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1. UvOD

Farmaceutska industrija igra vrlo bitnu ulogu u zdravstvenom sustavu te u svakodnevnom
Zivotu ljudi, osiguravajuéi proizvodnju razli€itih lijekova koji pomazu u prevenciji i lijecenju
bolesti. Farmacuetici obuhvacaju vrlo Sirok spektar proizvoda, uklju€ujudi lijekove, medicinske
uredaje i mnogobrojne bioloSke proizvode koji imaju specificnu namjenu i svojstva. Njihov
razvoj i proizvodnja zahtijevaju iznimno visoku preciznost i kontrolu kvalitete da bi se osigurala
sigurnost i u€inkovitost konacnih proizvoda.

Konstantnim napretkom farmaceutske industrije i njenih pogona rastu zahtjevi za kvalitetom
prociSc¢ene vode. Voda je univerzalno otapalo i jedna jako bitna komponenta u proizvodniji
velikog broja farmaceutika, od oralnih pa sve do injekcijskih pripravaka. Postrojenje koje je
odgovorno za proizvodnju proc¢iS¢ene vode mora zadovoljavati velik broj zahtjeva koje nalazu
dobra proizvodacka praksa (Good manufacturing practices, WHO annex 3, 2021), zbirka
metoda i nacina izvedbe European Pharmacopoeia 11.4 te interni dogovori unutar postrojenja
koje osmisljavaju odgovorni inZenjeri.

Farmaceutske kompanije uglavnom kao sirovinu koriste vodu dobivenu od javnih isporucitelja
koja se razlikuje od ostalih neobradenih povrSinskih i podzemnih voda jer je ve¢ kondicionirana
te zadovoljava zahtjeve propisane Pravilnikom o parametrima sukladnosti, metodama analiza
i monitorinzima vode za ljudsku potroSnju (NN, br. 64/23 i 88/23). Takvu je vodu potrebno
dodatno obraditi kako bi se uklonili kalcijevi i magnezijevi kationi, koloidne Cestice,
mikroorganizmi, ostali plinovi i ioni radi njene upotrebe u proizvodnji farmaceutika. Takoder je
paznju potrebno usmijeriti i prema postrojenju za skladistenje i distribuciju koje mora osigurati
dopremanje prociS¢ene vode te oCuvanje njene iznimno visoke kvalitete do mjesta potrosnje.
Mjerenje i kontrola omogucuju odrzavanje kvalitetu prociséene vode na najvi$oj razini te u
konacnici osiguravaju sigurnost farmaceutskih proizvoda za njihovu upotrebu i zadrzavanje
njihove ucinkovitosti (Boothe i Fine, 1999). Stoga je cilj ovog rada bio opisati na koji se nacin
dobiva procCiS¢ena voda Zzeljene kvalitete, kako se prate odredeni parametri te kako su oni
medusobno povezani. Kroz analizu ovih podataka cilj je bio utvrditi zadovoljava li pro¢iS¢ena

voda dane zahtjeve.



2. TEORIJSKI DIO

Farmaceutski pripravci, odnosno lijekovi predstavljaju tvari ili njihove kombinacije koje su
namijenjene pomaganiju pri lijecenju ili sprje€avanju bolesti kod ljudi te koje se mogu primijeniti
na pacijentima u svrhu prilagodbe, ispravljanja ili obnavljanja fizioloSkih funkcija raznim
metaboli¢kim, farmakoloskim ili imunoloskim djelovanjima). Tvar kojom se definiraju lijekovi
moze biti ljudskog podrijetla (npr. proizvodi iz krvi), Zivotinjskog podrijetla (npr. mikroorganizmi,
dijelovi organa, izlu€ine Zivotinja, toksini, ekstrakti i proizvodi iz krvi), biljnog podrijetla (npr.
mikroorganizmi, biljke, dijelovi biljaka, izlu€ine biljaka, biljni ekstrakti) te kemijskog podrijetla
(npr. kemijski elementi, kemijske tvari prirodnog podrijetla i kemijski proizvodi dobiveni
sintezom) (¢l. 3, Zakon o lijekovima, Narodne novine, br. 76/13, 90/14, 100/18). Supstancija
lijeka koja posjeduje aktivho terapeutsko djelovanje je djelatna tvar (engl. ,active
pharmaceutical ingredient®), a za formulaciju finalnog proizvoda, odnosno gotovog lijeka,
potrebo je dodati i pomoc¢nu tvar (engl. ,excipient®) kako bi se povecala njegova ucinkovitost i
stabilnost. Prije plasiranja gotovog lijeka na trziSte, proizvodni proces i sam postupak
formulacije trebaju se validirani u skladu sa zahtjevima dobre proizvodacke prakse te lijek
mora imati rjeSenje od regulatornih tijela Sto za Europsku Uniji predstavlja Europska agencija
za lijekove (engl. ,European Medicines Agency“, EMA) i za Sjedinjene Americke Drzave
Agencija za hranu i lijekove (engl. ,Food and Drug Administration, FDA). Ukoliko neka
kompanija razvije novi lijek, zvan izvorni lijek, on se kao takav zove referentni te proizvodaci
posjeduju tzv. patent. Nadalje, nakon isteka patenta, druge farmaceutske kompanije dobivaju
pravo na proizvodnju ve¢ postojeceg lijeka te on postaje genericki. To bi znacilo da ¢e takav
proizvod imati identi€nu djelatnu tvar kao i izvorni lijek, ali se oni medusobno mogu razlikovati
po dodanim pomoc¢nim tvarima (GOSH, 2020). Prije odlaska na trziSte i genericki lijek mora
biti jednako dobro ispitan te kontroliran kao i izvorni, a pod te testove spada i test
bioekvivalencije, tj. klini¢ka ispitivanja na pacijentima moraju dokazati jednako djelovanje
generickog i izvornog lijeka (Halmed). Postojanje generickih i biosli¢nih lijekova se odrazava
na smanjenje cijena na trzistu zbog vece konkurentnosti medu tvrtkama Sto donosi dobrobiti
svim ljudima u zdravstvenom sustavu. Biosli¢ni lijekovi se razlikuju samo u proizvodnom
procesu te u post-translacijskim modifikacijama od odobrenih lijekova s istim klini¢kim
uCinkom. Daljnjim napretkom farmaceutske i biotehnoloSke industrije te njihovim spojem
dolazi do pojave ,boljih* bioloskih lijekova (engl. ,biobetters®) koji se baziraju na ve¢ odobrenim
lijekovima, ali koristenjem kemijskih modifikacija im se poboljSavaju farmakoloSka svojstva
(Behera, 2020).

poludvrsti, vrsti oblici te biljni pripravci. Teku¢im oblicima lijekova pripadaju kapi, otopine (za
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grlo, usta, nos, uho, rektalnu i dermatoloSku primjenu, infuzijske otopine, injekcije), sirupi,
pjene, emulzije, suspenzije itd.; u polucvrste oblike spadaju kreme, gelovi, masti, paste i
flasteri; u Cvrste oblike spadaju tablete, drazeje, pilule, kapsule, Eepiéi, granule i prasci te
biljnim se pripravcima smatraju Cajevi, macerati, biljni prasci, ekstrakti, tinkture i sl.. Industrijski
proizvedeni lijekovi su gotovi pripravci lijekova razli¢itih doza, jakosti i oblika koji moraju na
propisan nacin biti pakirani, oznaceni i opremljeni prema pravilima dobre proizvodacke prakse
(engl. ,Good Manufacturing Practices“, GMP). Tek nakon §to su zadovoljili sve ove uvjete,
ovakvi proizvodi mogu biti poslani na trzite (lzzi.digital, 2020).

Razli¢iti lijekovi imaju razli¢ita djelovanja na pacijenta, a to su lokalno (ili topikalno) djelovanje
te sastavna (apsorptivna ili opéa) primjena. Topikalno djelovanje ostvaruje se izravhom
primjenom pripravka na kozu ili sluznicu, odnosno na mjesto gdje se i oekuje njegov utjecaj.
S druge strane, opc¢a primjena lijeka je naCin unoSenja pripravka u organizam koji se onda
putem krvotoka doprema do mjesta gdje se oCekuje njegov terapeutski u€inak. Da bi lijekovi
uopce djelovali, moramo ih unijeti u organizam ili nanijeti na neko oboljelo podrucje na povrsini
koze (PDR Staff., 2010). Lijekovi se unose/nanose razli¢itim putevima (tablica 1) kao Sto su
kroz usta, intravenozno, na kozu itd. iz razli€itih razloga kao $to je omoguéavanje postizanja
maksimalne koncentracije lijeka na jednom, a minimalnih koncentracija na drugom mijestu,

produljenje trajanja apsorpcije te zbog prikladnosti.

