip/oblik magistralnog pripravka prema dostupnoj i najnovijoj znanstvenoj literaturi,

podacima proizvodaca ili prema odradenim analiti¢kim ispitivanjima.

BUD je vrijeme nakon kojeg se lijek ne smije koristiti i odreduje se od dana izrade lijeka (primjerice 3

mjeseca od datuma izrade).

Stabilnost zahtjeva neprestano pracenje novih studija publiciranih u znanstvenoj literaturi, koristenje
specijaliziranih podloga, punila i ostalog prema najnovijim farmaceutskim smjernicama i
preporukama, kako bi pripravci izradeni u zdravstvenim ustanovama bili ispravni, djelotvorni i $to

bolje kvalitete (9,12).

1.3.3. Ulazna i zavrsna kontrola kvalitete

Ulazna kontrola farmaceutskih sirovina obuhvaéa obaveznu provjeru certifikata analize kojim se
garantira deklarirana kvaliteta u roku valjanosti te provjeru dokumentacije sirovina. Potpuna ulazna

kontrola farmaceutskih sirovina koje se koriste u izradama magistralnih i galenskih pripravaka
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obuhvaca provjeru svih parametara certifikata (ispitivanje izgleda, identifikaciju, odredivanje

sadrzaja, kvalitativna i kvantitativna ispitivanja oneciséenja).

Medutim, postupak utvrdivanja sukladnosti kakvoée farmaceutske sirovine s unaprijed postavljenim
zahtjevima kakvoce, a koji je temeljen na laboratorijskoj provjeri, obuhvaéa i analiticka ispitivanja
koja zahtijevaju sloZene instrumentalne tehnike nedostupne u zdravstvenim ustanovama koje bi
provele provjeru kvalitete farmaceutskih sirovina. Primjerice, osim identifikacije, od ostalih
parametara koji se provjeravaju u kontroli kvalitete znacajna je provjera onecis¢enja. Kao primjer
moZe se navesti provjera onecis¢enja etanola 96%-tnog s metanolom, alkoholom vrlo slicnog sastava
koji je vrlo otrovan i Cije konzumiranje moZe imati ozbiljne posljedice na zdravlje. Prema zahtjevu
farmakopejske monografije provjera onecis¢enja metanolom u etanolu 96%-tnom se provodi plinskom
kromatografijom (engl. Gas Chromatography, GC) Sto nije primjenjivo u ljekarniStvu pa se u praksi
puno ceSée koriste jednostavnije razlucne kemijske reakcije ili provjera bojenjem plamena. Takva
provjera u praksi je brza i jednostavna, no ona nije pouzdana i potreban je veliki oprez prilikom

njenog izvodenja i tumacenja rezultata ispitivanja.

Zavrsna kontrola izradenih magistralnih i galenskih pripravaka u Republici Hrvatskoj nije jasno
definirana odgovarajuéim propisima koji utvrduju stupanj provjere kakvoce pripravaka koji se
izraduju u ljekarnama. Postoje opée monografije odredenih farmaceutskih oblika u farmakopejama
(Hrvatska farmakopeja, HRF 6.3, Ph.Eur.,USP,) koje definiraju zahtjeve i analiticka ispitivanja za svaki
pojedini farmaceutski oblik (14-16). Opseg provjere ljekarnic¢kih pripravaka nakon izrade i prije
izdavanja odredenog farmaceutskog oblika definiran je i u op¢oj monografiji Farmaceutski pripravci u
Ph.Eur. U njoj su navedena ispitivanja primjenjiva na vecinu pripravaka, ukljucujuéi ispitivanje izgleda,
potvrdu identiteta, ispitivanje Cisto¢e, ujednacenost sadrzaja i odredivanje sadrzaja (djelatnih i
specificnih pomocnih tvari npr. konzervansa, antioksidansa). U zavrsnoj kontroli magistralnog
pripravka moze se provijeriti izgled, boja, miris, homogenost, pH, gustoéa, konacna koli¢ina izradenog

lijeka/zapremnina.
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Prema Pravilniku o provjeri kakvoce lijeka, provjeru kakvocée galenskih pripravaka iz prometa obavlja
Agencija za lijekove i medicinske proizvode (HALMED) na zahtjev farmaceutske inspekcije (17).
Kakvocu galenskog pripravka HALMED provjerava prema farmakopejskim i drugim medunarodno
prihvac¢enim normama. Prema tom Pravilniku HALMED obavlja i izvanrednu provjeru kakvoce uslijed

neuobicajenih pojava ili sumnji u kakvo¢u, odnosno krivotvorinu lijeka ili galenskog pripravka.

Vazno je napomenuti da, kao pomo¢ nasem ljekarnistvu zbog manjka propisa, neobvezujuéi dio HRF
sadrzi prijevode poglavlja BP koji se odnose na pripravke koji ne podlijeZzu odobravanju, izradene u

liekarni, s obzirom da Velika Britanija ima detaljnije razradenu ljekarnicku regulativu.

Buduci da magistralni pripravci ne prolaze daljnje kontrole vanjskih tijela (osim u slucaju inspekcija i
nasumicnih provjera nadleznih regulatornih tijela), zavrsna analiticka ispitivanja unutar ljekarnickog
laboratorija jako su vazna kako bi ljekarna bila sigurna u ispravnost pripravka prije izdavanja. Stoga je
potrebno raditi na uspostavljanju ljekarnickih sustava kvalitete, regulatornom uredivanju (izmjeni i

dopuni) zakona i propisa, definiranjem stroZzih uvjeta izrade i izdavanja magistralnih pripravaka.

U laboratoriju ZU Ljekarna Marusi¢, provode se ispitivanja nekih parametara u zavrsnoj kontroli
magistralnog pripravka, poput testa ujednacenosti mase kapsula, provjere pH (losioni, vaginalne
kreme), odredivanje gustoée suspenzije, kontrola dobivene mase izradenog pripravka,
organolepticka ispitivanja (boja, izgled, miris, tekstura). Analiti¢ki podaci zavrsne kontrole ¢uvaju se u
sklopu protokola izrade lijeka, kako bi dokumentirani podaci o samom lijeku bili pohranjeni te
dostupni za usporedbu prilikom sljedeée izrade istog magistralnog pripravka. Dokumentiranje i
pohranjivanje protokola izrade i podataka o zavrsnoj kontroli dio su internog sustava kvalitete ZU

Liekarna Marusié i vazna karika za o¢uvanje sljedivosti podataka.
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1.3.4. Publicirane studije o kontroli kvalitete magistralnih i galenskih pripravaka

Iz samog podrucja magistralne i galenske izrade, nema puno objavljenih znanstvenih ni strucnih
radova koji obraduju analiticke metode namijenjene zavrinoj provjeri kvalitete lijeka izradenom u
liekarnickom ili galenskom laboratoriju, ili opéenito za odredivanje sadrzaja i ispitivanje onecis¢enja u

magistralnim i galenskim pripravcima.

Jedan od primjera je rad Raggi i sur. koji opisuje razvoj novih metoda primjenom tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid Chromatography, HPLC) i
linearno skenirajuce voltametrije (LSV) za odredivanje sadrZaja melatonina u galenskom pripravku u
obliku tableta. Obje metode su pokazale dobre izvedbene znacajke za zavr$nu kontrolu i odredivanje

sadrzaj melatonina u galenskom pripravku, LSV kao brza, a HPLC osjetljivija metoda (18).

U radu Bettiol i sur. obradena je varijabilnost u koncentracijama kanabidiola, kanabinola,
tetrahidrokanabinola i tetrahidrokanabinolne kiseline medu razli¢itim magistralnim pripravcima
(uljima) proizvedenim u razlic¢itim galenskim laboratorijima. Tehnika kojom su odredivani kanabinoidi
je takoder HPLC. Dokazana kvantitativna varijabilnost kanabinoida u magistralnim pripravcima moze
utjecati na ucinkovitost i sigurnost primjene pripravka. Kako bi svi pripravci bili jednakog sadrzaja
aktivnih tvari te omogudili terapijski kontinuitet kod pacijenta, potreban je standardizirani protokol

izrade kojeg bi se svi laboratoriji pridrzavali (19).

U stabilitetnoj studiji oralne suspenzije idebenona u Syrspendu, razvijena je vrlo osjetljiva i robusna
metoda ultra visoko ucinkovita tekuéinska kromatografija s elektrosprej ionizacijom i tandemskom
masenom spektroskopijom (engl. Ultra High Performance Liquid Chromatography Electrospray
lonization Tandem Mass Spectrometry, UHPLC-ESI-MS/MS) za kvantifikaciju idebenona u
pripremljenoj suspenziji, u odredenim vremenskim tockama. Odredivan je sadrzaj idebenona u tri
suspenzije (koncentracija 50 mg/mL, 100 mg/mL i 150 mg/mL), u vremenu 0 (od vremena pripreme

t=0), nakon 7, 14, 21, 30, 45, 60, 90 dana suspenzija ¢uvanih i na sobnoj temperaturi i u hladnjaku.
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Unatoc razli¢itoj pocetnoj koncentraciji, studija je potvrdila da suspenzije imaju stabilnost 60 dana te
da su u skladu sa zahtjevom talijanske farmakopeje (tal. Farmacopea Ufficiale della Repubblica

Italiana XII edition, F.U.I XII) (20).

Magistralni lijekovi osim u javnom ljekarnistvu, ¢esto su jedini izbor i pri bolnickom lije¢enju. lzrada
sirupa i kapsula u bolni¢koj ljekarni takoder zahtjeva provjeru stabilnosti prema relevantnoj i
provjerenoj sluzbenoj literaturi. Ovaj clanak prikazuje presjek i daje informacije o stabilnosti
najcescih lijekova koji se izraduju u obliku sirupa u bolnici (primjerice furosemid, metoprolol,

varfarin), tehnikom HPLC-a (21).

Bolnic¢kim ljekarnama i lije€nicima za pravilno doziranje i primjenu onkoloske terapije, nuzan je
podatak o stabilnosti pripremljenih otopljenih i razrijedenih citostatika. Informacije o stabilnosti i
preporu¢enom roku valjanosti od strane proizvodaca citostatika su Cesto limitirane, stoga rad
Vigneron i sur. ukazuje na vaznost i potrebu provodenja studija stabilnosti pripremljenih citostatika u
bolnickoj ljekarni, kako bi imali sto viSe informacija o samom lijeku te kako bi primjena lijeka bila

sigurnija i uspjesnija (22).

1.3.5. Procjena rizika izrade i potreba za osiguranjem kvalitete

Prvi korak prilikom zaprimanja lijecnickog recepta za izradu magistralnog pripravka, svakako je

detaljna provjera recepta koja ukljucuje:

e provjera postoji li takav lijek kao registrirani industrijski lijek ili lijek dostupan iz uvoza (u
tom slucaju ljekarne zakonski ne smiju izraditi lijek nego ponuditi registrirani industrijski lijek)

e provjeru dostupnosti supstancija za izradu i jesu li odgovarajuce farmaceutske kvalitete

e provjeru propisane doze

e provjeru kompatibilnosti sastavnica magistralnog pripravka
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e provjeru protokola izrade pripravka (moze li se lijek izraditi u propisanom farmaceutskom
obliku)
e provjera preporucenog roka valjanosti magistralnog pripravka (terapija mora biti osigurana

za period valjanosti magistralnog pripravka).

U sluéaju da se radi o lijeku koji zahtjeva posebnu opremu za izradu, rukovanje s opasnim
supstancijama (engl. Hazardous drugs, HD), ili je primjerice lijek jakog djelovanja, prema Rezoluciji
CM/Res(2016)1 koja ¢e biti opisana u sljede¢em poglavlju, preporuka je napraviti procjenu rizika
(engl. Risk assessment) izrade lijeka. Metodologija uzima u obzir vrstu pripravka, broj izradenih
jedinica (u slucaju da se radi o izradi viSe pripravaka ili serija), farmakoloski ucinak, nacin izrade i
isporuku ljekarnickog pripravka. Svakom navedenom kriteriju moze biti dodijeljen faktor rizika u
rasponu od 1 do 5. MnoZenjem dodijeljenih faktora rizika dobiva se broj koji ukazuje na nivo

kvalitete/zastite koji je potreban za pravilnu i sigurnu pripremu propisanog pripravka (23).

Jedan od najtezih zabiljezenih slucajeva trovanja s ozbiljnim posljedicama i smrtnim ishodima, vezan
za pripravke izradene u ljekarni, dogodio se u Sjedinjenim Americkim Drzavama u listopadu 2012.
godine kada je ljekarna u Massachusettsu distribuirala izradeni pripravak (injekcije metilprednizolon
acetata) koje su bile kontaminirane te izazvale oboljenje 753 pacijenta od gljivicnog meningitisa i
uzrokovale smrt viSe ljudi (24). U SAD-u ljekarne koje izraduju visoko rizi¢ne lijekove poput sterilnih
pripravaka posebno su opremljene i imaju posebne dozvole od strane National Association of Boards
of Pharmacy (NABP) i moraju zadovoljavati dodatne propisane uvjete opreme, prostora, edukacije
osoblja i slicno. Medutim ovaj slu¢aj, kao najgori primjer s tragicnim ishodom, pokrenuo je javnu
raspravu o potrebi bolje regulacije i nadzora nad pripravcima koji se izraduju u ljekarnic¢kim
laboratorijima jer oni ne prolaze kontrolu Americke agencije za hranu i lijekove (engl. Food and drug

administration, FDA) prije stupanja na trZiSte odnosno izdavanja pacijentu.

U Republici Hrvatskoj zakonski nije dozvoljeno distribuiranje i slanje magistralnih pripravaka direktno

pacijentima, a takoder se u ljekarnama jos uvijek ne izraduju sterilni pripravci visokog rizika.
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1.3.6. Sustav kvalitete u ljekarnickom laboratoriju

Kao Sto je spomenuto, bolja i stroZa regulativa te izgradnja i definiranje sustava kvalitete u
liekarnickom laboratoriju, klju¢no je uvesti u buduénosti i razraditi kako bi kvaliteta magistralnih i
galenskih pripravaka bila neupitna. Uspostavljanje i kontroliranje sustava kvalitete za lijekove dosta

je slozeno, ali je jasno definirano.

Opcenito, sustav kvalitete mozemo definirati kao skup pravila, postupaka, procesa i resursa koji se
koriste za osiguranje kvalitete proizvoda, u ovom slucaju magistralnih pripravaka. Sustav kvalitete
temelji se na medunarodno priznatim normama (primjerice neke od ISO normi), koje definiraju
zahtjeve koje organizacija mora udovoljavati kako bi se uspostavila i odrzavala prihvatljiva kvaliteta,

smanjili troskovi, povedala ucinkovitost (25).