Tablica 1. Nacini i mjesta unosa lijekova u organizam (PDR Staff., 2010)

Nacini primjene lijekova Mjesto primjene
ENTERALNO Peroralni unos Kroz usta
Rektalni unos Preko debelog crijeva
Sublingvalni unos Pod jezik
PARENTERALNO Supkutani unos Pod kozu
Intrakutani unos U kozu
Intramuskularni unos U miSic
(dorzoglutealno i ventroglutealno)
Intravenozni unos U venu
Intraosealni unos U kostanu srz




Tablica 1. Nacini i mjesta unosa lijekova u organizam — nastavak

Nacini primjene lijekova

Mjesto primjene

PARENTERALNO Intraartikularni unos U zglob
Bukalni unos |lzmedu obraza i desni
Intratekalni unos Oko ledne mozdine
LOKALNO Perkutani i transdermalni Preko koze
unos
Oralni unos U usnu Supljinu

Sublingvalni unos

Pod jezik

Vaginalni unos

Kroz rodnicu

Rektalni unos

Kroz dmar

Preko sluznice

Preko sluznice oka, nosa,

uha

Glavna razlika izmedu enteralne i parenteralne primjene lijekova je njihov doticaj s probavnim
traktom (GOSH, 2020). Primjerice, prilikom uzimanja pripravka kroz usta (peroralno), on ¢e
proéi kroz gornji i donji dio probavnog sustava te ¢e ga razgraditi kiseline u Zelucu prije nego
Sto dode do jetre te ude u krvotok. S druge strane, bilo koji nacin parenteralne primjene
podrazumijeva metode direktnog unosa lijeka u ciljano podrucje djelovanja zaobilazedi
probavni trakt jer bi se u njemu u potpunosti razgradili (npr. inzulin) ili pak ako se Zeli postii
brzi u€inak. Razli€ite primjene zahtijevaju razliCite nacine pripreme i proizvodnje lijekova tako
da se postigne njihovo ciljano djelovanje te da se produzi vijek djelovanja. Razmatrajuci to u
jeziku industrije, finalni proizvodi mogu se pripremati sterilnim ili nesterilnim proizvodnim
procesima (izzi.digital, 2020). Procesi proizvodnje na sterilnim proizvodnim linijjama
podrazumijevaju rad u Cistom prostoru te kontroliranim mikrobioloskim (asepticnim) uvjetima
kako ne bi doSlo do kontaminacije s endotoksinima ili pirogenima koja kona¢no moze imati
Stetno djelovanje na zdravlje pacijenta (Baird i Bloomfield, 2017). Na ovakav se nacin
proizvode svi oni farmaceutski pripravci koji imaju parenteralnu primjenu, kao $to su injekcije,
otopine i oftalmoloSki preparati. Kod nesterilne pripreme farmaceutskih pripravaka toleriraju
se koncentracije mikroba odredene monografima u Europskoj farmakopeji (engl. ,European
Pharmacopoeia“, EP) te se one razlikuju kod farmaceutika za razli€ito apliciranje. Za razliku
od sterilnih proizvoda, nesterilni se primjenjuju u/na dijelove ljudskog tijela koji mogu fizicki i
imunolo$ki sprijeciti infekcije te je u njima prisutna velika gusto¢a prirodne mikroflore. Neki od
primjera su sprejevi za nos, inhalati sa suhim i doziranim prahom, vaginalni Cepici, rektalni

supozitoriji, vodene oralne tekucine te kapsule koje su punjene praskom (lzzi.digital, 2020).
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Ovisno o zahtjevima za proizvodnju finalnih proizvoda, koriste se i razliCite vrste voda .

2.1. ZAHTJEVIZA VODU

Zbog kompleksnosti i velike potrebe za koridtenjem vode u farmaceutskoj industriji kao alata
za provodenje brojnih kemijskih, mikrobioloSkih i bioloSkih eksperimenata njena se kvaliteta
konstantno mora nadzirati i poboljSavati. UspjeSnost, to€nost i pouzdanost rezultata uvelike
ovise o tipu vode koji je koristen. Bas iz tog razloga utvrdeni su standardi Cisto¢e vode (tablica
2), a u laboratorijima diliem svijeta prihvaceni su oni propisani organizaciama ASTM
(-American Society for Testing and Materials®) International (najées$c¢e koriStena u Sjevernoj
Americi) i ISO (,International Organization for Standardization®, najéesce koridtena u Europi).
Uz parametre koji su zajedniCki za obje organizacije, ASTM International nudi i dodatne
standarde za svaki tip vode u kojima se referira na razine mikrobioloskih kontaminanata. Ove
su dvije organizacije definirale svoje parametre kojih se pridrzavaju farmaceutske kompanije
kako bi se na globalnoj razini postigla jednaka kvaliteta voda koje se koriste u razli¢itim
procesima. Tipovi vode definirani su maksimalnim ili minimalnim vrijednostima razli€itih
mjerenih parametara (tablice 2, 3 i 4) koji su vecinski isti, no postoje ipak neke razlike. Takoder,
navedeni se razli€iti tipovi vode proizvode na drugacije nacine te imaju drugaciju kvalitetu sto
znaci da se koriste u velikom broju procesa. Za definiranje kvalitete vode prema ASTM-u,
navedeni su i podstandardi koji se tiCu broja heterotrofnih bakterija i endotoksina. Kako bi se
ti parametri drzali u definiranim granicama, osmisljena je tehnologija za minimalizaciju rasta
bakterija kao $to je reverzna osmoza u kombinaciji s ultraljubi€astim zracenjem valne duljine
254 nm s mikronskom filtracijom (ASTM D1193-06, Standard Specification for Reagent
Water). Posto farmaceutska industrija nisu samo laboratoriji ve¢ i veliki pogoni koji zahtijevaju
puno veéu koli¢inu razli€itin tipova voda za drugacije namjene, utemeljene su Americka i
Europska farmakopeja koje su detaljnije propisale nacine prociS¢avanja i analize kvalitete.
Farmakopeje nisu utemeljene samo radi proCid¢ene vode, ve¢ radi definiranja standarda
kvalitete materijala za farmaceutsku upotrebu $to ukljuCuje i prociséenu vodu (tablica 5).
Europska farmakopeja je aktivna od 1969. godine kada je objavljeno prvo izdanje sa 120
tekstova. Danas stru€njaci svakodnevno rade i objavljuju monografije svakih par mjeseci
mijenjajuci prethodno izdanje tako da ili uklanjaju stare ili dodaju nove metode. Unutar svakog
izdanja nalaze se detaljni opisi spojeva, laboratorijske opreme i metoda koje se koriste u svim
moguéim vrstama laboratorija. Europske farmaceutske kompanije strogo se pridrzavaju
pravila Europske farmakopeje, no ukoliko nesto tamo nije navedeno referiraju se na ameri¢ku
(engl. ,US Pharmacopoeia“, USP). Do sije¢nja 2023. godine European Pharmacopeia se
koristi u viSe od 130 zemalja svijeta te je objavljeno 2497 monografija, 389 opcenitih tekstova

i oko 2890 opisa reagensa.



Tablica 2. Parametri kvalitete za razliCite tipove voda prema ASTM-u D1193 (D1193-06

Standard Specification for Reagent Water, 2018)

Parametri TIP TIP TIP 1*** | TIP HI****
I* [
PROVODNOST (min yS/cm), pri 25 0,056 1 0,25 5
°C

OTPORNOST (min MQ-cm), pri 25 °C 18 1 4 0,2
UKUPNI ORGANSKI UGLJIK, TOC 50 50 200 Nema
(maksimalno ug/L) granica

NATRIJ (maksimalno pg/L) 1 10 50
SILIKATI (maksimalno pg/L) 3 500 Nema
granica

KLOR (maksimalno ug/L) 1 5 10 50
pH pri 25 °C - - - 5,0-8,0

TOC- engl. ,total organic carbon®

*Voda tipa | dobiva se destilacijom nakon &ega slijedi mijeSani sloj za ionsku izmjenu i

membranski filter veli¢ine pora 0,2 pm.

**Voda tipa Il dobiva se destilacijom ili mogu¢om ionskom izmjenom, reverznom osmozom ili

organskom adsorpcijom prije same destilacije ukoliko se nhe moze odredena Cistoéa postici

samo jednom koraku destilacije.

***\Joda tipa Il dobiva se uzastopnim procesima destilacije, ionske izmjene, kontinuirane

elektrodeionizacije, reverzne osmoze i elektrodijalize (ili drugacije kombinacije) nakon kojih

slijedi poliranje s membranskim filterom veli¢ine pora od 0,45 uym.

****Voda tipa llll se dobiva jednakim nacinom kao i voda tipa lll s time da se ne odvija zadnji

korak poliranja pomo¢éu membranskog filtera.