U Republici Hrvatskoj se sluzbeno za kontrolu kvalitete lijekova koristi HRF koja je u skladu sa
zahtjevima Ph.Eur., no monografije i dijelovi USP mogu se koristiti kod uvoza lijekova iz SAD-a ili ako
monografije nekih supstancija nisu dostupne u HRF i Ph.Eur. Zatim, Ph.Eur. ne sadrZi opéenita

poglavlja i smjernice o uspostavljanju sustava kvalitete u ljekarni, kao primjerice USP.

Za osiguranje kvalitete i izradu ljekarnickih pripravaka najvaznije je poglavlje u USP <1163> Quality
assurance in pharmaceutical compounding, koje opcenito govori o osiguranju kvalitete (engl. Quality
Assurance, QA) pri izradi ljekarnickih pripravaka te vrlo jasno i lijepo opisuje sve opéenite aspekte

klju€ne za izgradnju sustava kvalitete, a obuhvadaju:

e trening/edukaciju osoblja - propisane edukacije i potvrde da je osoblje odgovarajuce
osposobljeno te periodi¢no osvjezavanje i ponavljanje edukacija

e standardne operativne procedure (SOP) - raspisane procedure koje definiraju toc¢no kako se
obavljaju odredeni zadaci u ljekarni¢kom laboratoriju, vezano za same izrade magistralnih i

galenskih pripravaka, jasno raspisan nacin na koji se obavlja izrada, tko je obavlja, uz koju

16



opremu te tko je u konacnici odgovorna osoba. Potrebno ih je redovno revidirati i azurirati u
slu¢aju izmjena procedura

e dokumentaciju — poput in-house studija stabilnosti ili sterilnosti

e verifikaciju — redovno odrZavanje uredaja po preporuci proizvodaca, primjerice redovno
ovjeravanje analitickih vaga sto je zakonska obveza u RH svake 2 godine

e analiticka ispitivanja — zavrSna analiza pripravaka, ovisno o tipu pripravka, prema
moguénostima i dostupnoj opremi

e skladistenje — tip ambalaze (HDPE, PE, staklo), zahtjevi temperature/vlage, zastita od svjetla i
slicno

e ispitivanje fizikalnih parametara — poput pH vrijednosti, test ujednacenosti mase kapsula

e mikrobiolosko ispitivanje — ispitivanje sterilnosti, endotoksina, ispitivanje ucinkovitosti
konzervansa i slicno

e (iscenje, dezinfekcija i sigurnost izrade

e ambalaZu, oznacavanje signatura i skladistenje (u RH je izgled signature magistralnog
pripravka zakonski propisan, Zakon o lijekovima definira boju signature te sve podatke koje
signatura obavezno mora sadrzavati) (1).

e outsourcing — nije primjenjivo u nasoj regulativi, odnosi se na prodavanje magistralnih
pripravaka medu ljekarnama i sve potrebno od dokumentacija

e odgovorna osoba — dokumentacijom i azuriranjem dokumentacije bavi se odgovorna osoba
koja ima dovoljno iskustva, koja je educirana i specijalizirana za podrucje magistralne izrade

(26).

Ovo poglavlje moze biti odlicna smjernica za izgradnju vlastitog sustava kvalitete dok god ne postoje

sluzbene preporuke ili pravilnici na ovu temu.
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1.4.REGULATORNI ASPEKTI KONTROLE KVALITETE LIEKARNICKIH PRIPRAVAKA

1.4.1. Zakonska regulativa magistralnih i galenskih pripravaka u Republici Hrvatskoj

Kao Sto je vec opisano, magistralni i galenski pripravci pripadaju skupini lijekova izradenih u ljekarni
koji ne prolaze strogu kontrolu kvalitete i registraciju kao industrijski lijekovi. lzuzeti su od izdavanja
odobrenja za stavljanje u promet lijekova te kao iznimka ne podlijezu Direktivi 2001/83/EZ koja

regulira industrijske lijekove (27).

Svaka ljekarna ima obavezni prostor laboratorija (28) te moZe izradivati magistralne i galenske
pripravke, Sto znaci da za razliku od industrijskih gotovih lijekova, za njihovu izradu i izdavanje nisu

potrebne posebne proizvodne dozvole od strane HALMED-a.

Zakon o lijekovima, ¢lanak 3. definira da galenski pripravak izraden u ljekarni mora biti izraden u

skladu s normama dobre prakse za galenske laboratorije (1).

Prema Pravilniku o normativima i standardima za obavljanje zdravstvene djelatnosti, minimum
laboratorijske opreme vise ne prati danasnju moderniju tehnologiju i moguénosti u unapredenju
tehnologije, prostora, opreme i zastite osobe koja izraduje pripravak. Takoder ne definira detaljno
potrebnu zastitnu opremu koju je nuzno koristiti zbog zastite samog operatere, ali i oCuvanja
kvalitete pripravka pripremljenog u ljekarni¢ckom laboratoriju, a oprema ovisi o samom tipu pripravka
koji se izraduje, primjerice parenteralne otopine u bolnici ili sli¢ni sterilni pripravci zahtijevaju

dodatnu zastitu i dodatnu opremu (28).

Vazno je napomenuti da ¢lanak 17. spomenutog Pravilnika definira da ljekarna mora imati opremu
kojom ¢e napraviti identifikaciju farmaceutskih sirovina, dakle prema tome potvrda identiteta

supstancija u ljekarnama bila bi zakonska obveza.

Zakon o lijekovima definira odredbe o provjeri kakvoée koje se odnose i na galenske pripravke koji

moraju zadovoljiti zahtjeve za kakvocu, sigurnost i djelotvornost propisane Zakonom o lijekovima i
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podzakonskim aktima (1). Nadalje, Pravilnik o provjeri kakvoce lijeka definira da u RH regulatorno
tijelo HALMED provodi provjeru kvalitete galenskih pripravaka prema farmakopeji i medunarodno
priznatim normama u slucaju provjere kvalitete lijeka iz prometa i izvanredne provjere kvalitete
lijeka. Nalaz o provedenoj provjeri kvalitete galenskog pripravka iz prometa ili u slucaju izvanredne

provjere kvalitete dostavlja ljekarni koja je izradila galenski pripravak (17).

U Pravilima dobre ljekarnicke prakse, u Clanku 24. definirano je da magistralni i galenski lijek mora
biti izraden prema smjernicama Dobre proizvodacke prakse (engl. Good manufacturing practise,

GMP) te takoder definira da moraju zadovoljavati sluzbene propise poput farmakopeje (3).

GMP se definira kao skup smjernica ili standarda koji se primjenjuju za proizvodnju farmaceutskih
sirovina i gotovih lijekova. Osigurava da proizvodacdi lijekova (gotovih industrijskih lijekova) postave i
razviju sustav osiguranja kvalitete kojim osiguravaju da su odobreni lijekovi proizvedeni konzistentno
te strogo kontrolirano prema standardima kvalitete. GMP pokriva sve aspekte proizvodnje lijeka, od
ulaznih sirovina, postupka proizvodnje, laboratorijsku opremu, edukaciju djelatnika, zastitnu opremu
(engl. Personal protective equipment, PPE) i slicno. Regulatorno tijelo u Europskoj Uniji, Europska
agencija za lijekove i medicinske proizvode (EMA) odreduje da svi proizvodadi lijekova obavezno
moraju slijediti GMP smjernice (27). Lokalna regulatorna tijela, u Republici Hrvatskoj to je HALMED,
kontrolira proizvodace lijekova udovoljavaju li zahtjevima spomenutih GMP smjernica te im izdaje
proizvodnu dozvolu. Za magistralne pripravke nije potrebna proizvodna dozvola i GMP smjernice nisu
usmjerene i prilagodene magistralnoj i galenskoj izradi pripravaka u ljekarnama ili primjerice

bolnickim ljekarnama (1,29).

Kako bi se premostile razlike u kvaliteti i sigurnosti izmedu lijekova izradenih u ljekarnama i
industrijski proizvedenih lijekova koji prolaze puno stroZzu kontrolu i zahtjeve, a pritom zastitila
sigurnost pacijenta, u Europskoj Uniji od strane Odbora ministara Vijeca Europe 9. studenog 2011.

godine donesena je Rezolucija CM/Res(2011)1. Ona jos$ uvijek ne predstavlja pravno obvezujudéi akt za
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zemlje potpisnice, ali se preporuca njeno provodenje na nacionalnoj razini Sto predstavlja vazan

korak prema harmonizaciji standarda sigurnosti i kvalitete ljekarnickih pripravaka.

1.4.2. Rezolucija CM/Res(2016)1 i PIC/S-ov Vodi¢ dobre preparativne prakse

Rezolucija daje smjernice o ujednacavanju normi vezano za osiguranje kvalitete i sigurnost pripravaka
izradenih u ljekarni za posebne potrebe pacijenata, medutim izrada ovakvih pripravaka podlijeze i
nacionalnim zakonima/uredbama, u kojima kako je spomenuto, postoje znacajne razlike. Rezolucija
utvrduje nacela osiguranja kvalitete u cijelom procesu izrade magistralnih i galenskih pripravaka, daje
smjernice za upravljanje kvalitetom, definira zahtjeve za prostor i opremu, dokumentaciju, o€uvanje
kontrole kvalitete, rjesavanje prituzbi, reklamacija, povlacenje lijeka, mehanizme samoprovjere.
Rezolucija takoder poti¢e razmjenu informacija, vrijednih iskustava iz prakse, medusobno izmedu

liekarnika, ali i regulatornih tijela vezanih uz regulativu ovih pripravaka.

Vazino je spomenuti da su svoj doprinos izradi rezoluciji kroz savjetovanje pruzili i Medunarodna
farmaceutska federacija (engl. International Pharmaceutical Federation, FIP) i Svjetska zdravstvena

organizacija (engl. World Health Organization, WHO).

Nova verzija CM/Res(2016)1 potvrdena je 1. lipnja 2016. od strane Odbora ministara vije¢a Europe
(23). Rezolucija preporuca vodi¢ dobre preparativne prakse za izradu lijekova u zdravstvenim
ustanovama (PIC/S GPP) koji sadrZi smjernice izrade lijekova u ljekarni (za pripravke niskog rizika,
visokorizi¢ni pripravci i dalje su pod preporukama GMP-a), a odnosi se na lijekove za humanu i
veterinarsku upotrebu, ne ukljucuje kozmeticke pripravke. Vodic istice da se GMP smjernice ne mogu
primijeniti na izradu malih serija u javnim i bolni¢kim ljekarnama te uvodi pojam GPP za izradu
pripravaka u ljekarnama. U vodicu se koriste razliiti izrazi: priprema (engl. preparation) za izradu
lijekova u ljekarnama i proizvodnja (engl. manufacturing) koji se odnosi na industrijsku proizvodnju

lijekova.
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Vodi¢ dobre preparativne prakse strukturiran je poput GMP-a, ali je prilagoden ljekarnickoj izradi te
izradi u manjim serijama. Rezolucija takoder istice kako je ljekarna u potpunosti odgovorna za
kvalitetu supstancija koje narucuje, a prije narudzbe mora provjeriti certifikat analize supstancije koji
mora odgovarati zahtjevima monografije Ph.Eur. ili druge vaZzeée farmakopeje. Osim provjere
dokumentacije, potrebno je i ulaznom analizom potvrditi identitet supstancije koja se u praksi
najcesce izvodi nepouzdanim kemijskim reakcijama potvrde identiteta. Vodi¢ dobre preparativne
prakse izdan je od strane PIC/S-a (engl. Pharmaceutical Inspection Co-operation Scheme, PIC/S),
shema suradnje farmaceutskih inspekcija, medunarodne organizacije koja okuplja nadlezna tijela za

inspekciju lijekova iz vise od 50 zemalja.

PIC/S je izdao i najnoviju verziju Vodi¢a za dobru proizvodadu praksu (PE-009-17, stupila je na snagu
25. kolovoza 2023. godine) koji je namijenjen proizvodacima lijekova, nadleznim tijelima,
ispitivacima/inspektorima i slicno, promice suradnju i uskladenost u podrucju GMP-a, a sastoji od

Cetiri dijela:

e Dio |- 0snovna nacela dobre proizvodacke prakse
e Dio Il -Osnovna nacela dobre proizvodacke prakse za aktivne farmaceutske supstancije
e Dio lll— Dodatne smjernice za dobru proizvodacku praksu

e Dio IV - Dodatne smjernice za dobru proizvodacku praksu za ispitivane lijekove

Neke dijelovi tog PIC/S-ovog vodica koji se ticu magistralne i galenske izrade su sljededi:

e Prilog 1. revidiran, sadrii smjernice za ocuvanje aseptickih uvjeta i sprjeCavanje
kontaminacije tijekom proizvodnje sterilnih lijekova sto moze biti primjenjivo na magistralne
pripravke koji se primjenjuju injekcijom ili infuzijom.

e Prilog 13. odnosi se na proizvodnju istrazivackih lijekova, sadrZi smjernice za osiguranje
kvalitete lijekova koji se koriste u istrazivacke svrhe, sto moze biti relevantno i za magistralne

pripravke koji se koriste u istrazivacke svrhe (30).
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Hrvatska je ¢lanica PIC/S-a od sije¢nja 2013. godine, kada je ispunila sve potrebne uvjete, kao sto je

uskladivanje zakonodavstva i sudjelovanje u zajednic¢kim inspekcijama.

1.4.3. Usporedba s regulativom SAD-a

Regulativa izrade magistralnih pripravaka u SAD-u je kompleksno pitanje koje ukljucuje vise
regulatornih tijela uz FDA. Magistralni pripravak nije odobren od strane FDA-a, $to znaci da FDA ne
provjerava njihovu sigurnost, ucinkovitost, kvalitetu prije izdavanja svakom pacijentu (Sto bi
operativno bilo nemogude, prije svega jer su ovo pripravci koji se izraduju ex tempore, neposredno
prije izdavanja). No, regulatorno FDA smije provoditi inspekciju u ljekarnama koje se bave
magistralnom izradom te ih sankcionirati u slucaju krSenja Saveznog zakona o hrani, lijekovima i
kozmetici (engl. Federal Food, Drug and Cosmetic Act) ili svojim radom predstavljaju rizik/ugrozu

opcéem zdravlju i sigurnosti populacije.