Tablica 3. Dodatni podstandardi za svaki tip vode prema ASTM-u (Standard Specification for

Reagent Water, 2018)

Podstandardi

Bakterije
(maksimalno
CFU*/mL)

10

1000

Endotoksini
(maksimalno
EU**/mL)

0,03

0,25

*CFU-Colony Forming Units/mL, **EU- Endotoxin Units/mL

Tablica 4. Parametri kvalitete za razliite tipove voda prema ISO-u 3696 (ISO 3696:1987

Specifications for Water for Analytical Laboratory Use)

Parametri STUPANJ 1 | STUPANJ 2 | STUPANJ 3
pH pri 25 °C - - 5,0-7,0
PROVODNOST (min yS/cm), pri 25 °C 0,1 1 5
APSORBANCIJA (maksimalna vrijednost pri 0,001 0,01 -
254nm i 1 cm optickog puta
SADRZAJ KISIKA/TVAR KOJA MOZE - 0,08 0,4
OKSIDIRATI (maksimalno mg/L)
OSTATAK NAKON ISPARAVANJA - 1 2
(maksimalno mg/kg) pri 110 °C
SILIKATI (maksimalno mg/L) 0,01 0,02 -

Vode tipa | prema ASTM-ovoj i stupnja | prema 1SO-ovoj podjeli smatraju se one s najve¢om

kvalitetom.



Tablica 5. Zahtjevi kvalitete vode prema European Pharmacopeia (broj monografije

04/2024:0008)

Parametar

Zahtjev

Osobine: izgled

Bistra i bezbojna tekuéina

Maksimalna koncentracija

Ukupan organski ugljik 0,5 mg/L
Vodljivost:
Pri 10 °C 3,6 uS/cm
Pri 20 °C 4,3 uS/cm
Pri 25 °C 5,1 uS/cm
Pri 30 °C 5,4 uS/cm
Elementarna oneciséenja:
Arsen 0,14 mg/L
Kadmij 0,05 mg/L
Olovo 0,05 mg/L
Ziva 0,29 mg/L
Kobalt 0,48 mg/L
Nikal 1,90 mg/L
Vanadij 0,95 mg/L
Krom 104,76 mg/L
Molibden 28,57 mg/L
Barij 13,33 mg/L
Bakar 28,57 mg/L
Litij 5,24 mg/L
Antimon 11,43 mg/L
Kositar 57,14 mg/L
Nitrati 0,2 mg/L




Tablica 5. Zahtjevi kvalitete vode prema European Pharmacopeia (broj monografije
04/2024:0008)- nastavak

Mikrobioloska Cisto¢a Broj aerobnih mikroorganizama <100
CFU/mL

Bez koliformnih bakterija

2.2. VRSTE FARMACEUTSKIH VODA

Voda je sastavni dio farmaceutske industrije jer se moze koristiti kao sirovina za pripremu,
sastojak neke otopine, otapalo u obradi te isto tako u formuliranju i proizvodnji aktivne djelatne
tvari (engl. ,active pharmaceutical ingridient®, API) kao i konacnih farmaceutskih proizvoda.
Takoder se moze koristiti kao pomocna tvar, medij za prijenos (nosac) odredenih tvari, za
moguce rekonstituciju/rekonstrukciju proizvoda prilikom sinteze i na kraju samog procesa
moze se koristiti za ispiranje laboratorijskog posuda, opreme, materijala za pakiranje itd
(Mccormick i Sanders, 2022). Najstrozi su zahtjevi za obradu vode u farmaceutskoj industriji
jer mora biti apirogena, s minimalnom dozom ukupnog organskog ugljika, vrlo niske elektriéne
provodnosti (US Pharmacopoeia <643> i <645>). Postoje dvije grupe kada razmatramo
osnovnu podjelu farmaceutskih voda, a to su rasute (engl. ,bulk®) vode i pakirane vode. Rasute
vode se obi¢no proizvode na mjestu potrodnje, a pakirane vode se nakon proizvodnje pakiraju
i steriliziraju da bi se osigurala mikrobna kvaliteta tijekom isporuke i koristenja koji su unutar
roka valjanosti (European Pharmacopoeia 11.4, 04/2024:0008). Postoje specifitne rasute
vode koje se razlikuju po svojoj nhamjeni, svojstvima kvalitete i ograniCenjima kod pakiranja
koja se moraju zadovoljiti, a nisu navedene u monografijama farmakopeje. Takvim se vodama
unutar pogona daju imena u opisne svrhe da bi se interno znalo ¢emu sluze (Choudhary,
2023.)

2.2.1. PROCISCENA VODA

Procis¢ena se voda vecinski koristi kao pomocna tvar u proizvodnji neparenteralnih pripravaka
te u procesima CiS¢enja opreme i komponenti koje su u kontaktu s proizvodom. Isto se tako
moze koristiti i u velikom broju laboratorijskih testova i analiza, pripremu veéih koli¢ina
kemikalija na mjestu potroSnje te za pripremu medija u mikrobiolodkim laboratorijima
(European Pharmacopoeia 11.4, 04/2024:0008). Ovakav tip vode mora zadovoljavati zahtjeve
kemijske i ionske Cisto¢e te isto tako treba biti zastiéen od bilo kojeg tipa mikrobne
kontaminacije. U proizvodnji se kao sirovina uzima prijenosna, odnosno pitka voda koja moze

dodi iz gradskog vodovoda (Habek, 2021). Nadalje, ona se obraduje metodama koje e biti



opisane dalje u ovom radu pod poglavljem Proces proizvodnje proCiséene vode.

Isto tako postoji ultra Cista voda koja mora zadovoljiti specifikacije Europske farmakopeje
navedene kod vode za injekcije. Da bi se dobila ovakva kvaliteta, ulazna voda nakon pred
obrade mora pro¢i kroz dvostruku reverznu osmozu u kombinaciji s odredenim membranskim
procesom ili nekim drugim nacinima proci¢avanja koji omogucuju dobivanje vrijednosti unutar

propisanih parametara (Choudhary, 2023).

2.2.2. VODA ZA INJEKCIJE

Voda za injekcije mora zadovoljavati stroZze parametre koji su navedeni u Europskoj
farmakopeji jer se koristi kao pomoéna tvar u proizvodnji parenteralnih pripravaka gdje se
mora kontrolirati sadrzaj endotoksina (egzogeni pirogeni koji su sastavni dio stani¢ne stijenke
Gram negativnih bakterija kao $to su E. coli, Shigella, Pseudomonas i mnoge druge) te se
koristi za CiS¢enje komponenti koje ulaze u kontakt s parenteralnim proizvodom. Proizvodi se
iz vode za pi¢e nakon odredenog tretmana ili iz pro€iS¢ene vode. Sama po sebi nije sterilna i
nije konaCan oblik doziranja pa se dodaje prilikom formulacije za dobivanje konacnog
proizvoda. Nakon proizvodnje, podlaze se istim testovima kao i procis¢ena voda kako bi se
provjerila dobivena kvaliteta, no joS se moraju dodatno provesti testovi na ve¢ spomenute
bakterijske endotoksine (maksimalno 25 IU/mL), provodnost (maksimalno 25 uS/cm) i na
ukupni organski ugljik (maksimalno 0,5 mg/L)(European Pharmacopoeia 11.4 04/2024:0169).
Razina i aktivhost endotoksina se kontinuirano moraju provjeravati jer ih proizvode bakterije
koje su sklone nastanjivanju u vodi i na procesnoj opremi pa se ujedno prati kontaminacija
pogona §to omogucuje brzi odgovor i reakciju osoblja ukoliko se poveéa koncentracija
mikroorganizama (Choudhary, 2023).

Sterilna voda za injekcije je destilirana voda za injekcije, ali pakirana u jednoj dozi ne vecoj od
jedne litre. Ovakav se terapijski proizvod koristi za svakog pacijenta individualno ovisno o
potrebi te je sterilni razrjedivac za parenteralne proizvode.

Bakteriostatska voda za injekcije u sebi sadrzi antimikrobna sredstva te se moze pakirati ili u
spremnike do 5 mL za jednokratno doziranje ili u spremnike do 30 mL za viSekratno doziranje.
Ovakav se tip vode koristi kao razrjedivac u proizvodnji parenteralnih proizvoda (Choudhary,
2023).

2.2.3. VODA ZA HEMODIJALIZU
Voda za hemodijalizu se ponajprije koristi u razrjedivanju otopine koncentrata potrebnih za

provedbu hemodijalize. Priprema se iz sigurne vode za ljudsku potroSnju te se pakira i skladisti
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u tzv. nerekativnim spremnici koji onemoguc¢uju kontakt povrSine vode s bakterijama. Ovi
spremnici su gradeni tako da se materijali od kojih su napravljeni ne mijenjaju uslijed kontakta
s vodom i spojevima koji mogu biti rezultat kemijske reakcije materijala i vode ili korozije
(Mijatovi¢ i sur., 2004). Voda za hemodijalizu ne sadrZi antimikrobna sredstva i nije

namijenjena za doziranje pomocu injekcija.

2.2.4. STERILNA VODA ZA INHALACIJU | OVLAZIVANJE

Ova se dva tipa vode naj¢es¢ée opisuju u US Pharmacopeia i U.S. Environmental Protection
Agency (EPA) te se dobivaju iz vode za injekcije, tj. njenom sterilizacijom.

Sterilna voda za ovlazivanje (prema USP) se koristi pri izvodenju uroloSkih kirurskih zahvata
te za pranje i ovlazivanje tkiva. Pakira se u spremnike koji dosezu volumene do jedne litre jer
ba$ na takav nacin se osigurava brZi prijenos sadrZaja do mjesta djelovanja.

Sterilna voda za inhalaciju upotrebljava se za proizvodnju inhalacijskih otopina i u radu s
inhalatorima. Ovakav tip vode ima malo blaZe specifikacije $to se tice endotoksina od vode za
injekcije iz koje se dobiva (Choudhary, 2023).

Neke farmaceutske industrije smatraju i Cistu vodenu paru kao tip farmaceutske vode (prema
USP) te je njena zadaca da sterilizira opremu, ovlazuje prostor pomocu sustava za izmjenu

topline i uklanja talog necistoca.

2.3.  OPIS PROIZVODNJE, SKLADISTENJA I DISTRIBUCIJE PROCISCENE VODE

U farmaceutskoj industriji osnovna sirovina za proizvodnju prociS¢ene vode je voda dobivena
od javnih isporucitelja (vodovodna voda) koja odgovara svim zahtjevima iz Zakona o vodi za
ljudsku potrosnju (NN, 30/23) i Pravilnika o zdravtsvenoj ispravnosti vode za pi¢e. To znaci
da je ulazna sirovina ve¢ unaprijed procis¢ena od oneciSéenja (kao Sto su koloidi,
mikroorganizmi, nitrozamini (Nawrocki J, Andrzejewski P, 2011), otopljeni plinovi, organski
spojevi te soli) koja su Stetna za ljudsko zdravlje.

Da bi se postigla zeljena kvaliteta finalnog proizvoda, tj. prociSéene vode koja se bude koristila
u proizvodnji farmaceutskih pripravaka, potrebno je precizno dizajnirati sustav za njenu
proizvodnju i distribuciju Posao inZzenjera prilikom osmi$ljavanja pogona je zahtjevan zbog
toga &to se moraju zadovoljiti uvjeti farmakopeje i dobre proizvodacke prakse te bez obzira na
sirovinu, uvijek se treba dobiti voda jednake kvalitete. Naime, sve su farmakopeje otvorene za
osobnu interpretaciju te se do rjeSenja mozZe doci na razliCite nacine. Nakon Sto se odredi
kakve kvalitete mora biti prociS¢ena voda, radi se na osmiSljavanju nacina rada sustava

(8arzno ili kontinuirano), utvrduje se dostupnost i tehnologija rada (pred obrada ili zavrdna
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obrada vode), odreduje se nacin skladiStenja i distribucije finalnog proizvoda (odrzavanje
kemijske i mikrobioloSke kvalitete vode)(Habek, 2021) itd. U obzir se mora uzeti i odrzavanje
samog sustava za proizvodnju koji treba ispunjavati regulatorne zahtjeve, zahtjeve osiguranja
i kvalitete te isto tako se mora prouciti na koji nacin, ukoliko dode do prestanka rada, se provodi

popravak i sanitacija dijelova pogona (NN/64).

2.3.1. PROIZVODNJA

Nakon &to gradska vodovodna voda sustavima cijevi i pumpi dopremi do postrojenja za
proizvodnju procis¢ene vode gdje prolazi kroz proces predobrade kako bi se njen sastav
promijenio radi olak3avanja provodenja procesa reverzne osmoze, skladiStenja i daljnje
distribucije do pogona za proizvodnju farmaceutika. Najprije ulazna voda prolazi kroz filter Cija
veli¢ina pora varira o veli€ini ¢estica (ij. grubih disperzija) koje zelimo ukloniti, no uglavnom se
krec¢e izmedu 20 i 25 pym. Nakon filtracije voda se sprema u spremnik sirove vode, u koji se
vraca i koncentrat nakon reverzne osmoze i elektrodeionizacije (RO/EDI), iz kojeg se dalje
odvodi do strojeva za dodatnu pred obradu. Iz spremnika voda prolazi kroz korak u kojem
dolazi do uklanjanja rezidualnog klora jer ukoliko dode do njegovog kontakta s uredajima u
postrojenju oni su skloni oksidaciji, degradaciji te stvaranju biofilma mikroorganizama na
njihovoj povrsini (Shah i sur., 2021). Klor reagira s razliitim vrstama organskog materijala u
stanicama mikroorganizama, a posebice je djelotvoran u reakciji s lipidima u stanicnoj
membrani inhibiraju¢i enzimske sustave Sve navedeno dovodi do otezanog rada postrojenja
koji se ocituje kroz smanjenje stope odbijanja soli (engl. ,salt rejection rate”) sto znacdi da
membrana za reverznu osmozu otezano odbija prolaz otopljenih iona. Cak i koncentracija
klora od 1 mg/L moze unistiti membranu unutar 200-1000 radnih sati $to tada zahtjeva
promjenu samog modula, a to posljedi¢no utjeCe na poskupljenje i produljenje samog procesa
proizvodnje proCiScene vode te i na njenu konacnu kvalitetu. Ukoliko se prilikom dezinfekcije
u vodi nalazi povecana razina organskih kemijskih spojeva koji reagiraju s klorom, mozZe do¢i
do nastanka karcinogenih lako hlapivih ugljikovodika (tzv. trihalometana) koji imaju Stetan
utjecaj na ljudsko zdravlje. Neki od primjera su kloroform, bromdiklormetan (CHBrClIy),
triklormetan (CHCIs) i bromoform (CHBr3). Svi trihalometani ne nastaju trenutaénom reakcijom
izmedu dezinfekcijskog sredstva i organskih spojeva (najéesce fulvinske i huminske kiseline),
vec se dio formira reakcijom i s rezidualnim klorom. Kako bi se uklonio rezidualni klor te se
smanjila mogucénost nastanka trihalometana potrebno je vodu provesti kroz filter s aktivnim
uglienom ili je pak dovesti u spremnik koji je spojen s dozatorima natrijevog sulfita ili natrijevog
metabisulfita. Doziranje natrijeva metabisulfita se nadzire mjerenjem promjene redoks
potencijala vode koji je ekvivalentan koncentraciji klora u vodi (Deborde i von Gunten, 2008).
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U novije vrijeme poceli su se Koristiti dekloratori na bazi UV zra¢enja valnih duljina od 180 nm
do 400 nm koji su se pokazali zna€ajniji u usporedbi s prethodno spomenutim nacéinima
uklanjanja klora. Ultraljubi¢asto svjetlo provodi fotokemijske reakcije koje disociraju slobodan
klor u klorovodi¢nu kiselinu s najjacim djelovanjem pri valnim duljina od 180 nm do 200 nm.
Da bi se disocirali kloramini (iz kojih nastaju trihalometani), valna duljina bi trebala biti od 245
nm do 365 nm (Deborde i von Gunten, 2008).

Nakon dekloriranja, voda prolzi kroz cijev u kojoj se nalazi UV lampa koja emitira svjetlost
valne duljine 254 nm jer se na taj naCin postize baktericidno djelovanje. UV na stanice
patogena i ostalih bakterija mozZe djelovati na dva nacina: (I) dolazi do inaktivacije, tj.
onemogucavanje njihove replikacije uslijed stvaranja pirmidinskih (timinskih) dimera unutar
istog lanca DNA molekule; (Il) provodi se dezinfekcija, tj. UV zrake valnih duljina od 200 do
300 nm mogu razoriti protoplazmu bakterijskih stanica (koju Cine jezgra i citoplazma) i

sporogene oblike (Spicer, 2021)(slika 1).
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Slika 1. Stvaranje pirmidinskih (timinskih) dimera unutar strukture DNA nakon djelovanja UV
zraka (prema Spicer, 2021)
Nakon prolaska kroz cijevi s UV lampom voda dolazi do postrojenja za ionsku izmjenu koja
sluzi za njeno omekSavanje. Koriste se naj¢esce jako kiseli kationski izmjenjivaci u natrijevoj
(Na™) formi. Ovim se procesom iz vode uklanjaju svi magnezijevi i kalcijevi ioni koji ¢ine ukupnu
tvrdoéu te se zamjenjuju s ekvivalentnom koli¢inom natrijevih iona tako da sada sve soli
prisutne u vodi budu natrijeve. Po zavrSetku procesa ionske izmjene, iz vode su uklonjene
grube disperzije, inaktivirani su mikroorganizmi te su maknuti svi magnezijevi i kalcijevi ioni.
Nakon omekSavanja i kemijskog tretiranja, voda ponovno prolazi kroz filter Cije pore imaju
veli€inu 2,5 um te koji zaustavlja nastale kemijske spojeve (Boothe i Fine, 1999). Ovaj korak,
koiji je ujedno i zadnji u procesu pred obrade vode, sluzi kako bi se o€uvao modul za reverznu
osmozu.
Faza samog prociS¢avanja sastoji se od dva glavna djela, a to su jedinica reverzne osmoze i
jedinica za elektrodeionizaciju.

Reverzna osmoza obrnuti je proces od uobiCajene osmoze. Osmoza opéenito predstavlja
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proces difuzije, uslijed osmotskog tlaka, kojim dolazi do izjednacenja koncentracija otopina
koje su medusobno odijeljene polupropusnom membranom tako da ona omoguéuje
propustanje molekula otapala i zaustavlja prolaz molekula otopljene tvari.