Postoje dva tipa ljekarni/magistralnih laboratorija:

e 503A ljekarne koje izraduju magistralne pripravke (engl. Compounding pharmacies), slicno
regulatorno kao i u RH, nisu podloZne strogim zahtjevima kao proizvodaci lijekova, ne moraju
imati FDA odobrenje za svaki izradeni pripravak, ali moraju zadovoljiti odredene uvjete da bi
bile izuzete tih zahtjeva, a opet osigurale kvalitetan i ispravan lijek

e 503B ljekarne su poput outsourcing objekata, ljekarne koje izraduju lijekove za bolnice,
klinicke centre i zdravstvene ustanove, mogu proizvoditi vece serije (koli¢ine lijeka) te moraju

zadovoljavati puno strozZe standarde kvalitete i sigurnosti (31).

U perspektivi sukladno tomu, za izradu zahtjevnijih i rizicnijih lijekova i u RH bi bilo bolje zakonski
definirati uvjete i registrirati bolje opremljene ljekarne s laboratorijima koji bi imali redovne kontrole

HALMED-a te dozvolu za distribuciju svojih magistralnih i galenskih pripravaka drugim ljekarnama.
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Cesto manje ljekarne u manjim gradovima nisu uvijek u moguénosti (financijski, osobljem) imati
najmoderniju i najnoviju opremu, pohraniti farmaceutske sirovine za izradu magistralnih pripravaka
(koje mogu ovisno o indikaciji imati nizak obrtaj i biti neisplative). Distribuiranje iz opremljenih
ljekarnickih laboratorija rijeSilo bi taj problem te bi na taj nacin bila puno bolja kontrola i veca

sigurnost izrade i izdavanja takvih ljekarnickih pripravaka.

1.5. POTVRDA IDENTITETA FARMACEUTSKIH SUPSTANCIJA

Kao Sto se naglasava u cijelom uvodnom dijelu, kvaliteta lijeka mora biti neupitna, prije svega radi
sigurnosti pacijenta, ali i povjerenja u magistralnu i galensku izradu pripravaka. Jedan od vaznih
¢imbenika je i potvrda identiteta supstancija prilikom zaprimanja u ljekarnu odnosno ljekarnicki

laboratorij.

Ljekarna je u potpunosti odgovorna za kvalitetu farmaceutskih supstancija koje narucuje. Stoga, osim
Sto se moze osloniti na kvalitetu i povjerenje kvalificiranih dobavljaca farmaceutskih sirovina, s
kojima moZe imati i sklopljen ugovor o kvaliteti kao dodatnu garanciju ispravnosti sirovina, mora se

oslanjati i na vlastiti sustav kvalitete i ulaznu kontrolu farmaceutskih sirovina.

Osim spomenutih poglavlja o sustavu kvalitete i opéim zahtjevima za odredene farmaceutske oblike,
farmakopeje sadrze monografije pojedinacnih farmaceutskih supstancija s definiranim zahtjevima
njihove kvalitete i opisanim analitickim metodama za analizu svakog parametra opisanog u zahtjevu
kvalitete. Dakle, monografija farmaceutske supstancije sadrZi podatke o njezinim karakteristikama,
izgledu, potvrdi identiteta, ispitivanju Cistoée, ukljuCujuci i mikrobioloska oneciséenja (ako je

primjenjivo), stabilnosti te odredivanju sadrzaja.

Potvrda identiteta je prvi korak u farmakopejskoj kontroli kakvoce djelatnih i pomocnih tvari, a

predstavlja i zakonsku obavezu. Ispitivanja navedena u ulomku farmakopejske monografije pod
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naslovom Identifikacija nisu predvidena za punu potvrdu kemijske strukture, odnosno strukturnu
karakterizaciju, ve¢ se njima potvrduje da ispitivana supstancija odgovara deklariranom opisu, to jest
da se radi uistinu o deklariranoj farmaceutskoj sirovini propisane kvalitete, da nije krivotvorena ili

kontaminirana.

1.5.1. Analiticke tehnike za potvrdu identiteta

Potvrda identiteta se prema propisima Ph.Eur. u odredenim monografijama farmaceutskih
supstancija moze provesti izborom postupka prve ili druge identifikacije pa je u tim monografijama
poglavlje identifikacije podijeljeno na Prvu identifikaciju (engl. First identification) i Drugu
identifikaciju (engl. Second identification). Ispitivanja provedena u postupcima prve identifikacije
mogu se koristiti za identifikaciju u svim okolnostima, dok se ispitivanja provedena u postupcima
druge identifikacije mogu koristiti u ljekarnama pod uvjetom da se moZe pokazati da je tvar ili
pripravak u potpunosti sljediv do serije za koju je potvrdeno da udovoljava svim drugim zahtjevima u
monografiji, odnosno $to osigurava da ispitivana tvar potpuno odgovara opisu na certifikatu analize
proizvodaca. Propisivanjem postupaka prve i druge identifikacije Ph.Eur. daje moguénost odabira
izmedu analitickih metoda koje zahtijevaju sloZzenu instrumentaciju i drugih, jednostavnijih metoda

(32).

Razli¢ite analiticke tehnike kojima se moZe potvrditi identitet, ovisno o wvrsti i svojstvima

farmaceutske sirovine te opremi koju laboratorij posjeduje su:

o kemijske reakcije — postupak kojim se potvrduje identitet supstancije provodenjem
selektivne kemijske reakcije s reagensima pri ¢emu nastaju produkti karakteristicne boje,
izgleda, stvaranje taloga, oslobadanje topline i slicno. U RH se i dalje ve¢inom potvrda
identiteta supstancija u ljekarnistvu provodi kemijskim reakcijama sto nije do kraja pouzdana

metoda.
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fizikalne metode — parametri kao Sto su gustoca, taliste, vreliste, krutiste, indeks loma,
viskoznost, optic¢ka rotacija ili pH vrijednost otopine ispitivanog uzorka, mogu biti vrlo
jednostavna i jeftina opcija potvrde identiteta. Medutim postoje ograni¢enja, primjerice
gustoda varira ovisno o promjeni temperature i tlaka Sto moze utjecati na mjerenje, a
takoder mnoge tekuée supstancije imaju sliénu gustocu. Isto vrijedi i za taliSte, mnoge Cvrste
supstancije imaju sliéne vrijednosti, koje mogu i varirati ovisno o proizvodnoj seriji
supstancije uslijed razli¢itog kristalnog oblika. Stoga, odredivanje fizikalne konstante u svrhu
potvrde identiteta moZe biti samo dodatni parametar u identifikaciji farmaceutske
supstancije uz primjenu pouzdanije instrumentalne tehnike poput spektroskopije i
kromatografije.

titrimetrijske metode — odabir metode (primjerice neutralimetrijske ili kompleksometrijske
titracije) ovisi o tipu supstancije koja se analizira, a osim Sto moZe potvrditi njezin identitet,
titracija je i kvantitativna metoda kojom se moZe odrediti sadrzaj analizirane supstancije.
Titrimetrijskim metodama odreduju se i karakteristi¢ni kemijski brojevi poput kiselinskog,
hidroksilnog, esterskog, saponifikacijskog i jodnog broja, koji se koriste za potvrdu identiteta
velikog broja pomoc¢nih tvari.

kromatografske tehnike — vrlo vazne za identifikaciju na temelju vremena zadrZavanja
farmaceutske supstancije koje ovisi o njezinim fizikalno-kemijskim karakteristikama. Takoder,
one su i kvantitativne metode kojima se moZe odrediti sadrzaj analita, ali i njihovih

oneciscenja jer su separacijske tehnike, a ukljucuju:

-HPLC za analizu ¢vrstih (otopljenih u otapalu) i tekucih analita, kao Sto su primjerice lijekovi,

proteini, ugljikohidrati, konzervansi i slicno.

-GC koja se koristi za analizu farmaceutskih supstancija koje su lako hlapljive (ili se mogu
prevesti u plinovito stanje bez razgradnje) i termostabilne, primjerice eteri¢na ulja, alkoholi,

esteri, ketoni, aldehidi i sli¢no.
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-tankoslojnu kromatografiju (engl. Thin-layer chromatography, TLC) brzu i jednostavnu
metodu koja se Cesto koristi za identifikaciju farmaceutskih supstancija na temelju njezine
interakcije sa stacionarnom fazom, Rf vrijednosti, kao i razvoja boje sa specificnim

reagensnom u svrhu vizualizacije kromatograma.

-kombinaciju tekudinske kromatografije i masene spektrometrije (engl. Liquid
chromatography-mass spectrometry, LC-MS) koja omoguéava paralelno razdvajanje
sastavnica uzorka i pouzdanu identifikaciju farmaceutskih supstancija na temelju njihovih

masenih spektara.

spektroskopske tehnike — temelje se na mjerenju spektra elektromagnetskog zracenja koje
apsorbira, emitira ili rasprsuje neka tvar. Osim za kvalitativnu analizu (identifikaciju) koriste
se i za kvantitativhu analizu (odredivanje sadrZaja), provjeru Cistoce i slicno. Ve¢inom su

fingerprint tehnike jer svaka molekula ima specifi¢an spektar.

Neki od primjera spektroskopskih tehnika koje su zastupljene u monografijama farmakopeje

Su:

-infracrvena apsorpcijska spektrometrija (engl. Infrared Spectroscopy, IR)

-bliska infracrvena spektrometrija (NIR)

-ultraljubicasta i vidljiva apsorpcijska spektrometrija (engl. Ultraviolet Visible Spectroscopy,

UV-VIS)

-nuklearna magnetska rezonancija (engl. Nuclear Magnetic Resonance, NMR)

-masena spektrometrija (engl. Mass Spectrometry, MR)
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Ph.Eur. u poglavlju 2.2. Fizikalne i fizikalno-kemijske metode sadrzi potpoglavlja koja opisuju sluzbene
farmakopejske analiticke tehnike za identifikaciju supstancija, a jedno od njih je i potpoglavlje 2.2.40

Near-Infrared spectroscopy (33).

1.5.2. NIR spektroskopija

NIR spektroskopija je jedna od najbrze rastuéih i najimpresivnijih analitickih tehnika od 1990-tih

godina, s vrlo Sirokom i raznolikom upotrebom u farmaceutskoj industriji.
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Slika 1. Prikaz spektra elektromagnetskog zracenja, preuzeto (34)

Ova tehnika za analizu uzorka koristi blisko infracrveno podrucje (Slika 1.) s energijama izmedu
vidljive svjetlosti (VIS) i srednjeg infracrvenog svjetla (MIR) elekromagnetskog spektra od 780 do
2500 nm (12800-4000 cm™). Raspon valnih duljina 1000-1900 nm pogodan je za pouzdanu

identifikaciju djelatnih i pomoénih tvari.

NIR spektroskopija je vibracijska tehnika koja mjeri apsorpciju spomenutog zracenja u NIR podrucju
pri razli¢itim valnim duljinama. Tehnikom je moguée analizirati molekule koje sadrze X-H skupine
veza (X= C,N,0O,S), odnosno koje su NIR aktivne, jer apsorpcija NIR zraenja ovisi o kemijskoj strukturi
molekule. Primjerice, anorganske soli nisu NIR aktivne i ne mogu se analizirati jer sadrze kristalnu

reSetku koju nije moguce pobuditi i dovesti do vibracije djelovanjem NIR zraéenja.
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NIR spektar se formira kada bliska infracrvena svjetlost prolazi kroz uzorak te apsorbira zracenje koje
pobuduje vibracijske prijelaze. Apsorpcijom NIR zracenja kemijske kovalentne veze vibriraju, dolazi
do istezanja veza i savijanja, odnosno deformacija kuteva, a vrpce u spektrima odgovaraju
vibracijama tijekom kojih se mijenja dipolni moment. Dakle, vibracije ovise o duljini i obliku kemijske
veze, ali i cjelokupnoj strukturi molekule. NIR spektar ¢ine kombinirane vibracije, osnovne (temeljne)
i viSi tonovi. Visi tonovi nastaju uslijed apsorpcije zracenja kojima se pobuduju prijelazi iz osnovnog
vibracijskog stanja u drugo, tre¢e i svako viSe vibracijsko stanje, dok su kombinacijske vrpce
posljedica istovremene apsorpcije zracenja tijekom dviju vibracija X-H skupine veza. Intenzitet
svjetlosti koji dolazi od uzorka mjeri detektor pri razli¢itim valnim duljinama te stvara NIR spektar.
Precizna asignacija vrpci u NIR podrucju vrlo je otezana jer jedna vrpca moze biti posljedica nekoliko
razli¢itih kombinacija osnovnih vibracija i viSih tonova koje se ujedno i preklapaju. Stoga je za

dobivanje Zeljenih podataka iz snimljenih spektara neophodna matematicka obrada spektara.

Ova tehnika se vrlo cesto koristi za kvalitativhu i kvantitativhu analizu organskih materijala u
kemijskoj, farmaceutskoj, prehrambenoj i poljoprivrednoj industriji. Dobiveni NIR spektar sadrzi
informacije o fizikalnim svojstvima uzorka i kemijskom sastavu molekule te je poput otiska prsta
(fingerprint) jedinstven za svaku molekulu, a podaci se dobivaju modernim metodama obrade i

evaluacije izmjerenih podataka (35,36).

1.5.3. Povijest NIR tehnike i zastupljenost u farmakopejama

NIR tehnologija pocela se intenzivnije razvijati te koristiti kao samostalna tehnika osamdesetih i
devedesetih godina proslog stolje¢a razvojem racunala, prije svega na podrucju prehrambene
tehnologije, a potom i u ostalim granama industrije poput farmacije gdje postaje sve vise prisutna i

zastupljena u objavljenim znanstvenim publikacijama (Slika 2.).
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Slika 2. Prikaz porasta objavljenih publikacija koje ukljucuju NIR spektroskopiju (37)

Godine 1993. objavljen je rad o primjeni NIR tehnike u analizi ampicilin trihidrata. NIR tehnika je
koristena za identifikaciju i kvantifikaciju ampicilin trihidrata u farmaceutskim formulacijama te se
pokazala kao dobra alternativa tada popularnijim tehnikama analize (38). FDA je ubrzo prihvatila NIR
tehniku kao jednu od novih alternativa u podrucju farmaceutske i prehrambene tehnologije, a 1990.
godine prvi put je uvrstena u USP, kao opée poglavlje o NIR spektrometriji, poglavlje <1119> Near
Infrared Spectrophotometry. Godine 1997. NIR spektroskopija je prvi put uvrStena u Ph.Eur., kao
poglavlje 2.2.40 Near-Infrared spectroscopy te u opce poglavlje 5.16. Crystallinity, kao osobito dobra
tehnika za analizu razli¢itih kristalnih oblika (polimorfa), Sto je i danas jedna od njenih najvaznijih
primjena u farmaceutskoj industriji. Prema podacima iz 2019., 46 monografija Ph.Eur. ukljucuje NIR
tehniku za potvrdu identiteta, dok je u USP uklju¢ena u 24 monografije. Prema posljednjim podacima

HALMED-a iz 2020. godine, NIR tehnika zastupljena je u 50 monografija Ph.Eur.

Bez obzira na svoje prednosti, razlog zbog kojeg ova tehnika nije jos uvijek u vecoj mjeri zastupljena u
monografijama jest Sto je u verziji 7.8. Ph.Eur. propisano bolje razumijevanje algoritama i metoda
zasluznih za pozadinska preracdunavanja izmjerenih podataka NIR tehnikom, Sto je bio prestrog
zahtjev s obzirom da su u pitanju Cesto brojne matematicke metode koje su specificne, a
farmaceutska struka nije educirana za njihovo detaljnije razumijevanje. Medutim ovaj zahtjev je ipak

drasti¢no oslabljen 8. izdanjem Ph.Eur. u sije¢nju 2014. godine koji glasi da samo primjenjivost
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izabranih algoritama za preracunavanje mora biti dokazano i dokumentirano u postupku validacije

metode (35).

1.5.4. Tipovi NIR spektrometara

Vazno je napomenuti da postoje razliciti tipovi NIR spektrometara, ovisno o nacinu na koji mjere
apsorpciju bliskog infracrvenog zracenja. Neki omogucavaju mjerenje u cijelom rasponu valne duljine
od 780-2500 nm ili primjerice samo u rasponu od 1000-1900 nm (uredaj Apo-ldent 2 koji ¢e biti
koristen za mjerenja u eksperimentalnom dijelu ovog rada), sto je sasvim dovoljan raspon za analizu

farmaceutskih tvari.

Osim navedenog, tipovi NIR spektrometra ovise i o krajnjoj primjerni, sto se analizira, da li je
laboratorij istrazivacki u kojem se razvijaju nove metode ili jednostavniji ljekarnicki koji treba brzu
tehniku za identifikaciju farmaceutskih sirovina ili se koristi kao procesni za analizu u postupku

proizvodnje. Postoje dva tipa, sekvencijski i simultani NIR spektrometar.

Osnovni dijelovi NIR spektrometra su izvor zracenja, monokromator ili interferometar i detektor.

Najéeséi monokromatori su akusticko—opticki prilagodljivi filter (engl. acousto—optical tuneable filter,
AQTF), resetke ili prizme. U spektrometru s Fourierovom transformacijom valne duljine razdvajaju se
pomocu interferometra. Kao izvor zracenja (svjetlosti) najéesce se koriste volfram—halogene Zarulje,
a detektor moze biti silicijev, olovni sulfid, indij galij arsenid (InGaAs) i deuterirani triglicin sulfat.
Uzorak se mjeri u kvarcnim kivetama, direktno ili pomodu optickih vlakana, ovisno o njegovoj vrsti i

nacinu mjerenja (35,39).

Za ljekarne su pogodniji manji, jednostavniji NIR spektrometri, sekvencijskog tipa, koji imaju dobar
omijer cijene i kvalitete. Sekvencijski spektrometri detektiraju zracenje jedno za drugim, na nacin da

monokromatorom izoliraju pojedinu valnu duljinu blisko infracrvenog zracenja te detektorom mjere
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intenzitet zracenja koje prolazi kroz uzorak. Za razliku od simultanog spektrometra, njegova
tehnologija je jeftinija, pristupacnija i jednostavnija. Takoder su i tocniji jer imaju bolju rezoluciju i

manje Suma.

Simultani spektrometri generiraju spektre simultano kroz cijelo mjerenje uz pomo¢ niza detektora
koji su osjetljivi na razlicite valne duljine blisko infracrvenog zra¢enja. Oni mjere apsorpciju uzorka na

svim valnim duljinama istovremeno i mogu u jednom mjerenju generirati cijeli spektar (35).

1.5.5. Metode mjerenja uzoraka NIR tehnikom - transmisija, difuzna refleksija i transrefleksija

Mjerenja NIR tehnikom se mogu izvoditi na razli¢ite nacine, ovisno o vrsti uzorka i cilju analize, a oni

Su:

e transmisija — blisko infracrveno zracenje se propusta kroz uzorak, dio se apsorbira, a ostatak
propustenog se prenosi na detektor. Ovom metodom rezultat mjerenja se moze izraziti kao
transmitancija ili apsorbancija (koliki dio zracenja pri odredenoj valnoj duljini je apsorbiran u
uzorku). Obi¢no se koristi za analizu tekucéih ili prozirnih uzoraka, primjerice otopina, ulja i
slicno. Osim Cistih prozirnih uzoraka (direktna transmisija), moguce je analizirati zrnaste,
poluévrste uzorke poput pasti, tablete vrlo tankog omotaca/vanjskog sloja, u kojem se
zracenje koje prolazi kroz uzorak rasprsuje u razli¢itim smjerovima (difuzna transmisija).

o refleksija — metoda koja se koristi ve¢inom za analizu sastava te svojstva razlicitih ¢vrstih
uzoraka. Svjetlo se reflektira s povrsine ¢vrstog uzorka, primjerice, praha, peleta, granulata, u
razli¢itim smjerovima. Difuzna refleksija se mjeri pomocu integrirajuce kugle (Suplja kugla
koja ima unutrasnjost presvucenu materijalom visoke reflektivnosti i niske apsorpcije), koja
koncentrira odbijeno svjetlo od uzorka na detektor. Detektor mjeri intenzitet reflektiranog
zracenja, kao relativnu refleksiju, odnosno omijer intenzitet reflektiranog zracenja uzorka i

referentne povrsine, standardne bijele ploce (vrijednost reflektiranog zracenja 100 %).
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e transrefleksija — metoda ili nacin mjerenja koji kombinira transmisiju i refleksiju. Blisko
infracrveno zradenje se propusta kroz uzorak, dio svjetla se apsorbira, a propusteno svjetlo se
odbija od reflektora smjestenog iza uzorka te dolazi do detektora. Transrefleksija mjeri i
apsorpciju (odnosno transmisiju) od strane uzorka i refleksiju propustenog zracenja. Obicno

se koristi za analizu poluprozirnih uzoraka, primjerice emulzija, gelova, zamucenih tekucina.

Takoder, postoji on-line i in-line primjena NIR tehnike u procesnoj kontroli postupka proizvodnje
lijekova. In-line primjena NIR tehnike oznacava da se mjerenja dogadaju odmah tijekom procesa
proizvodnje, bez uzimanja uzorka i pripreme uzorka, primjerice uz pomo¢ optickih vlakana (direktno
u reaktoru u kojem se proces odvija). Ta mjerenja se odvijaju kontinuirano i daju to¢ne analiticke
informacije o procesu u realnom vremenu. Spektrometar stoga mora biti otporan na procesne

uvjete.

On-line NIR mjerenja se ne odvijaju direktno u procesu, nego se uzorci (odredenih faza procesa)
posebno odvajaju i mjere jer primjerice NIR spektrometar ne moZe izdrzati uvjete
(temperature/tlaka) koji su potrebni za odvijanje procesa. Mjerenja se odvijaju kontinuirano, uz

manje zahtjevan spektrometar, ali se ne mjeri to¢no ono Sto se u trenutku odvija u procesu (35,39).

1.5.6. Prednosti NIR tehnike

Ljekarnicki laboratoriji (za razliku od istrazivackih ili ugovornih laboratorija koji se bave iskljucivo
analitikom) joS uvijek nemaju dovoljno predvidenih farmaceuta koji bi se bavili isklju¢ivo samo
analitickim ispitivanjima, stoga je vrlo brzo i jednostavno mjerenje na NIR spektrometru koje traje

svega nekoliko minuta odli¢na opcija za potvrdu identiteta u ljekarnistvu.
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Uredaj je vrlo jednostavan za primjenu, nije potrebno poznavanje sloZenih tehnika rada, ni prijasnje
iskustvo rada na njemu ili sliécnim uredajima. Takoder, zracenje nije opasno po ljudsko zdravlje i ne

predstavlja nikakav rizik pri radu.

Rezultati se dobivaju jako brzo, tehnika je kojom se direktno ne usporeduju spektri vizualno, nego se
nakon snimanja uzorka podaci obraduju kemometrijski, kompjuterskim i statistickim metodama
unutar programske podrske te daju gotovi rezultat analize, odnosno da li je identitet ispitivane

supstancije potvrden ili ne.

NIR spektroskopija omogucava vrlo brzu, pouzdanu i jednostavnu potvrdu identiteta farmaceutskih
supstancija bez upotrebe skupih standarda i bez prethodne obrade uzorka. Znacdajna prednost je i
moguénost analize Cvrstih, tekucih i poluévrstih uzoraka, a moguée je analizirati i nehomogene

uzorke, poput biljnih droga.

Tehnika je nedestruktivna, uzorak se ne ostecuje tijekom analize pa se moZze koristiti za daljnje izrade

pripravaka.

Osim identifikacije i odredivanja sadrZaja, pomoc¢u NIR tehnike moguce je odrediti vise parametara
istodobno, poput sadrZaja vode, veliine Cestica, provjeriti Cisto¢u uzorka, kristalni oblik i druga
fizikalna svojstva poput tvrdoce tableta, debljine ovojnice tableta, raspodjele veli¢ine Cestica u

granulatu i ujednacenosti smjese za izradu formulacija.

U ljekarnickoj praksi, velika prednosti je i analiza koja je beskontaktna (mjerenje direktno u staklenoj

posudici, moZe biti i original staklena ambalaza) i bez gubitaka, opasnih i skupih supstancija.

Takoder, NIR spektrometri imaju dugi vijek trajanja i jednostavno odrZzavanje, NIR tehnika ne zahtjeva

reagense ni dodatne potroSne materijale, manje trosi energije i jako je brza (35).

Neki od nedostataka tehnike su:
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e ograni¢ena selektivnost i osjetljivost - moguca je slabija sposobnost razlikovanja sli¢nih
molekula ili niskih koncentracija analita

e izrada matematickih modela koji povezuju snimljene podatke o spektru s analitickim
parametrima Sto moZze biti jako slozeno, zahtjevno, a takoder moraju biti redovno praceni i
azurirani kako bi bili pouzdani

e utjecaj vanjskih ¢imbenika jer na kvalitetu mjerenja mogu utjecati vlaga, temperatura, tlak,

rasvjeta i sli¢cno (35,39).

1.5.7. Primjena NIR tehnike

NIR tehnika jedna je od procesnih analitickih tehnika (engl. Process analytical technology, PAT) koja
se moze primijeniti u razli¢itim fazama proizvodnje lijeka za pracenje i kontrolu fizikalnih i kemijskih
procesa (sinteza aktivne farmaceutske supstancije, tehnoloski postupci poput mljevenja, mijesanja,
ujednacenosti smjese, granulacije, susenja, oblaganja, tabletiranja i drugo), od farmaceutskih sirovina
do gotovog farmaceutskog proizvoda te u istraZivanju i razvoju novih procesa. PAT tehnike
omogucavaju poboljsanje kvalitete, sigurnosti, efikasnosti proizvodnje te smanjenje troskova i

otpada.

NIR tehnika koristi se za identifikaciju polaznih farmaceutskih sirovina i intermedijera u proizvodniji
lijekova, direktno odredivanje djelatnih i pomoénih tvari u farmaceutskim oblicima, kvantitativnu
analizu visekomponentnih uzoraka, odredivanje fizikalnih svojstava farmaceutskih tvari (veli¢ina
Cestica, udio vode, kristalni oblici) kao i odredivanje fizikalnih svojstava farmaceutskih formulacija
(veli¢ina Cestica, tvrdoca, raspadljivosti i otapanje, odredivanje debljine film ovojnice tableta). NIR
tehnika moZe se koristiti za pracdenje otpustanja djelatne tvari iz farmaceutskih oblika, primjerice
alopurinola iz neoblozene tablete s trenutnim oslobadanjem (40). Prepoznata je kao i odlicna PAT

tehnika za pracenje ujednacenosti smjese u procesima kontinuirane proizvodnje (engl. Continuous
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manufacturing, CM), primjerice u proizvodnji ¢vrstih oralnih dozirnih oblika (41). MoZe se koristiti za
kvantifikaciju supstancije (primjerice saharina) u praskastoj smjesi tijekom CM (42). Takoder, NIR
tehnika se primjenjuje za nedestruktivnu kvantifikacija polisaharida i odredivanje sadrZaja vlage u
ekstraktu Ganoderma lucidum, klju¢nih parametara za kontrolu kvalitete i odredivanje roka valjanosti
ekstrakta, znacajno za on-site testiranja u prehrambenoj industriji (43). Osim u farmaciji i medicini,

NIR tehnika koristi se u brojnim granama poput poljoprivredne, prehrambene i kemijske industrije.

35



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Ovim specijalistickim radom obradena je trenutna zakonska regulativa (EU i RH) koja se dotice
ulazne kontrole farmaceutskih supstancija za izradu magistralnih pripravaka, naglasava vaZnost
sigurne magistralne izrade te koristenje kvalitetnih i provjerenih farmaceutskih sirovina.
Eksperimentalni dio rada prikazuje analizu tri razli¢ite farmaceutske supstancije NIR spektroskopijom
s pripadaju¢im spektrima i grafovima dobivenim kemometrijskom obradom koji omogucavaju
pouzdanu potvrdu njihovog identiteta, a posebno se istiCu sve prednosti NIR tehnike za potvrdu

identiteta supstancija u ljekarni.
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3. MATERUJALI | METODE

3.1. NIR spektrometar Apo-ldent 2: karakteristike, kvalifikacija i validacija

U laboratoriju za magistralnu i galensku izradu pripravaka ZU Ljekarna Marusi¢ za potvrdu identiteta
ulaznih farmaceutskih sirovina koristi se NIR spektrometar Apo-ldent 2 njemackog proizvodaca
Hiperscan GmbH, specijaliziranog za razvoj i proizvodnju MEMS NIR spektrometara koji koriste
mikroelektromehanicki sustav (MEMS) za snimanje i analizu NIR spektra. Tehnicke karakteristike

Apo-ldent 2 uredaja sazete su i prikazane u Tablici 1.