Reverzna osmoza je obrnuti proces od osmoze jer na sustav djelujemo tlakom (uspostavljen
pomocéu pumpe) koji je viSi od osmotskog, dakle voda ¢ée kroz polupropusnu membranu
prolaziti u smjeru veée koncentracije $to je suprotno od smjera kretanja u procesu osmoze.
Zbog visokih tlakova se molekulama vode, svim ostalim otopljenim solima i ostalim
nec€istoéama koje su prisutne povecéa kinetiCka energija te se one puno brZze i nepravilnije
kreCu unutar otopine (Boothe i Fine, 1999). Kada takav sustav provedemo preko
polupropusne membrane za reverznu osmozu rijetko koja molekula ,necisto¢e” i soli ¢e modéi
proci kroz membranu jer su ili prevelike ili zbog velike brzine ne uspijevaju proci kroz pore pa
zaostaju na njenoj povrsini (slika 2). Dio vode koiji je proSao kroz pore membrane naziva se
permeat, a ostatak koji se zadrzao na povrsini naziva se koncentrat. Koncentrat se ponovno
odvodi u spremnik sirove vode koji je spomenut na samom pocetku pred obrade te ponovno
prolazi kroz cijeli proces. UspjesSnost procesa reverzne osmoze nikada nije 100%, Sto bi to
znacilo da membrana zadrzava sve soli otopljene u vodi, ve¢ se dio soli (1j. kationi i anioni)
propusta (Boothe i Fine, 1999). Zbog d&injenice da kroz membranu ipak prode odredena
koli¢ina aniona i kationa (<1%), vodu je potrebno dodatno obraditi kontinuiranom
elektrodeionizacijom (skraceno EDI ili CDI, engl. ,continuous deionization®) koja je
kombinacija polupropusne ion-izmjenjivatke membrane i smole. Jo$ jedan bitan plin koji se
nalazi u vodi je uglji¢ni dioksid. Ovisno o pH-vrijednosti vode, moZe biti prisutan u nekoliko
oblika kao Sto su slobodna ugljicna kiselina (j. otopljen CO.) kada je pH manji od 4,5;
hidrogenkarbonatni ion (HCO3') kada je pH 8,4 te kao karbonatni ion (CO3%) kada je pH vedi
od 10,5. Ugljicni dioksid moze imati nekoliko Stetnih uc€inaka na jedinicu za elektrodeionizaciju
s obzirom na oblik u kojem se nalazi. Ukoliko se pojavljuje kao uglji€na kiselina dolazi do
smanjenja pH-vrijednosti te to negativno utjeCe na ionsku izmjenu i deionizaciju. Nadalje,
ukoliko je prisutan u obliku hidrogenkarbonatnih karbonatnih iona moze doc¢i do zauzimanja
mjesta na ionsko-izmjenjivackim smolama tako te se posljedicno tome smanjuje njihov
kapacitet za vezanje drugih iona. CO, se moze ukloniti na nekoliko nacina kao §to su
membranski otplinjaci, kemijska obrada natrijevim hidroksidom i jedan dio otopljenog ugljicnog
dioksida se uklanja reverznom osmozom. Za §to efikasnije uklanjanje i to vecu uc€inkovitost
jedinice za elektrodeionizaciju korite se kombinacije svih ovih metoda (Alvarado i Chen, 2014).
Sam proces elektrodeionizacije je baziran na koristenju dualne tehnologije, odnosno spoja
elektrodijalize i ionske izmjene. Postupak spada u grupu procesa koji se sluze elektricnim

potencijalom kako bi razdvojili komponente u vodi. Njena jedinica je dizajnirana tako da su
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naizmjenicno poslozene kationske i anionske membrane izmedu elektroda. Na taj nacin
negativno nabijeni ioni (anioni) putuju prema anodi, pozitivno nabijeni ioni (kationi) prema
katodi dok nenabijene molekule vode neometano prolaze izmedu elektroda te se na taj nacin
omogucuje njihovo lak8e odvajanje. Voda koja izlazi kao permeat elektrodeionizacije je
proc€iséena voda koja zatim odlazi do spremnika procCiS¢ene vode i u proces distribucije
(Alvarado i Chen, 2014).

MAKROMOLEKULARNI
ORGANSKI SPOJEVI
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Slika 2. Selektivnost membrane za reverznu osmozu (Mato$i¢ i Mijatovi¢, 2020.)

2.3.2. SKLADISTENJE | DISTRIBUCIJA

Po zavrSetku prociS¢avanja, tj. nakon finalnog poliranja kontinuiranom elektrodieonizacijom
voda se sakuplja u (horizontalni ili vertikalni) spremnik procis¢ene vode odredenog kapaciteta
te se dalje do mjesta potroSnje distribuira sustavima cijevi i pumpi. Spremnik mora biti
napravljen od nehrdajuceg Celika (oznake 304, 304L, 1316 ili 316L) €ije unutarnje povrsine,
kao i kod ostalog dijela postrojenja za skladiStenje i distribuciju, moraju biti elektropolirane
kako ne bi doslo do nakupljanja mikroorganizama i Cije cijevi bez stalnog protoka (engl.
.deadlegs®) moraju biti Sto krace i u Sto manjem broju iz istog razloga (European
Pharmacopoeia 11.4 04/2024:0008). Kako bi se procis¢ena voda mogla dobro i pravilno
skladistiti, spremnici moraju biti opremljeni indikatorima razine, drenaznim ventilom, 0,01 ym
zracnim filterom, diskovima za regulaciju podtlaka i nadtlaka prilikom punjenja i praznjenja te
vapnenim peletima koji sprieCavaju ulazak atmosferskog ugljikovog dioksida. Svi ventili koji
se koriste trebaju biti nepovratni (Habek, 2021).

Temperatura procCiséene vode prilikom skladistenja i distribucije smije varirati izmedu 15 i 25

°C te ju je potrebno regulirati pomoc¢u izmjenjivaca topline zbog toga $to se vec¢ njenim
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neznatnim povecanjem mogu ubrzati biokemijske reakcije koje pogoduju razmnozavanju
patogenih mikroorganizama. Kroz petlju konstantno mora cirkulirati voda minimalnom brzinom
1-3 m/s pomocu pumpi kako bi postrojenje konstantno bilo u kontaktu s vodom te da se ona
ne zadrzava dugo na jednom mjestu. Da bi se osigurala mikrobioloSka €isto¢a i ispravnost
prociSéene vode, provodi se redovna sanitacija pomocu Ciste pare, ozonom, kemikalijama ili
vruéom vodom. Jedna od boljih opcija je ozon zbog velikog broja prednosti kao Sto su
dezinfekcija vode, inaktivacija virusa, razgraduje i oksidira organske tvari (tj. dodatno snizava
razinu TOC), jednostavan je za uklanjanje biofilma, dokazivanje i validaciju, automatsko
doziranje te ga je vrlo jednostavno ukloniti UV lampama. Spremnici u kojima se skladisti
prociSéena voda moraju biti danonoéno pod ozonom &ije koncentracije moraju biti od 0,2 do
0,4 mg/L, no u proizvodniji lijekova maksimalna dopustena koncentracija ozona je 2 ug/L te se
stoga on pri izlasku iz spremnika mora dezintegrirati pomoc¢u UV lampi. Ponovno koristenje
UV lampi, primarno za uklanjanje ozona, dodatno uniStava mikroorganizme ukoliko je doslo
do njihovog rasta (Shah i sur., 2021).

Da bi dosla do mjesta potrodnje, voda prolazi kroz sustave cijevi i pumpi. NajéeS¢e koristene
su cirkulacijske pumpe koje osiguravaju turbulentno strujanje vode te odrzavanje stalnog tlaka
cijelog postrojenja. Kao sto je vec¢ opisano, prociséena voda prilikom distribucije prolazi kroz

UV-C lampe kako bi se uklonio ozon posto mu se koncentracija mora smanjiti.

2.3.3. KONTROLA PARAMETARA NA MJESTU POTROSNJE

U farmaceutskom se postrojenju svakodnevno uzorkuje voda s razli€itih mjesta potrosnje te
se provjeravaju razni parametri ovisno 0 napojnoj vodi koja se koristi za proizvodnju
pro¢iS¢éene vode. Testovi kojima se kontroliraju ovi parametri opisani su u Europskoj
farmakopeiji te su farmaceutske kompanije njih moraju pridrzavati. Ukoliko se neki od testova
ne nalazi u europskoj verziji, moze se posegnuti za americkom ili japanskom, no to nije Cest
slucaj.