Tablica 1. Karakteristike NIR spektrometra Apo-ldent 2

Raspon spektra 1000 - 1900 nm
Spektralna 10 nm

rezolucija:

Rasprsena <0,2%

svjetlost:

Vrijeme mjerenja: | <15 s po skeniranju
Detektor: InGaAs detektor

Tocnost valne + 1 nm (u cijelom

duljine: temperaturnom rasponu)
Ponovljivost valne | 0,3 nm (u cijelom
duljine: temperaturnom rasponu)
Fotometrijska +0,15% (prosjek od 500
ponovljivost: skeniranja na 25°C)
Fotometrijska <2%/1,5%

linearnost

(max/RMS):

Automatsko Integrirani standardi
ponovno

kalibriranje/

provjera uredaja

Sonda/opticki Difuzna refleksija, mjerna
ulaz: tocka promjera 23 mm

Ph.Eur. navodi da je ispitivanje ulinkovitosti uredaja potrebno odraditi u redovitim intervalima.

Prema zahtjevima farmakopeje, ucestalost testiranja odreduje se na temelju procjene rizika, ovisno o
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specificnosti, ucestalosti i tipu izrada pripravaka i poslovanju ljekarne, odnosno odluci odgovorne

osobe.

Apo-ldent 2 ima integrirane standarde (unutarnji referentni standardi) koji omogucavaju neprestane
automatske provjere, stoga nije potrebna provjera na godiSnjoj razini. Ipak, preporuka proizvodaca
HiperScana je pregled i provjera uredaja svake tri godine. Ljekarna moze sama napraviti provjeru, ali
to zahtjeva skupe certificirane referentne standarde te poznavanje samih procedura provjere
ucinkovitosti, tako da je dodatna prednost Sto proizvodac iz usluge moZze odraditi pregled

ucinkovitosti i dostaviti dostupnu dokumentaciju kao potvrdu ispravnosti uredaja.

Za svaki uredaj koji se koristi za ispitivanja ili analize u farmaciji, pa tako i ljekarnistvu, mora se u
svakom trenutku sigurno dokazati da je u trenutku mjerenja uredaj bio ispravan te davao ispravne
rezultate. Bududi da NIR instrumenti (tako i Apo-ldent 2) nisu osjetljivi na kvarove kada se pravilno
koriste prema uputama proizvodaca, mogu se svakih nekoliko godina odraditi rutinski pregledi za

kvalifikaciju uredaja.

Jedna od jednostavnih preporuka izvedivih u ljekarnistvu, je izabrati standardnu tvari i odraditi njeno
mjerenje redovno, barem jednom mjesecno. Za standardnu tvar preporuca se supstancija kofeina
koja je stabilna kroz dulji vremenski period. Odvoji se supstancija kofeina, oznaci, pravilno skladisti i

koristiti samo kao standardna tvar za redovna mjerenja na Apo-ldentu 2.

Koristenje uvijek istog kofeina kao standarda iskljucuje bilo kakve promjene u mjerenjima u slucaju
promjene serije sirovine kofeina ili izmjene dobavljaca ili ¢ak proizvodnih protokola koji bi mogli
dovesti ipak do neke razlike u mjerenjima. Za ovakve rutinske interne kvalifikacije preporuka je

takoder ¢uvati dokumentaciju odnosno izvjescée svih analiza.

U industrijskoj primjerni NIR spektrometara (primjerice proizvodnja lijekova), potrebno je

implementirati nadzor/ispitivanje opreme te imati potrebnu validacijsku dokumentacija. U
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ljekarnistvu, ovaj korak zakonski nije nuzan, prema podacima proizvodaca HiperScana s njemackog

trzista, jos uvijek ga vrlo malo ljekarni prakticira zbog visokih troskova i financijske neisplativosti (35).

3.2. Postupak mjerenja NIR spekrometrom Apo-ldent 2

3.2.1. Mjerenje odabranih farmaceutskih supstancija

U ovom radu opisat ¢e se postupak mjerenja i potvrda identiteta NIR spektroskopijom tri
farmaceutske supstancije koje dolaze u tri razli¢ita stanja (¢vrstom, teku¢em i polucvrstom), a koje se
vrlo Cesto koriste u ljekarnickim izradama magistralnih pripravaka te gotovo svaka ljekarna u RH ima

barem jednu od njih u svom ljekarni¢kom asortimanu:

e eritromicin Ph.Eur., djelatna tvar (¢vrsta supstancija)
e glicerol Ph.Eur., pomoc¢na tvar (tekuéa supstancija)

e bijeli vazelin Ph.Eur., pomocéna tvar (polucvrsta supstancija)

Sve supstancije koristene za mjerenja nabavljene su od distributera Fagron Hrvatska d.o.o, imaju
pripadajuce certifikate analize po kojima zadovoljavaju zahtjeve monografije Ph.Eur. Mjerenja se
izvode u prostoriji za analiticka ispitivanja u ljekarnickom laboratoriju ZU Ljekarna Marusic. Prostorije
laboratorija imaju vlastiti sustav ventilacije i zadane izmjene zraka unutar prostorija, regulirane

uvjete temperature i tlaka. Zrak se filtrira HEPA filterima.

Postupak mjerenja je jednak za sve tri farmaceutske supstancije u razli¢itom obliku, osim $to je za
mjerenje tekude i polucvrste supstancije potrebno referentno mjerenje transfleksije s transflektivnim
umetkom (engl. transflectance insert). Prije mjerenja prvo se provjeri je li ispitivana supstancija u bazi

podataka QuickStep (program Apo-ldenta 2) i moZe li se analizirati (zelena kategorija supstancija).

Primjer prikaz iz QuickStep programa za tri kategorije supstancija predstavljen je na Slici 3.
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Slika 3. Prikaz iz QuickStep programa za tri kategorije supstancija: zelena (moguca analiza), Zuta
(djelomi¢no moguce potvrditi identitet, potrebna je dodatna identifikacija) i crvena (nije mogude

analizirati); preuzeto (44).

e Analiza eritromicina

Eritromicin se prenese u mjernu staklenu posudicu. Uzorak eritromicina mora prekrivati cijelo dno
staklene posude za mjerenje, takoder je potrebno paziti da je staklena posuda u potpunosti ista i da

nema ostataka kamenaca koji mogu ometati mjerenje.

Uvijek je potrebno imati na umu o kakvoj supstanciji se radi (STL), ako se radi o hormonima,
kancerogenim supstancijama, onda je svakako korak presipavanja supstancije u mjernu posudu
potrebno vrsiti unutar biozastitnog kabineta sa zastitnom opremom koja stiti osoblje/operatera od

izlaganja i smanjuje kontaminaciju radnog prostora.

U programu QuickStep odabere se ispitivana tvar, eritromicin (kao na Slici 3.), ispune se podaci o
dobavljac¢u farmaceutske sirovine, seriji, roku valjanosti. Ti ée podaci biti navedeni na izvjeSc¢u analize

te na etiketi koja se mozZe ispisati nakon mjerenja i nalijepiti na spremnik ispitane supstancije.

40



Mjerna posudica s eritromicinom se stavi na mjerni prozorci¢ te pokrene mjerenje (Slika 4.). Svako
prvo mjerenje nakon Sto se uklju¢i uredaj zahtjeva neposredno nakon mjerenja farmaceutske
sirovine, referentno mjerenje koje se odradi uz pomo¢ crnog i bijelog standarda (Slika 5.). Mjerenje
referentnim standardima potrebno je izvrsiti samo jednom, pri prvom mjerenju. Nakon 60 minuta,
potrebno je ponoviti mjerenja s referentnim standardima. Crni standard apsorbira, a bijeli odbija
gotovo svo elektromagnetsko zracenje pa se koriste za odredivanje nulte i maksimalne tocke
reflektancije, ispravljanje pozadinskog signala koji nastaje zbog rasprSenja zracenja u spektrometru

(35).

Nakon mjerenja standarda, uredaj daje rezultate odnosno izvjeS¢e o tome podudara li se NIR spektar
ispitivane supstancije s referentnim spektrom iz baze podataka u programu QuickStep i u kojem
postotku. lzvjesée se automatski pohranjuje u pdf obliku u QuickStep programu. Ovisno o internoj
organizaciji ljekarne, sva izvjeS¢a mjerenja mogu se Cuvati i na dodatnim serverima uz sigurnosno

kopiranje kako bi se osiguralo da sva mjerenja ostaju pohranjena i dostupna.

Na kraju se ispiSe etiketa koja sadrZi podatke o analiziranoj farmaceutskoj sirovini te se zalijepi na

ambalaZu sirovine i daje vrlo lijep i brz pregled je li sirovina na polici laboratorija analizirana ili nije.

Slika 4. Prikaz mjerenja ispitivane farmaceutske sirovine eritromicina i referentnog mjerenja bijelim

standardom
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Slika 5. Prikaz crnog i bijelog standarda potrebnog za referentna mjerenja

e Analiza glicerola

Za analizu tekuée supstancije, potrebno je prvo odraditi referentno mjerenje transrefleksije
transflektivnim umetkom (Slika 6.). Referentno mijerenje transrefleksije u NIR-u temelji se na
uspostavljanju veze izmedu intenziteta transreflektiranog zracenja i referentnih vrijednosti. Umetak
se pravilno stavi u mjernu posudu (bez sirovine), crnim prstenom stacionira na mjerni prozorcic i
pokrene mijerenje. Vaino je onda analizu farmaceutske sirovine provesti unutar 5 minuta od
referentnog mjerenja te koristiti istu mjernu posudu i umetak koji su iskoristeni za referentno

mjerenje.

Potom se mijeri ispitivana tekuéa supstancija. Glicerol se stavi u vrlo maloj koli¢ini u mjernu posudicu,
samo da prekrije dno mjerne posudice (okvirno 4 mm visine) te se stavi transflektivni umetak iz prvog

mjerenja.

Ponovi se isti postupak mjerenja kao i za eritromicin (Slika 7.)

Nakon mjerenja, dobije se izvjes¢e o potvrdi identiteta i generira etiketa za spremnik sirovine.
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Slika 6. Transflektivni umetak u mjernoj posudici i crni mjerni prsten koji olaksava fiksiranje mjerne

posude na mjerni prozorci¢

Slika 7. Prikaz referentnih standarda i transflektivnog umetka za mjerenje te samo mjerenje glicerola

s transflektivnim umetkom

e Analiza bijelog vazelina

Za poludvrste supstancije postupak je jednak kao i za tekuce supstancije, prvi korak je referentno

mjerenje transfleksije s transflektivni umetkom u mjernoj posudici bez sirovine.

Prije mjerenja, ispitivana polucvrsta supstancija vazelin se mora pravilno nanijeti na dno umetka i
pravilno rasporediti (Slika 8.) te utisnuti u mjernu posudicu. Ako ostane zraka na dnu mjerne posude

ili se uzorak ne rasporedi pravilno, moze do¢i do pogreske u mjerenju.

Ponovi se isti postupak mjerenja kao i za dvije prethodne farmaceutske sirovine (Slika 9.).
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Nakon mjerenja, dobije se izvje$¢e o potvrdi identiteta i generira etiketa za spremnik farmaceutske

sirovine.

Mjerene sirovine se mogu vratiti u originalne ambalaZze sirovina (paziti da ne dode do zamjene ili

kros-kontaminacije), a mjerne posudice dobro oprati i posusiti (sterilizator po potrebi).

Zadniji korak je ¢is¢enje sobe za analizu i uredaja.

Slika 8. Pravilno nanosenje bijelog vazelina na dno transflektivhog umetka za mjerenje; preuzeto (44).

Slika 9. Prikaz mjerenja bijelog vazelina
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3.2.2. Moguéi utjecaj dodatnih ¢imbenika na mjerenja NIR spektrometrom

e vlaznost i temperatura okoline — laboratorij ZU Ljekarna Marusié je temperiran, temperatura
se regulira preko termostata, takoder pojedine prostorije sadrze data loggere za dodatno
pracenje temperature. Laboratorij ima svoj sustav ventilacije, s definiranim izmjenama zraka
te stropnim HEPA filterima koji omogucéavaju dodatnu zastitu i filtriranje pri izlasku zraka iz
laboratorija.

e temperatura uzorka — laboratorij je temperiran, a farmaceutske sirovine skladistene prema
preporuci proizvodaca.

e analiza higroskopnih tvari — vazno je pravilno skladistenje (vrlo kratko otvaranje spremnika
higroskopnih supstancija i sprjeCavanje da predugo budu otvorene i izloZzene vanjskim
uvjetima), pravilno pranje i suSenje pribora za uzorkovanje i mjernih staklenih posudica.
Problematika analize higroskopnih tvari viSe je izrazena kod kvantitativnih analiza nego
kvalitativnih, jer vezana vlaga moze utjecati na odredivanje sadrzaja, ali u slucaju da sirovina
uistinu veZe puno vode ili dode do stvaranja solvata, program QuickStep ¢e javljati gresku u
mjerenju i ne¢e modi izvrsiti potvrdu identiteta.

e ostaci vlage i otapala na staklenoj posudici za mjerenje — izuzetno je vazno dobro oprati
mjerne posude, izmedu ostalog i zbog sprjecavanja kontaminacije uzoraka. Staklene posudice
se peru ru¢no (dodatno se limunskom kiselinom uklanja kamenac ako je potrebno), suse se u
sterilizatoru na optimalnoj temperaturi kako bi se u potpunosti uklonili ostaci vlage ili
otapala.

e debljina sloja uzorka — dovoljno je nanijeti tanki sloj uzorka, visine 4 mm, samo da prekrije
dno mjerne staklene posudice. Ako se radi o nehomogenom uzorku razlicitih veli¢ina Cestica,
potrebno je protresti posudicu vise puta da bi se uzorak Sto pravilnije rasporedio po dnu

mjerne posudice.
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e starost uzorka — nije primijeceno da farmaceutske sirovine koje su pri isteku roka valjanosti
ne daju ispravna mjerenja, iako se ve¢inom radi ulazna analiza novih farmaceutskih sirovine

koje su najcesée novije serije dobrog roka valjanosti (35).

3.2.3. Prakti¢ni savjeti/upute za mjerenje

U praksi je moguce da se prilikom mjerenja javljaju pogreske, pri ¢emu program QuickStep
automatski sugerira koji su mogudi razlozi pogresaka te daje daljnje upute kako da sljedec¢e mjerenje

bude uspjesno, primjerice:

provijeriti da li je ispravna farmaceutska tvar postavljena u staklenu posudicu za mjerenje

e dalije posudica ispravno popunjena s ispitivanom tvari

e da li je postavljen plasticni pomocni crni prsten za mjerenje (koji fiksira mjernu posudicu na
mjerni prozorcic)

e kod analize polucvrstih i tekuéih tvari je li donja strana transflektivnog umetka ostecena i ima

li u uzorku uklopljenog zraka

e da li su nehomoheni uzorci dobro izmijeSani i homogenizirani prije mjerenja.

3.2.4. Sigurnost pri radu

Kako je spomenuto, uredaj je jednostavan za rad, ali je ujedno i siguran s obzirom da NIR zracenje
kojem operater moze biti izloZzen nije opasno za ljudsko zdravlje. Medutim, uredaj se koristi za
analizu brojnih supstancija, od kojih neke mogu biti kancerogene, opasne, zapaljive i sli¢no, tako da je
svakako nuZno da osoblje koje vrsi analize, poznaje sigurnosne zahtjeve koji su nuzni pri rukovanju
ispitivanim supstancijama. ZU Ljekarna Marusi¢ za sve ispitivane supstancije posjeduje i Cuva

sigurnosne tehnicke listove, obaveznu dokumentaciju koja daje detaljnije upute oko rukovanja

46



supstancijama (da li su potrebne jace zastitne rukavice, naocale, koje su mjere prve pomodi u slucaju

nepredvidenog izlaganja, udisanja, prskanja supstancije i slicno).

3.3. lzvjesca o analizi sirovine, radne upute i laboratorijski dnevnici

Bez obzira Sto ljekarnicki laboratoriji jos uvijek nisu certificirani i nije uvjetovano da posjeduju GMP
certifikat ili neki drugi oblik certifikacije, svaki ljekarnicki laboratorij i sustav bi trebao teziti imati
definiran i implementiran sustav upravljanja kvalitetom (engl. Quality management system, QMS).
Jedan od koraka svakako je propisivanje radnih uputa, raspisivanje standardnih operativnih

postupaka i sli¢no.

Laboratorij ZU Ljekarna Marusic¢ ima raspisanu detaljnu radnu uputu za upotrebu i odrzavanje Apo-
Ident 2 NIR spektrometra, ali i definirano i propisano kako se pohranjuju izvjeséa analize, pod kojim
nazivom te zajedno s certifikatom ispitivane farmaceutske sirovine. U nazivu elektronskog oblika
izvjeSca i certifikata farmaceutske sirovine, navodi se serija sirovine kako bi se u slu¢aju povlacenja, ili
bilo kakvih naknadnih obavijesti od dobavljaca, brzo moglo doéi do ulazne dokumentacije
problemati¢ne sirovine te posljedi¢no i do protokola izrade u kojima se moZe brzo vidjeti kojim

pacijentima je isporucen izradeni farmaceutski pripravak sa spornom sirovinom.

Spomenuto je da prilikom potvrde narudzbe supstancije treba imati na uvid njen certifikat analize
koji mora odgovarati zahtjevima monografije deklarirane farmakopeje. Takoder, prilikom zaprimanja,
farmaceutska sirovina se upisuje u laboratorijski dnevnik, zatim prolazi potvrdu identiteta i tek onda
smije biti na policama laboratorija spremna za korisStenje u laboratorijskim izradama magistralnih

pripravaka. lzvjeséa i certifikati se pohranjuju u elektronskom i pisanom obliku.
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4. REZULTATI

4.1. Prikaz rezultata analize eritromicina

Izvjesc¢e analize eritromicina NIR spektroskopijom prikazano je na Slici 10. SadrzZi u prvim redovima
podatke koji se prije analize upisuju u QuickStep program, a ukljucuju proizvodaca farmaceutske
sirovine, broj proizvodne serije i rok valjanosti ispitivane supstancije. Pod tipom mjerenja, izvjeSce
pokazuje da se radi o NIR tehnici, prema 10.0 verziji Ph.Eur., poglavlje 2.2.40. Near Infrared
Spectroscopy, a metoda mjerenja je difuzna refleksija. Spomenuto je da tip mjerenja uredaj
automatski odabire kada se odabere farmaceutska sirovina koja se analizira. lzvjesée navodi

kategoriju supstancije i stanje kojoj analizirani uzorak eritromicina pripada (API, ¢vrsta supstancija).

lzvjesce sadrzi dva graficka prikaza, lijevi prikaz je spektar mjerenog uzorka eritromicina. Desni graf
pokazuje usporedbu snimanih vrijednosti spektra ispitivane tvari (plava linija) i referentnog spektra iz
baze podataka (crvena linija). Uredaj zapravo ne usporeduje direktno spektre ispitivane i referentne
tvari, nego se nakon snimanja ispitivane tvari prikupljaju podaci koji se obraduju racunalnim i
statistickim metodama unutar programa QuickStep koji potom daje gotovi rezultat analize. Radi se o
slozenim pozadinskim kemometrijskim preracunavanjima i algoritmima. Usporedba obradenih
spektara ispitivane tvari s referentnim spektrom iz baze podataka programa prikazana je zelenom
linijjom na desnom grafu Slike 10. te iskazuje razliku u apsorbancijama usporedenih spektara po

valnim duljinama.

Pod rezultatom izvjeséa uvijek je naveden postotak po kojem se ispitivana supstancija podudara sa
spektrom iz referentne baze QuickStep programa. Ta vrijednost mora biti u rasponu od 98-100 % da
bi identitet bio potvrden. U slu¢aju analize eritromicina, podudaranje iznosi 99,5 %. Na kraju izvjeséa
se stavlja potpis odgovorne osobe (za ulaz sirovina i laboratorijske izrade, ovisno o organizaciji same

ustanove odobrava voditelj laboratorija te magistri farmacije koji su educirani za rad na ureduju).
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Tested substance:
Synonyms:

Batch:

Producer:

PPN:

Corr. factor
weighing:Distributor:
Price:

Type of measurement:

Substance class:

Erythromycin
Erythromycinum

197338

Fagron Expiry_date: 31/07/2024

Quantity:Delivery
date:

Near-infrared spectroscopy (Ph. Eur 10.0/2.2.40) Solids, diffuse reflectance Instrument:
Name: H2203 3837 / serial number: W2020717
APIs & excipients, solid

Model: Submodell 07 (2023-05-25
02:45)Sample/Substance ID: 21056/20011
Report file: Erythromyc1973382023-10-25_16-47-07.pdfComment:
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Result NIRS: Match

Additional tests:(Method
and results)

The sample has been identified as:

Erythromycin
Value: 99.5% (limits 98.0% to 100%)

>Attach test certificate here or on the following page<

Slika 10. lzvjes¢e analize uzorka eritromicina

49



4.2. Prikaz rezultata analize glicerola

Na Slici 11. prikazan je izvjeStaj analize uzorka glicerola NIR spektroskopijom. lzvjestaj sadrzi u prvim
redovima podatke koji se prije analize upisuju u QuickStep program poput proizvodaca farmaceutske
sirovine, broja proizvodne serije i roka valjanosti ispitivane supstancije. Pod tipom mjerenja, izvjesce
pokazuje da se radi o NIR tehnici, prema 10.0 verziji Ph.Eur., poglavlje 2.2.40. Near Infrared Spectroscopy.
Metoda mjerenja je transrefleksija, kombinacija transmisije i refleksije, a ista metoda koristena je i za
dobivanje referentnog spektra u bazi. Transrefleksija je najpogodniji odabir pri mjerenju uzoraka koji
sadrze mjehurice ili su tekuceg/poluévrstog stanja. lzvjes¢ée navodi kategoriju i stanje kojoj supstancija

pripada (APl i pomoc¢ne tvari, tekuéa/polucvrsta supstancija).

Izvjesce sadrzi dva graficka prikaza, lijevi prikaz je spektar mjerenog uzorka glicerola. Desni graf pokazuje
usporedbu snimanih vrijednosti spektra ispitivane tvari (plava linija) i referentnog spektra (crvena linija) iz
baze podataka programa QuickStep. Uredaj zapravo ne usporeduje direktno spektre ispitivane i referentne
tvari, nego se nakon snimanja NIR spektra ispitivane tvari prikupljaju podaci koji se obraduju
kompjuterskim i statistickim metodama unutar programa te daju gotovi rezultat analize. Radi se o
slozenim pozadinskim kemometrijskim preracunavanjima i algoritmima. Usporedba obradenih NIR
spektara ispitivanog glicerola s referentnim spektrom glicerola iz baze podataka programa prikazana je
zelenom linijom na desnom grafu Slike 11. te iskazuje razliku u apsorbancijama usporedenih spektara po

valnim duljinama.

U rezultatu analize vidljivo je 99,9%-tno podudaranje NIR spektra ispitivanog glicerola s njegovim
referentnim spektrom iz baze, dakle analizom je potvrden identitet ispitivanog uzorka glicerola. Kao i za
eritromicin, na kraju izvje$¢a se stavlja potpis odgovorne osobe (voditelja laboratorija ili magistara

farmacije koji su educirani za rad na ureduju).
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Tested substance: Glycerol

Exp.
Date 06/07/2025
Batch: 230829-C340-13753
Producer: Fagron
Type of measurement: Near-infrared spectroscopy (Ph. Eur 10.0/2.2.40) Liquids, transflectance Instrument:
Substance class: APIs & excipients, liquid/semi-solid (with analysis certificate) Model:
Arzneistoffe Halbfest/Flussig (mit Prifzert.) (2023-05-25 02:30) Sample/Substance
ID: 30871/30189
Report file: Glycerolum230829-C340-137532023-10-25_16-43-38.pdf Comment:
Rawdata of the spectrum Comparison of processed spectrum and database entry
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03 -
r’l = Back-projection of sample spech n
/ -1.5 —— Back-projection of reference spectrum ||
0.z --‘—__//“\"'-—-...__, = Sample spectrum |>-— i === Differance of back-projections*
I -2 I I I I
1000 1200 1400 1600 1800 1200 1400 1600 1800
‘Wavelength /nm ‘Wavelength / nm
Result NIRS: Match The sample has been identified as:
Glycerol
Value: 99.9% (limits 98.0% to 100%)
Additional
tests:(Method and
results)

>Attach test certificate here or on the following page

Approved by:

Slika 11. lzvjeSée analize uzorka glicerola
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4.3. Prikaz rezultata analize bijelog vazelina

Na Slici 12. prikazan je izvjestaj analize bijelog vazelina NIR spektroskopijom. Pripada istoj kategoriji
supstancija kao i glicerol (APl i pomoc¢ne tvari, tekuca/polucvrsta supstancija), a koristena je i ista
metoda mjerenja, transrefleksija, kombinacija transmisije i refleksije jer je najpogodnija za polucvrste

tvari.

No za razliku od eritromicina i glicerola, bijeli vazelin je u kategoriji Zutih supstancija programa
QuickStep (Slika 3.). Za Zutu kategoriju supstancija, program potvrduje da pripadaju opcenitoj
kemijskog skupini, u ovom sluéaju parafinima (podudaranje 98,4 %), a u kategoriji parafina osim
vazelina mogu biti i druge farmaceutske sirovine koje u svom sastavu imaju veliki udio parafina
(primjerice hidrofobni bazni gel koji je mjesSavina parafina i parafinskog ulja). Medutim, referentne
spektre tih sliénih supstancija uredaj u postavkama iskljuci pri mjerenju NIR spektra bijelog vazelina.
Primjerice, biljna ulja su vrlo ¢esto u Zutoj kategoriji sirovina, pri ¢emu za rezultat analize uredaj
potvrduje samo da se radi o kemijskoj skupini triglicerida i nema dovoljno podataka za tocno

specificiranje o kojoj vrsti biljnog ulja se radi.

Za potpunu pouzdanu identifikaciju, Zuta kategorija supstancija na kraju analitickog izvjes¢a ima
uvijek zadanu opciju Complementary test (dodatno ispitivanje). Ova opcija je zadana automatski za
supstancije u Zutoj kategoriji koje se ne mogu jednoznacno odrediti, ali se moZe po potrebi iskljuciti.
Na opciji dodatnog ispitivanja, QuickStep program nudi prijedloge moguénosti za dodatnu
identifikaciju koja bi se mogla provesti kako bi ispitanoj supstanciji u potpunosti bio potvrden
identitet. Medutim, magistar farmacije procjenjuje koja bi tehnika bila pogodna i ne mora nuzno
odabir biti sugerirana tehnika programa. Dobiveni rezultati dodatnog ispitivanja mogu se umetnuti u
QuickStep izvjesce ispitivane farmaceutske sirovine sto je vrlo sistemati¢no jer su tada sve odradene

analize na jednom mjestu.
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Provedeno analiticko izvjes¢e NIR spektroskopijom za ispitivani uzorak bijelog vazelina sadrzi graficki
prikaz obradenog NIR spektra mjerenog uzorka bijelog vazelina, usporedbu tog spektra (plava linija) s
referentnim spektrom (crvena linija) iz baze podataka programa QuickStep te rezultat analize koji
navodi 98,4%-tno podudaranje NIR spektra. Medutim, rezultat analize navodi da je ispitivanom
uzorku bijelog vazelina potvrden identitet samo kao supstanciji koja pripada skupini parafina, a ispod
navodi sve ostale farmaceutske sirovine koje pripadaju toj skupini. Rezultat mjerenja potvrduje da su
isklju¢ene sve ostale supstancije iz baze spektara programa na temelju njihovih NIR spektara, ali da
treba provesti dodatno ispitivanje za razlikovanje ispitivane supstancije bijelog vazelina i ostalih iz

skupine parafina.

Za dodatnu potvrdu identiteta ispitivanog uzorka vazelina provedena je kemijska reakcija potvrde
identiteta, opisana u poglavlju identifikacija pod oznakom C iz HRF izdane 2007. godine, medutim tu
istu reakciju navodi i aktualna monografija bijelog vazelina opisna u HRF izdanje 6.3 (na snazi od

2023. godine) koja je uskladena s vazeéim 11. izdanjem Ph.Eur.
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Tested substance: Vaselinum album
Synonim: Paraffin, white soft

Batch: 231003-C340-14155

Producer:Fagron

Expiry_date: 03/08/2026

Type of measurement: Near-infrared spectroscopy (Ph.Eur10.0/2.2.40) Liquids, transflectance Instrument:
Substance class: APIs & excipients, liquid/semi-solid (with analysis certificate)
Model: ArzneistoffeHalbfest/Flissig(mitPrifzert.)(2023-05-2502:30)
Sample/Substance ID: 31473/30006
Report file: Vaselinum__231003-C340-141552023-10-25_17-18-00.pdf
Rawdata of the spectrum Comparison of processed spectrum and database entry
4
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/ U \\— = Sample spectrum === Difference of back-projections*
0.2 | I [ ¥ I
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‘Wavelength / nm ‘Wavelength /nm
Result NIRS: The sample has been identified as a substance within the group Paraffin classification*.