Od kontrola se provjerava rast mikroorganizama na posebnom R2A agaru i pri pH od 7,2 +
0,2 prema monografiji iz European Pharmacopoeia 11.4 (bakterije Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis, Burkholderia cepacia i koliformne bakterije ne smiju biti prisutne te ukupni
aerobni mikroorganizmi koji mogu imati 100 CFU/mL), zatim se provjerava izgled i bezbojnost,
ukupan organski ugljik), vodljivost (prati se odnos s temperaturom), elementarna oneciscenja
i nitrati. Vrijednosti svih ovih parametara navedene su u tablica 5. i tablica 5.- nastavak.
Postoje kvantitativni i kvalitativni parametri koji se razlikuju medusobno prema njihovom
pra¢enju. Za kvalitativnhe parametre, Sto su izgled i nitrati, krajnji ishod testova je odgovor na

pitanje odgovaraju li ili ne odgovaraju postavljenim pravilima (npr. obojenje kod nitrata). S
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druge strane, za kvantitativne parametre definirane su tri granice pra¢enja. To su nivo
upozorenja, nivo akcije i OOS (engl. ,out of specification®). Ukoliko se neka od ovih granica
prijede, sve farmaceutske kompanije imaju propisane korake prema kojima moraju provesti
istraZivanje da bi se doSlo do spoznaje kaji je razlog iza problema te nastojati rijesiti isti 3to je

prije moguce (European Pharmacopoeia 11.4, broj monografije 04/24:0008).

Zbog iznimno velike vaznosti fizikalno-kemijske i mikrobioloSke ispravnosti proCiS¢ene vode
za primjenu u proizvodniji razli€itih vrsta farmaceutika mora se konstantno provoditi provjera
njene kvalitete. Radi sigurnosti samih krajnjih potro§a¢a mora se osigurati ispravnost vode na
najvisem nivou.
Stoga je cilj ovog rada dobiti odgovor na sljedeéa pitanja:
1. Je li kvaliteta proCiséene vode dovoljno dobra za njeno Kkoristenje u proizvodniji
farmaceutika?
Koristi li se dobar sustav za prociS¢avanije i distribuciju same procis¢ene vode?
3. Kako su medusobno povezani parametri (TOC, CFU i vodljivost) koji su se mijerili

tijekom istrazivanja?

3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Aparaturai pribor
e Mettler Toledo* konduktometar

e TOC analizator Phoenix 8000 (Tekmar Dorman) s autosamplerom
¢ Vijale za TOC analizu

o Stalak za vijale

e Epruvete

o Automatska propipeta

3.1.2. Kemikalije
¢ Otopina saharoze koja sadrzi 0,3 mg/L C

e Otopina saharoze koja sadrzi 0,5 mg/L C

e ProéiSéena voda
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3.2. METODE

Za izradu eksperimentalnog dijela ovog zavr$nog rada, odredivali su se fizikalno-kemijski
parametri proCid¢ene vode u farmaceutskoj tvrtki Republike Hrvatske. To su ukupni organski
ugljik i vodljivost tijekom jednog mjeseca. Uz te podatke, za izradu ovog rada koristeni su i
povijesni podaci koji su zabiljezeni tijekom 12 mjeseci. Uz podatke za fizikalno-kemijske
parametre koji su prikupljani tijekom jedne godine, u ovom radu su koristeni i rezultati
mikrobioloskih analiza koji su bili su dobiveni od mikrobioloSkog laboratorija iz poduzeca u
kojem je izraden ovaj rad te su koriSteni za provodenje statistiCke obrade podataka. Uzorci u
kojima su se mijerili navedeni parametri bili su uzorkovani s 25 razli€itih mjesta unutar

postrojenja.

3.2.1. UREDAJ ZA PROCISCAVANJE VODE

FILTER ZA UKLANJANIE SPREMNIK SIROVE
GRUBIH DISPERZIJA g VODE

/’;ONCT\TRAT

NAPOINA VODA ———»|

Y

DEKLORIRANJE

KONCENTRAT

OTPLINJAVANIE
UGLIJIKOVOG REVERZNA OSMOZA TONSKA IZMJENA UV LAMPA
DIOKSIDA

Y

ELEKTRODEIONIZACIA > SPREMNIE(':&?CISCENE L »  DISTRIBUCDA

Slika 3. Blok shema procesa proci§¢avanja vode unutar postrojenja (vlastiti izvor)

Kao $to je prikazano na blok shemi (slika 3) uredaj za prociS¢avanje vode dizajniran je tako
da napojna voda (dobivena od javnog isporucitelja vode za ljudsku potroSnju) prolazi kroz filter
za uklanjanje grubih disperzija te se zatim pohranjuje u spremnik sirove vode. Iz spremnika,
voda putuje kroz sustav za dekloriranje tako da se ukloni rezidualni klor dodan u procesu
dezinfekcije kod pripreme vode za ljudsku potro$nju. Zatim deklarirana sirova voda prolazi
kroz cijev u kojoj se nalazi UV lampa da se inaktiviraju mikroorganizmi UV zracenjem. Jednom
kada je voda prosla ove korake obrade, dovodi se do ionskog izmjenjivaca gdje se omekSava,
tj. zamjenjuju se kalcijevi i magnezijevi kationi s natrijevim. Svi ovi koraci su u predobradi
iznimno vazni kako bi osigurali Sto bolju kvalitetu vode za procese reverzne osmoze i

elektrodeionizacije koji su najbitniji koraci u proizvodnji procis¢ene vode te su izrazito osjetljivi
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na njen sastav. Permeat reverzne osmoze odlazi na otplinja¢ slobodnog ugljikovog dioksida
jer on uzrokuje oSteCenje uredaja za elektrodeionizaciju. Permeat koji izlazi iz jedinice za
elektrodeionizaciju smatra se pro€iS¢enom vodom koja se odvodi u spremnik gdje se podlijeze
ozonu radi o€uvanja njene mikrobioloSke kvalitete te se dalje distribuira do mjesta potrosnje
i/ili uzorkovanja. Ta mjesta uzorkovanja su svi laboratoriji (odnosno laboratorijski sudoperi u
kojima je instaliran dovod prociS¢ene vode), mjesta u proizvodnim pogonima (mjesta
slobodnog koriStenja i doziranja kao $to su vagaonica materijala, praonica opreme, strojevi
poput granulatora i miksera jer se u njima voda automatski dozira) i strojevi na kojima se

nalaze posebni ventili namijenjeni uzorkovanju vode.

3.2.2. ODREDIVANJE UKUPNOG ORGANSKOG UGLJIKA

Ukupni organski ugljik odredivao se pomoc¢u TOC analizatora Phoenix 8000 (Tekmar Dorman)
koji je opremljen autosamplerom. Najprije se moraju pripremiti osnovne otopine saharoze €ije
koncentracije moraju biti 0,3 mg/L i 0,5 mg/L te je njihova stabilnost valjana u vremenskom
razdoblju od 3 dana. Otopina koncentracije 0,3 mg/L napravi se tako da se 3 mL osnhovne
otopine saharoze doda u odmjernu tikvicu od 200 mL te ostatak se dopuni vodom do oznake,
dok se otopina koncentracije 0,5 mg/L napravi tako da se 5 mL osnovne otopine saharoze
doda u odmjernu tikvicu od 200 mL te se ostatak dopuni vodom do oznake. Osnovna otopina
saharoze priprema se tako da 47,5 mg saharoze prenesemo u odmjernu tikvicu od 1000 mL,
otopi i dopuni vodom do oznake. Nakon pripremljenih standarada, pomoc¢u uredaja izmjerimo
odzive prociséene vode (nulta tocka) i otopina saharoze. Zatim o€itamo jednadzbu pravca i
vrijednost R? pomoc¢u ra¢unalnog programa te ukoliko je njena vrijednost veca ili jednaka
0,995 kalibraciju smatramo valjanom. Nadalje na ozna¢ena mjesta u autosampler-u stavljaju
se ostali uzorci €ije je vrijednosti potrebno izmijeriti te je mjerenje provedeno. Zbog visoke
osjetljivosti ove metode na bilo koju promjenu u sastavu vode ona se provodi prije ostalih

metoda kontrole.

3.2.3. ODREDBIVANJE VODLJIVOSTI

Vodljivost se mjerila pomocu Toledo konduktometra bez temperaturne kompenzacije, ali uz
istovremeno biljeZenje temperature. 1z boca u kojima su se nalazili uzorci, prenijeto je oko 200
mL svakog uzorka u razliCite laboratorijske ¢aSe. Potom se u te €aSe uronila elektroda
konduktometra (koja je prebrisana izmedu dva mjerenja) te je on sam mijerio vrijednosti
koncentracije nitrata i ispisao papiric s konacnim vrijednostima. lzmjereni podaci moraju

odgovarati zahtjevima iz Tablice 6. $to znaci da ako je dobivena vrijednost manja ili jednaka
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danoj, ispitivana proc€is¢ena voda odgovara zahtjevima.

Tablica 6. Zahtjevi za vodljivost na temelju istovremeno izmjerene temperature (European
Pharmacopoeia 11.4, broj monografije 04/2024:0008)

Temperatura (°C) Vodljivost (uS/cm)
0 24
10 6,6
20 4,3
25 5,1
30 54
40 6,5
50 7,1
60 8,1
70 9,1
75 9,7
80 9,7
90 9,7
100 10,2

Ukoliko izmjerena temperatura nije navedena, izraCuna se najve¢a dozvoljena vodljivost

pomocu interpolacije izmedu njene nize i viSe vrijednosti temperature iz tablice.