Value: 98.4% (limits 98.0% to 100%)
All other substances of the database have been excluded on the basis of the NIR spectrum.
The test results only conclusive with additional tests which differentiates within the group.

*Paraffin, whitesoft; Eyeparaffin, UnguentumCordes®; Eyeointment, emulsifying DAC; Woolalcohol
ointment SR with white paraffin;Hydrophobic basegel DAC;Emulsifying hydrophobic basegel
DAC;Wool alcohol ointment DAB; Hydrophilic ointment DAB; Paraffin, yellowsoft; Wool alcoho
lointment SR/DAC; Paraffin, lightliquid; Paraffin, liquid; Abwaschbare Salbengrundlage (NRF S.31)

Complementary tests:

(Method and results) Identifikacija C, Hrvatska Farmakopeja 2007
Conclusion: Vaselinum album has been clearly identified.
O Yes 0O No

>Attach test certificate here or on the following page<

Approved by:

Name Date/Signature

Slika 12. lzvjesce analize uzorka bijelog vazelina
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4.3.1. Kemijska reakcija potvrde identiteta bijelog vazelina

Kako bi sa sigurnoséu bio potvrden identitet ispitivanog uzorka bijelog vazelina, prema naputku
QuickStep programa uredaja Apo-ldent 2 NIR spektrometra, provedeno je i dodatno ispitivanje
identiteta uskladeno s mogucnostima i opremi ljekarnickog laboratorija. Provedena je kemijska

reakcija prema monografiji bijelog vazelina iz trenutno vazeéih HRF i Ph.Eur. (45,46).

Prema monografiji, tali se 2 g (Slika 13.a) bijelog vazelina, do nastajanja prozirne homogene faze.
Zatim se dodaje 2 mL procis¢ene vode, 0,2 mL 0,05 M otopine joda (Slika 13.b). Potom se smjesa
dobro protrese, izmije$a pa ohladi. Cvrst gornji sloj mora biti ljubi€asto-ruZic¢ast ili smed da bi

identitet bio potvrden (Slika 13.c).

Slika 13. Koraci kemijske reakcije (a-c) potvrde identiteta bijelog vazelina prema propisu HRF i Ph.Eur.

Ovaj primjer kemijske reakcije za identifikaciju je dosta jednostavan, ne zahtjeva pripremu zahtjevnih
reagensa (reagens se moze pripremiti u laboratoriju), postupak je jednostavan i brz, ali ipak cijeli
postupak, od pripreme reagensa i same provjere, traje duZze od mjerenja na Apo-ldent 2 NIR
spektrometru. Kod kemijskih reakcija najcesée su promjena boje (kao u opisanom primjeru) ili
stvaranje taloga nastalog produkta reakcije pokazatelj potvrde identiteta. U nekim slu¢ajevima, to
nije dovoljno selektivno, kao primjerice identifikacija uz sofisticiraniju opremu instrumentalnom
tehnikom kao Sto je NIR koja kao fingerprint tehnika daje u potpunosti to¢ne i nedvojbene rezultate.

Slicne molekule, sli¢nih karakteristika odnosno kemijskog sastava (funkcionalnih grupa) Cesto vrlo
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slicno kemijski reagiraju. Primjerice, Zuti vazelin daje istu kemijsku reakciju, isto obojenje kao i bijeli

vazelin, iako ih moZemo organolepticki razlikovati.
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5. RASPRAVA

Apo-ldent 2 NIR spektrometar, koji se koristio u ovom radu za potvrdu identiteta uzoraka
eritromicina, glicerola i bijelog vazelina u ljekarnickom laboratoriju, moZe identificirati oko 1100
farmaceutskih supstancija. Prilagoden je za ljekarniStvo jer se u bazi podataka programa QuickStep,
koji podrzava rad uredaja, nalaze referentni NIR spektri supstancija koje se najéeSce koriste u
liekarnistvu u izradama magistralnih i galenskih pripravaka. Prednost za upotrebu u ljekarnistvu je i
njegova jednostavnost pri rukovanju te moguénost vrlo brzih mjerenja jer ljekarne najéeS¢e nemaju
iskusnog analitiara koji bi obavljao slozenija analiticka ispitivanja. Takoder, primjenu skupljih i
kompliciranijih farmakopejskih analitickih tehnika za kontrolu kvalitete ljekarnickih pripravaka bilo bi
zbog specifi¢nosti trziSta joS uvijek vrlo tesko ugraditi u cijenu pripravka (Cija cijena nije definirana
HZZO osnovnom i dopunskom listom magistralnih pripravaka) pa stoga zasad sloZenije tehnike zbog

skupih instrumenata i neisplativosti joS uvijek nisu primjenjive u ljekarnistvu.

Apo-ldent 2 NIR spektrometar svakako nudi prednost u identifikaciji farmaceutskih sirovina zbog
jednostavnosti i brzine analize, izmedu ostalog i jer nije potrebna nikakva obrada uzorka (nisu
potrebne slijepe probe, reagensi i skupi standardi), mjerenje se odvija krac¢e od 15 sekundi, a uzorak
se ne uniStava mjerenjem te se dalje moze koristiti u izradama pripravaka. Uredajem je mogude
analizirati ¢vrste, tekuce i polucvrste farmaceutske sirovine, Sto je velika prednost jer pokriva Sirok
raspon ljekarnickih supstancija. Uredaj se jednostavno odrZava, a moZe biti i prijenosan (tezine svega

2,95 kg).

Vazno je redovno aZurirati program QuickStep prema uputama proizvodaca NIR spektrometra.
Program sadrzi potpuno validiranu bazu referentnih NIR spektara, a prednost je i Sto se redovno
novim azuriranjem dodaju u njegovu bazu podataka NIR spektri novih farmaceutskih supstancija.
Svakim novim aZzuriranjem mogucde je prosiriti primjenu NIR tehnike u ljekarnickom laboratoriju i

analizirati neku novu farmaceutsku sirovinu za izradu magistralnih ili galenskih pripravaka.
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Metoda mjerenja NIR tehnikom ne funkcionira na nacin da se spektar ispitivane farmaceutske
supstancije usporeduje direktno s referentnim spektrom iz baze podataka veé se obraduje
kemometrijskim modelom. NIR spektri iz baze podataka dobiveni su snimanjem vise referentnih
spektara istih farmaceutskih sirovina od razli¢itih dobavljaca i proizvodacda te mjerenjem veceg broja
serija. To je velika prednost, jer ljekarne mogu narucivati supstancije od vise dobavljaca, a razlike u
proizvodniji ili primjerice mikronizaciji ili gustoéi materijala mogu dovesti do razliitih svojstava koja
onda utjecu na izgled NIR spektra, no kvaliteta supstancije koja se koristi za izradu magistralnih i
galenskih pripravaka i sva svojstva i dalje moraju biti unutar propisanih zahtjeva monografije
farmakopeje. Dakle, prilikom izrade NIR spektara za referentnu bazu ispitivanih tvari, snima se veliki
broj ispitivanih farmaceutskih tvari, razli¢itih serija i od razli¢itih dobavljaca, a pri snimanju i pri
prikupljanju spektara profilira se da li je najucinkovitije mjerenje putem transmisije, difuzne refleksije
ili transrefleksije. U ljekarni se ista metoda mjerenja NIR spektra mora odabrati prilikom mjerenja
ispitivanog uzorka, no ovaj korak je ve¢ programski odreden i zadan, tako da operater mora odabrati

samo naziv supstancije Ciji identitet Zeli ispitati (44).

Apo-ldent 2 NIR spektrometar mozZe se koristiti samo za potvrdu identiteta, dakle bez obzira $to je
NIR tehnikom moguée provesti i kvantitativna ispitivanja te je koristiti za brojne druge svrhe ve¢
spomenute u uvodnom dijelu rada. Za koriStenje Apo-ldent 2 NIR spektrometra nije potrebno
posebno iskustvo u analitici ili na radu sa slicnim uredajima s obzirom da je rukovanje jako
jednostavno te QuickStep program uredaja vrlo jasno vodi kroz svaki korak postupka snimanja
spektra ispitivane supstancije i potom usporedbe s referentnim NIR spektrom iz baze podataka.
Uredaj ve¢ ima zadane postavke poput vremena snimanja (prikladno za ispitivanu tvar), broj

skeniranja za pocetne materijale i sli¢no, tako da ih operater ne mora postavljati.

U radu su prikazane potvrde identiteta uzoraka eritromicina, glicerola i bijelog vazelina u
liekarnickom laboratoriju primjenom NIR spektroskopije uredajem Apo-ldent 2, objasnjeni su

postupci snimanja NIR spektra, usporedba s odgovaraju¢im referentnim spektrom iz baze podataka
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te tumacenje dobivenih rezultata mjerenja. Za identifikaciju NIR tehnikom izabrani su uzorci
farmaceutskih sirovina u razli¢éitom stanju, ¢vrstom (eritromicin), tekuéem (glicerol) i polucvrstom
(bijeli vazelin), kao i supstancije iz razliCitih kategorija definiranih u QuickStep programu, zelene
(moguca je pouzdana analiza NIR tehnikom, u tu kategoriji pripadaju eritromicin i glicerol) i Zute
(djelomi¢no moguce potvrditi identitet svrstavanjem u skupinu srodnih spojeva pa je preporuceno i

dodatno ispitivanje, u tu kategoriju pripada bijeli vazelin).

Kako je veé spomenuto, razli¢iti kristalni oblici farmaceutske supstancije mogu se razlikovati NIR
analitickom tehnikom, takoder i hidrati i solvati koji u kristalnoj resetki sadrze vodu ili otapalo pa je
struktura reSetke drugacija i razlika se moze vidjeti u NIR spektrima. Navedena prednost NIR tehnike
je i u ljekarnistvu vrlo znacajna Sto pokazuje sljedeci primjer izrade pripravka s teofilinom kao

djelatnom tvari.

Teofilin, kao lijek uske terapijske Sirine, koristi se za izradu pedijatrijskih sirupa za najmanje i
najrizi¢nije pacijente. Teofilin je jedan od najpoznatijih lijekova uske terapijske Sirine, Sto znadi da je
vrlo mala razlika izmedu doze koja je ucinkovita te doze koja je Stetna za pacijenta i moZe izazvati
ozbiljne nuspojave i posljedice za zdravlje. Zato je kod izrade tog sirupa vazna kvaliteta upotrijebljene

supstancije, ali i ispravno pripremljena koncentracija sirupa teofilina.

Teofilin kao supstancija na trziStu farmaceutskih sirovina dolazi u dva oblika, kao teofilin i teofilin
monohidrat. Farmaceutski protokoli za izradu sirupa navode teofilin, uz napomenu da u slucaju
upotrebe supstancije teofilin monohidrata, svakako je potrebno i klju¢no preracunati odvagu teofilin
monohidrata kako bi koncentracija djelatne tvari u pripremljenom sirupu bila jednaka bez obzira koji
se oblik te supstancije koristi. U laboratoriju ZU Ljekarna Marusi¢ se nalaze oba oblika teofilina zbog
Cestih nestasica supstancija i slabe dostupnosti. Ako se prije izrade sirupa potvrduje identitet djelatne
tvari teofilina (Ciji NIR spektar postoji u bazi podataka QuickStep programa Apo-ldent 2 NIR
spektrometra), a slucajno se greskom uzela supstancija teofilin monohidrata (ili je primjerice

zaprimljena pogresna supstancija od dobavljaca), uredaj ¢e detektirati usporedbom NIR spektra
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ispitivanog uzorka teofilin monohidrata i referentnog spektra teofilina iz baze da uzeta farmaceutska

sirovina za izradu sirupa nije teofilin.

Ovom jednostavnom analizom se iskljuCuje moguénost zamjene dva oblika teofilina, bilo kod
dobavljac¢a farmaceutske sirovine ili prilikom izrade pripravka u ljekarni, a uzimanjem odgovarajuéeg
oblika supstancije mogudée je prilagoditi odvagu ovisno o tipu teofilina koji se koristi za izradu sirupa.
Na taj nacin ljekarnik koji izraduje magistralni pripravak i snosi zakonsku odgovornost za koristene
farmaceutske sirovine moze biti siguran u kvalitetu izradenog pripravka, a time i u njegovu

djelotvornost i sigurnost primjene za pacijenta.

Navedeni primjer ukazuje na nuZnost uvodenja sustava kvalitete u zdravstvene ustanove za izradu
magistralnih i galenskih pripravaka, a primjena NIR spektroskopije za potvrdu identiteta ulaznih
sirovina moZe na jednostavan i pouzdan nacin u ljekarnickom laboratoriju pridonijeti izradi

kvalitetnih pripravaka.
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6. ZAKLJUCAK

Radom se istice vaznost ulazne kontrole farmaceutskih sirovina u ljekarni ukljuéujuc¢i obveznu
provjeru certifikata analize kojim se garantira deklarirana kvaliteta u roku valjanosti te provedbu
ulazne potvrde identiteta farmaceutskih sirovina prije same upotrebe za izradu magistralnih i
galenskih pripravaka. Sve polazne farmaceutske sirovine koji se koriste u izradi pripravaka trebaju

udovoljavati vazeéim farmakopejskim normama.

Eksperimentalno je pokazano kako se NIR tehnikom moZe vrlo brzo, jednostavno i pouzdano potvrditi
identitet farmaceutskih supstancija u ljekarnickom laboratoriju. Moguce je analizirati ¢vrste, tekuce i
polucvrste farmaceutske sirovine, nije potrebna obrada uzorka, niti upotreba standarda jer se
identitet potvrduje usporedbom NIR spektra ispitivane supstancije s referentnim spektrom iz baze
podataka. Moze se identificirati oko 1100 farmaceutskih supstancija koje se najcesée koriste u

izradama magistralnih i galenskih pripravaka.

Liekarnicka struka mora intenzivnije raditi na podizanju kvalitete izrade magistralnih i galenskih
pripravaka Sto doprinosi ne samo njezinom napretku, veé i sigurnosti primjene pripravaka izradenih u
liekarni. Definiranje sustava kvalitete u zdravstvenim ustanovama podi¢i ¢e kvalitetu izrade

liekarnickih pripravaka.

61



7. LITERATURA

1.

10.

Zakon o lijekovima, NN 76/13, 90/14, 100/18, Narodne novine 2018., dostupno na:

https://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2007 07 71 2181.html, datum pristupa

19.1.2024.
Pravilnik o mjerilima za razvrstavanje lijekova te o propisivanju i izdavanju lijekova na recept,
NN 86/2013, dostupno na:

https://narodnenovine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2013 07 86 1937.html, datum pristupa

19.1.2024.
Pravila dobre ljekarni¢ke prakse, Clanak 24, dostupno na:

https://www.hljk.hr/storage/upload/reading articles/Pravila _dobre liekarnicke prakse -

procisceni_tekst 14251.pdf, datum pristupa 19.1.2024.

Senjkovié R. Osnove oblikovanja lijekova. Zagreb: Skolska knjiga; 1994, str.13-19.

Fagron: Protokoli izrade i kompatibilnost, dostupno na:https://fagron.com/formulary/,

datum pristupa 20.2.2024.

Fagron: TrichoTest, dostupno na:https.//fagrongenomics.com/products/1-genetic-test/2-

trichotest, datum pristupa 20.2.2024.

Ramos PM, Sinclair R, Miot HA, Goren A. Sulfotransferase activity in plucked hair follicles
predicts response to topical minoxidil treatment in Brazilian female pattern hair loss patients.
Dermatol Ther 2020; 33(1):e13195.

Zakon o kemikalijama, NN 18/13, 115/18, 37/20, dostupno na

https://www.zakon.hr/z/465/Zakon-o-kemikalijama, datum pristupa 19.1.2024.

Americka farmakopeja (USP43/NF38, 2020), USP Convention, poglavlje <1191> Stability
consideration in dispensing practise, str. 3029.
Becirevi¢ La¢an M, Begovic¢-Dolini¢ V, Buhac | i sur. Formulae Magistrales Croaticae. Zagreb:

Hrvatska ljekarnicka komora; 2010, str. 13-39.

62


https://www.zakon.hr/cms.htm?id=994
https://www.zakon.hr/cms.htm?id=995
https://www.zakon.hr/cms.htm?id=35309
https://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2007_07_71_2181.html
https://narodnenovine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2013_07_86_1937.html
https://www.hljk.hr/storage/upload/reading_articles/Pravila_dobre_ljekarnicke_prakse_-_procisceni_tekst_14251.pdf
https://www.hljk.hr/storage/upload/reading_articles/Pravila_dobre_ljekarnicke_prakse_-_procisceni_tekst_14251.pdf
https://fagron.com/formulary/
https://fagrongenomics.com/products/1-genetic-test/2-trichotest
https://fagrongenomics.com/products/1-genetic-test/2-trichotest
https://www.zakon.hr/cms.htm?id=35919
https://www.zakon.hr/cms.htm?id=35917
https://www.zakon.hr/cms.htm?id=43673
https://www.zakon.hr/z/465/Zakon-o-kemikalijama

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Britanska farmakopeja (BP), The Stationery Office, London, 2009.

Trissel LA, Ashworth LD, Ashworth J. Trissel’s Stability of Compounded Formulations, 6.izd.
American Pharmacists Association Publication, 2018.

Tabellen fir die Rezeptur: Plausibilitatsprifung in der Apotheke, Pharmazeutisches
Laboratorium des DAC/NRF, 2021.

Hrvatska farmakopeja HRF 6.3, Hrvatska agencija za lijekove i medicinske proizvode, 2022.
Europska farmakopeja (Ph.Eur 11.0, 01/2023), Strasbourg, Council of Europe, poglavlje 7.
Dosage forms, Semisolid preparations for cutaneous application, str. 1001

Americka farmakopeja (USP43/NF38,2020), USP Convention, poglavlja <795> Pharmaceutical
compounding — nonsterile preparations, str. 7025, <800> Hazardous drugs —Handling in
healthcare settings, str. 7071.

Pravilnik o provjeri kakvoce lijeka, NN 60/14, 16.5.2014, dostupno na: https://narodne-

novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2014 05 60 1118.html, datum pristupa: 19.1.2024.

Raggi MA, Bugamelli F, Pucci V. Determination of melatoninin galenic preparations by LC and
voltammetry. Journal of pharmaceutical and biomedical analysis 2002; 29(1-2): 283-289.
Bettiol A, Lombarsdi N, Crescioli G, i sur. Galenic Preparations of Therapeutic Cannabis
sativa Differ in Cannabinoids Concentration: A Quantitative Analysis of Variability and
Possible Clinical Implications. Frontiers in Pharmacology 2019; 17:9:1543

Porru E, Piro F, Comito R. i sur. Analytical Method and Stability Study for Oral Suspension of
Idebenone in Syrspend. Separations 2023; 10(9), 517.

Mattos da Silva M.R, Pereira Dysars L,Pereirados Santos E, Ricci Junior E, Preparation of
extemporaneous oral liquid in the hospital pharmacy. Brazilian Journal of Pharmaceutical
Sciences 2020; 56:18358.

Vigneron J, D’Huart E, Demoré B. Stability studies in oncology , A marketing tool for
pharmaceutical companies, a scientific mission for hospital pharmacists. European Journal of

Onclogy Pharmacy 2019, 2:2(el2).

63


https://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2014_05_60_1118.html
https://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2014_05_60_1118.html
https://www.webofscience.com/wos/author/record/1212529
https://www.webofscience.com/wos/author/record/20073417
https://www.webofscience.com/wos/author/record/27083558
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bettiol+A&cauthor_id=30705629
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lombardi+N&cauthor_id=30705629
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Crescioli+G&cauthor_id=30705629

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Resolution CM/Res (2016)1, dostupno na:

https://statements.eahp.eu/sites/default/files/resources/resource%20statement%203.3-

compunding.pdf, datum pristupa 21.2.2024.

Centers for DiseaseControl and Prevention, Outbreaks and Public Health Response, dostupno

na:https://www.cdc.qov/meningococcal/outbreaks/index.html, datum pristupa: 21.2.2024.

Sustavi upravljanja kvalitetom - Zahtjevi (ISO 9001:2015; EN ISO 9001:2015), dostupno na

https://repozitorij.hzn.hr/norm/HRN+EN+ISO+9001%3A2015, datum pristupa: 21.2.2024.

Americka farmakopeja (USP43/NF38,2020), USP Convention, poglavlje <1163> Quality
assurance in pharmaceutical compounding, str. 7979.
Direktiva 2001/83/EZ Europskog parlamenta i Vijeca od 6. studenoga 2001. o Zakoniku

Zajednice o lijekovima za humanu upotrebu, dostupno na:https://eur-lex.europa.eu/legal-

content/HR/TXT/PDF/?uri=CELEX:02001L0083-20210526&from=DA, datum pristupa:

19.1.2024.
Pravilnik o normativima i standardima za obavljanje zdravstvene djelatnosti, NN 52/2020

(29.4.2020.), dostupno na https://www.zakon.hr/cms.htm?id=44394, datum pristupa:

21.2.2024.
Pravilnik o uvjetima za davanje proizvodne dozvole, zahtjevima dobre proizvodacke prakse te
potvrdi o provodenju dobre proizvodacke prakse za lijekove, NN 83/2013, dostupno

na:https://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2013 07 83 1799.html, datum pristupa:

21.2.2024.
PIC/S Guide to Good Manufacturing Practice for Medicinal Products, PE 009-17, 25.8.2023.,

dostupno na:https://picscheme.org/docview/6606, datum pristupa: 21.2.2024.

Federal Food, Drug, and Cosmetic Act, section 503A, section 503B, dostupno na:

https://www.fda.qov/drugs/quidance-compliance-requlatory-information/human-drug-

compounding, datum pristupa: 21.2.2024.

64


https://statements.eahp.eu/sites/default/files/resources/resource%20statement%203.3-compunding.pdf
https://statements.eahp.eu/sites/default/files/resources/resource%20statement%203.3-compunding.pdf
https://www.cdc.gov/meningococcal/outbreaks/index.html
https://repozitorij.hzn.hr/norm/HRN+EN+ISO+9001%3A2015
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/HR/TXT/PDF/?uri=CELEX:02001L0083-20210526&from=DA
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/HR/TXT/PDF/?uri=CELEX:02001L0083-20210526&from=DA
https://www.zakon.hr/cms.htm?id=44394
https://narodne-novine.nn.hr/clanci/sluzbeni/2013_07_83_1799.html
https://picscheme.org/docview/6606
https://www.fda.gov/drugs/guidance-compliance-regulatory-information/human-drug-compounding
https://www.fda.gov/drugs/guidance-compliance-regulatory-information/human-drug-compounding

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Nigovic¢ B, Mornar A, Serti¢ M, Amidzi¢ Klari¢ D. Analitika lijekova, prirucnik za vjezbe za
studente farmacije, Farmaceutsko-biokemijski fakultet, 2022., str. 13-44.

Europska farmakopeja (Ph.Eur 11.0, 01/2023), Strasbourg, Council of Europe, poglavlja 2.2.
Physical and physico-chemical methods, str.23, 2.2.40 Near-Infrared Spectrophotometry, str.
76-81.

Bruker: Infrared and Raman, FT-NIR spectrometers, dostupno na:

https://www.bruker.com/en/products-and-solutions/infrared-and-raman/ft-nir-

spectrometers/what-is-ft-nir-spectroscopy.html|

Link A, Watzig H. Gute NIR-Praxis. Moderne Infrarot spektrometrie in der Apotheke.
Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft Stuttgart; 2016, str. 2, str. 4-7, str. 16-19, str. 31-34.
Donald AB, Ciurczak EW. Handbook of Near-Infrared Analysis. CRC Press; 2008. 7-18 str.
Skvaril J, Kyprianidis K.G, Dahlquist E. Applications of near-infrared spectroscopy (NIRS) in
biomass energy conversion processes. Applied spectroscopy reviews 2017; 679 str.

Plugge W, Van der Vlies CJ. Near-infrared spectroscopy as an alternative to assess
compliance of ampicillin trihydrate with compendial specifications. Journal of Pharmaceutical
and Biomedical Analysis 1993; 11(6):435-42.

Americka farmakopeja (USP43/NF38, 2020), USP Convention; poglavlja <856> Near-Infrared
Spectroscopy, str. 7161, <1856> Near-Infrared Spectroscopy — Theory and Practise, str. 8658.
Smetisko J, Miljani¢ S. Dissolution assessment of allopurinol immediate release tablets by
near infrared spectroscopy. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 2017;
145:322-330.

Velez NL, Drennen JK, Anderson CA. Challenges, opportunities and recent advances in near
infrared spectroscopy applications for monitoring blend uniformity in the continuous
manufacturing of solid oral dosage forms. International journal of pharmaceutics 2022;

615:121462.

65


https://www.bruker.com/en/products-and-solutions/infrared-and-raman/ft-nir-spectrometers/what-is-ft-nir-spectroscopy.html
https://www.bruker.com/en/products-and-solutions/infrared-and-raman/ft-nir-spectrometers/what-is-ft-nir-spectroscopy.html
https://www.researchgate.net/profile/Jan-Skvaril-3?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6Il9kaXJlY3QiLCJwYWdlIjoiX2RpcmVjdCJ9fQ
https://www.researchgate.net/profile/Konstantinos-Kyprianidis?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6Il9kaXJlY3QiLCJwYWdlIjoiX2RpcmVjdCJ9fQ
https://www.researchgate.net/profile/Erik-Dahlquist?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6Il9kaXJlY3QiLCJwYWdlIjoiX2RpcmVjdCJ9fQ
https://www.researchgate.net/publication/14798823_Near-infrared_spectroscopy_as_an_alternative_to_assess_compliance_of_ampicillin_trihydrate_with_compendial_specifications?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6Il9kaXJlY3QiLCJwYWdlIjoiX2RpcmVjdCJ9fQ
https://www.researchgate.net/publication/14798823_Near-infrared_spectroscopy_as_an_alternative_to_assess_compliance_of_ampicillin_trihydrate_with_compendial_specifications?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6Il9kaXJlY3QiLCJwYWdlIjoiX2RpcmVjdCJ9fQ
https://www.researchgate.net/journal/Journal-of-Pharmaceutical-and-Biomedical-Analysis-0731-7085?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6Il9kaXJlY3QiLCJwYWdlIjoicHVibGljYXRpb24iLCJwcmV2aW91c1BhZ2UiOiJfZGlyZWN0In19
https://www.researchgate.net/journal/Journal-of-Pharmaceutical-and-Biomedical-Analysis-0731-7085?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6Il9kaXJlY3QiLCJwYWdlIjoicHVibGljYXRpb24iLCJwcmV2aW91c1BhZ2UiOiJfZGlyZWN0In19
https://www.researchgate.net/journal/Journal-of-Pharmaceutical-and-Biomedical-Analysis-0731-7085?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6Il9kaXJlY3QiLCJwYWdlIjoicHVibGljYXRpb24iLCJwcmV2aW91c1BhZ2UiOiJfZGlyZWN0In19

42.

43.

44.

45.

46.

Alam MA, Liu YA, Dolph S, Pawliczek M, Peeters E, Palm A. Benchtop NIR method
development for continuous manufacturing scale to enable efficient PAT application for solid
oral dosage form. International journal of pharmaceutics 2021; 601:120581.

Hongfei N, Weiliang F, Jing W i sur. Non-destructive detection of polysaccharides and
moisturein Ganoderma lucidum using near-infrared spectroscopy and machine learning
algorithm. LWT 2023; 183: 115001.

Operating manual for the NIR analysers Apo-ldent 1 and Apo-ldent 2 based on version 2.4,
str.3 dostupno na:

https://www.apoident.de/fileadmin/user upload/Dokumente/Anleitungen/APO-Ident--

Manual-EN.pdf

Hrvatska farmakopeja 2007, Hrvatsko farmaceutsko drustvo, Zagreb, 2007, Norme kakvoce,
Vazelin bijeli, str. 242.
Europska farmakopeja (Ph.Eur 11.0, 01/2023), Strasbourg, Council of Europe, Paraffin,

whitesoft, str. 2670.

66


https://www.apoident.de/fileadmin/user_upload/Dokumente/Anleitungen/APO-Ident--Manual-EN.pdf
https://www.apoident.de/fileadmin/user_upload/Dokumente/Anleitungen/APO-Ident--Manual-EN.pdf