3.2.4. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Obrada dobivenih rezultata provodila se statisticki pomoéu programa Microsoft Excel.
Odredena je srednja vrijednost, gornji i donji kvartili te medijan kako bi se mogli konstruirati
dijagrami pravokutnika (engl. ,box and whiskers) za olakS§anu usporedbu podataka te
donoSenja zakljuCaka o provedenom postupku prociS¢avanja. Koeficijent koji se najceSc¢e
koristi u izradi ovakvih tablica jest Pearsonov koeficijent korelacije €ije vrijednosti variraju od -
1 (jaka negativna veza) i 1 (jaka pozitivha veza), dok vrijednost 0 znaci da korelacije uopce
nema. Pozitivha korelacija znagi da parametri imaju tendenciju zajedni¢kog mijenjanja (ukoliko
jedan raste, to takoder radi i drugi), a negativna korelacija oznaava suprotno mijenjanje
parametara (ukoliko jedan raste, drugi pada). Korelacijska tablica zapravo predstavlja matricu

koja prikazuje korelaciju, tj. linearnu vezu, izmedu razliitih varijabli. Na glavnoj se dijagonali
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prikazuje vrijednost 1 jer je korelacija varijable sama sa sobom uvijek 1. Ukoliko Zelimo dublje
istraziti povezanost mjerenih parametara najprije se mora izraCunati njihov koeficijent
korelacije i nacrtati dijagram rasprSenosti koji pomaze vizualnoj procjeni povezanosti
odabranih parametara. Isto tako je napravljena i korelacija izmedu mjerenih parametara s
mjesecom i mjestom uzorkovanja. Svakoj su lokaciji dodijeljeni brojevi od jedan do dvanaest
koji predstavljaju mjesece u godini te su svakom mjesecu dodijeljene izmjerene vrijednosti
parametara. Korelacija je napravljena na nacin da se izraCuna medijan svakog parametra za
odredenu lokaciju te se racuna razlika vrijednosti izmjerenih parametara od medijana. Zatim
se raCunaju kvadrati i umnoSci tih razlika koji se na kraju medusobno zbroje. Nakon toga se
koristi i formula za koeficijent korelacije. Cijeli ovaj postupak provodi sam program Microsoft
Excel. Da bismo nasli lokacije kod kojih se javljaju malo ekstremnije vrijednosti, tj. koje se
mogu smatrati problemati¢nijima, potrebno je odrediti raspon izmedu gornjeg i donjeg kvartila

(tzv. interkvartilni raspon) te uoCiti koje vrijednosti znatnije odstupaju i u kojim lokacijama.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Tablica 7. Prikaz maksimalne, srednje i minimalne vrijednosti te standardne devijacije za
vodljivost, CFU i TOC za uzorke s 25 razli€itih mjesta uzorkovanja unutar postrojenja za

proizvodnju farmaceutika

MJESTO UZORKOVANJA Vodljivost CFU (po mL TOC (mg/L)
(uS/cm) pri 35 °C)

Maksimalna vrijednost 0,87 0 0,03
1 Srednja vrijednost 0,612 0 0,01

Minimalna vrijednost 0,47 0 0
Standardna devijacija 0,124 0 0,009
Maksimalna vrijednost 0,78 0 0,03
Srednja vrijednost 0,686 0 0,013
2 Minimalna vrijednost 2 0 0,52
Standardna devijacija 0,077 0 0,012
Maksimalna vrijednost 0,95 1 0,04
Srednja vrijednost 0,643 0,09 0,015

3 Minimalna vrijednost 0,51 0 0
Standardna devijacija 0,116 0,30 0,012
Maksimalna vrijednost 0,86 0 0,04
Srednja vrijednost 0,678 0 0,017

4 Minimalna vrijednost 0,48 0 0
Standardna devijacija 0,146 0 0,013

Maksimalna vrijednost 0,75 0 0,2

Srednja vrijednost 0,625 0 0,03

> Minimalna vrijednost 0,46 0 0
Standardna devijacija 0,116 0 0,054
Maksimalna vrijednost 0,85 0 0,04
Srednja vrijednost 0,624 0 0,013

® Minimalna vrijednost 0,48 0 0
Standardna devijacija 0,122 0 0,012
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Tablica 7. Prikaz maksimalne, srednje i minimalne vrijednosti te standardne devijacije za

vodljivost, CFU i TOC za uzorke s 25 razli¢itih mjesta uzorkovanja -nastavak

MJESTO UZORKOVANJA Vodljivost CFU (pomL pri | TOC (mg/L)
(uS/cm) 35°C)
Maksimalna vrijednost 0,85 0 0,05
Srednja vrijednost 0,647 0 0,015
! Minimalna vrijednost 0,48 0 0
Standardna devijacija 0,091 0 0,016
Maksimalna vrijednost 0,9 0 0,06
Srednja vrijednost 0,685 0 0,014
8 Minimalna vrijednost 0,51 0 0
Standardna devijacija 0,124 0 0,017
Maksimalna vrijednost 0,9 41 0,03
9 Srednja vrijednost 0,664 0,02 0,012
Minimalna vrijednost 0,47 0 0
Standardna devijacija 0,107 11,25 0,012
Maksimalna vrijednost 0,98 3 0,03
10 Srednja vrijednost 0,733 0,01 0,013
Minimalna vrijednost 0,49 0 0
Standardna devijacija 0,138 0,87 0,01
Maksimalna vrijednost 0,94 6 0,1
1 Srednja vrijednost 0,659 0,01 0,011
Minimalna vrijednost 0,53 0 0
Standardna devijacija 0,128 1,73 0,026
Maksimalna vrijednost 0,94 0 0,04
19 Srednja vrijednost 0,672 0 0,013
Minimalna vrijednost 0,48 0 0
Standardna devijacija 0,143 0 0,012
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Tablica 7. Prikaz maksimalne, srednje i minimalne vrijednosti te standardne devijacije za

vodljivost, CFU i TOC za uzorke s 25 razli¢itih mjesta uzorkovanja - nastavak

MJESTO UZORKOVANJA Vodljivost CFU (pomL pri | TOC (mg/L)
(uS/cm) 35°C)
Maksimalna vrijednost 0,72 1 0,05
Srednja vrijednost 0,599 0,02 0,013
13 Minimalna vrijednost 0,47 0 0
Standardna devijacija 0,111 3,05 0,013
Maksimalna vrijednost 0,89 1 0,04
Srednja vrijednost 0,675 0,02 0,013
b Minimalna vrijednost 0,53 0 0
Standardna devijacija 0,102 0,39 0,014
Maksimalna vrijednost 0,85 4 0,04
15 Srednja vrijednost 0,65 0,02 0,017
Minimalna vrijednost 0,44 0 0
Standardna devijacija 0,126 1,21 0,013
Maksimalna vrijednost 0,82 1 0,04
16 Srednja vrijednost 0,657 0,01 0,02
Minimalna vrijednost 0,53 0 0
Standardna devijacija 0,087 0,29 0,015
Maksimalna vrijednost 0,92 2 0,04
17 Srednja vrijednost 0,685 0,02 0,02
Minimalna vrijednost 0,58 0 0
Standardna devijacija 0,102 0,60 0,016
Maksimalna vrijednost 0,90 5 0,04
18 Srednja vrijednost 0,654 0,02 0,013
Minimalna vrijednost 0,46 0 0
Standardna devijacija 0,136 1,73 0,014
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Tablica 7. Prikaz maksimalne, srednje i minimalne vrijednosti te standardne devijacije za

vodljivost, CFU i TOC za uzorke s 25 razli¢itih mjesta uzorkovanja - nastavak

MJESTO UZORKOVANJA Vodljivost CFU (pomL pri| TOC (mgl/L)
(uS/cm) 35°C)
Maksimalna vrijednost 0,92 13 0,05
Srednja vrijednost 0,623 0,02 0,018
19 Minimalna vrijednost 0,47 0 0
Standardna devijacija 0,133 3,82 0,016
Maksimalna vrijednost 0,88 0 0,03
Srednja vrijednost 0,646 0,01 0,018
20 Minimalna vrijednost 0,4 0 0
Standardna devijacija 0,143 0 0,012
Maksimalna vrijednost 0,89 6 0,05
01 Srednja vrijednost 0,665 0,02 0,015
Minimalna vrijednost 0,55 0 0
Standardna devijacija 0,094 1,80 0,015
Maksimalna vrijednost 0,73 0 0,05
9o Srednja vrijednost 0,553 0,02 0,012
Minimalna vrijednost 0,39 0 0
Standardna devijacija 0,103 0 0,014
Maksimalna vrijednost 0,78 18 0,04
03 Srednja vrijednost 0,622 0,02 0,015
Minimalna vrijednost 0,5 0 0
Standardna devijacija 0,088 6,83 0,012
Maksimalna vrijednost 0,83 1 0,04
o4 Srednja vrijednost 0,654 0,02 0,017
Minimalna vrijednost 0,5 0 0
Standardna devijacija 0,085 0,29 0,012
Maksimalna vrijednost 0,90 3 0,04
o5 Srednja vrijednost 0,674 0,01 0,014
Minimalna vrijednost 0,51 0 0
Standardna devijacija 0,124 0,87 0,012

25



Tablica 8. Prikaz rezultata korelacije za sva tri analizirana parametra (vodljivost, CFU i TOC)

s mjesecom i mjestom uzorkovanja

VODLJIVOST |CFU (po mL| TOC
*
MJESTO* | MJESEC (uSiem) 380 | (mal)
MJESTO* 1,0000 -0,0089 -0,0544 0,1464 | -0,0037
MJESEC -0,0089 1,0000 0,0951 0,0786 0,1912
-0,0544
VODLJIVOST 0,0951 1,0000 -0,0165 0,0674
(uS/cm)

CFU (p?cr;"' Pri35 | 41464 0.0786 -0,0165 1,0000 0,0211
TOC (mglL) -0,0037 0,1912 0,0674 0,0211 1,0000

*mjesto se referira na mjesto uzorkovanja

Tablica 7 daje uvid u izmjerenu maksimalnu, srednju i minimalnu vrijednost mjerenih
parametara za svih 12 mjeseci na pojedinoj lokaciji. |z tablice se moze vidjeti kako je velika
vecina mjerenih parametara bila unutar granica koje su propisane uz par iznimki kao $to su
mjesto 5 (razina TOC bila je 0,2 mg/L), mjesto 9 (41 CFU/mL) te mjesto 2 (2 uyS/cm).

Iz podataka iz tablice 8 zapravo je vidljivo kako mjesto uzorkovanja ima vrlo slabu korelaciju
s vodljivosti i vrijednosti TOC, no malo jacu korelaciju s vrijednosti CFU. S obzirom da se
uzorci uzimaju na mjestima razli€ite Cistoce te ih uzorkuju razli€iti ljudi koji svojom nepaznjom
mogu kontaminirati uzorak. Nadalje, povezanost izmedu vrijednosti TOC-a i CFU-a takoder
se kre¢e blizu nule (0,0211) pokazuju¢i kako su ova dva parametra slabo povezana, sto
teoretski ne bi trebalo biti kod vecine vrsta mikroorganizama. Poznato je kako bakterije i drugi
mikroorganizmi kao izvor nutrijenata koriste organski ugljik u razli¢itim oblicima. Ukoliko se u
vodi smaniji koncentracija ukupnog organskog ugljika, mikroorganizmi imaju manje nutrijenata
prisutnih pa bi i njihova koncentracija trebala biti manja (CFU). Razlozi relativno male
vrijednosti mogu biti greSke i varijacije tijekom mjerenja, razli€iti okoliSni ¢imbenici, vrste
mikroorganizama koje su prisutne (jer neke ne koriste ukupni organski ugljik kao izvor
energije), razlike u nacinu uzorkovanja, prisutnost razliCitih inhibitora rasta stanica
mikroorganizama te nesimultano uzimanje uzorka i provodenje mjerenja (Baird i Bloomfield,
2017). Neki mjeseci pokazuju znatniju korelaciju, ali se interpretiraju kao izuzeci. Nadalje,
niska vrijednost korelacije moze biti posljedica precizne kontrole kvalitete procesa (varijacije
u TOC-u i CFU-u obi¢no su minimalne te bas zbog toga i neovisne jedna o drugoj), koristenja
razli¢itih metoda za smanjenje ovih dviju vrijednosti (tj. za prociS¢avanje €ija je kvaliteta vrlo
visoka) te postojanja razli¢itih izvora kontaminacija (mogu se izvori organskog zagadenja
razlikovati od mikrobioloSke kontaminacije jer poveéana vrijednost TOC-a moze biti rezultat

prisutnosti tragova organskih kemikalija i promjene oksidacijskog profila) (Kott i sur, 2003).
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Jednu od vecih uloga u industriji imaju dizajn i kontrola pogona za obradu vode jer itekako
utie€u na kontaminaciju mikroorganizmima. Nedovoljno dobrom izvedbom gradnje
postrojenja, po opremi moze doc¢i do nakupljanja biofilma, stvaranja rezidua dezinfekcijskih
sredstava i pojave temperaturnih varijacija koje utje€u i na povecanje ukupnog organskog
ugljika i na rast mikroorganizama. (Baird i Bloomfield, 2017). Zbog uoCene, ali ne potpuno
linearne, povezanosti izmedu vrijednosti TOC-a i CFU-a kroz raspravu Ce se iznijeti argumenti
zasto bi to bilo tako.

Takoder su se ustanovile korelacije izmedu specifiCcnih mjesta i mjeseca uzorkovanja s
dobivenim vrijednostima TOC-a i CFU-a koji bi mogli ukazivati na utjecaj mjesnih i vr.emenskih
uvjeta pri uzorkovanju. Lokacije s pozitivnom povezano$¢u su 11, 14, 16, 17, 23 i 25 te s
negativnom 3 i 19. Sto se ti€e mjeseci u godini, Setvrti i deseti mjesec imaju pozitivhu
povezanost s vrijednostima dok tre¢i mjesec negativnhu. Postojanje odredenih pozitivnih ili
negativnih korelacija s mjestom i mjesecom uzorkovanja upucuje na utjecaj okolnih ¢imbenika
na mjerene parametre. Nakon Sto se uklone vrijednosti koje znatnije iskacu od ostalih (engl.
»outliers®), koeficijent korelacije izmedu TOC-a i CFU-a je 0,039 Sto i dalje predstavlja relativno
slabu povezanost. Bas zbog pojave ekstremnijih vrijednosti te zbog osiguravanja potrebne
kvalitete proCiS¢ene vode neophodno je uvodi stroZze mjere pracenja i odrZzavanja samog
procesa proizvodnje. To bi zna€ilo da se oprema i sve §to dolazi u kontakt s vodom mora
redovito sanitizirati i prolaziti kroz tretman ultraljubiCastim zrakama. Nadalje, moguce je
osmisljavanja novih modela procesa koji Ce koristiti razne vrste biocida za kontrolu rasta
mikroorganizama $to bi i razine ukupnog organskog ugljika odrzavalo u propisanim

granicama.
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Slika 4. Dijagram rasprdenosti s vrijednostima TOC-a i CFU-a

Iz dijagrama rasprsenosti je vidljivo kako su to¢ke ve¢inom grupirane u donjem dijelu x-osi i y-
osi, odnosno blizu samog pocetka koordinatnog sustava $to nam sugerira da nema snazne
korelacije izmedu vrijednosti CFU-a i TOC-a. Grupirane toCke prikazuju vrijednosti vrlo sli¢nih
karakteristika, tj. niske varijabilnosti, $to bi se dalo protumaciti kako se tijekom jedne godine
rezultati mjerenja nisu znatno mijenjali te su bili unutar propisanih granica monografija u
Europskoj farmakopeji (broj monografije 04/2024:0008) i internim zahtjevima. Primjecuju se i
dva outliera, tj. toCke koje se razlikuju od ostalih, u gornjem lijevom i donjem desnom kutu
(vrijednost CFU je 41/mL pri 35 °C te vrijednost TOC 0,2 mg/L). Te to¢ke mogu utjecati na
percepciju trenda, ali nema neke jasne naznake koja ukazuju li na rastudi ili padajuéi smjer.

Nakon 5to se uklone ekstremne vrijednosti i kod podataka vezanih za TOC i CFU, njihov
koeficijent korelacije je i dalje vrlo nizak, dosezuci vrijednost od 0,039. Kada bi se odredivala
neka dublja povezanost ova dva parametra, u obzir bi se uzeli podaci s odredenih lokacija u
odredeno vrijeme te se stvarali nelinearni modeli ili analize s puno viSe varijabli koje bi mogle

utjecati na njihovo pona$anje.

28



vodljivost (uS/cm)

TOC (mg/L)

o=

09

Tl

04

x Wﬁ

A 1 ] L] - ] 1 ® 9 a0 A\ AL AD Al aB AR

e
)

ly

LB CEE U

Slika 5. Prikaz medijana, minimuma, maksimuma, gornjeg i donjeg kvartila vodljivosti za

svih 25 lokacija od kuda su uzimani uzorci tijekom 12 mjeseci
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Slika 6. Prikaz medijana, minimuma, maksimuma, gornjeg i donjeg kvartila za ukupan

organski ugljik za svih 25 lokacija od kuda su uzimani uzorci tijekom 12 mjeseci
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Slika 7. Prikaz medijana, minimuma, maksimuma, gornjeg i donjeg kvartila za broj
mikroorganizama prikazan pomocéu vrijednosti CFU za svih 25 lokacija od kuda su uzimani

uzorci tijekom 12 mjeseci

Lokacije koje se smatraju najproblemati¢nijima, tj. one lokacije Cije vrijednosti parametara
Znatnije odstupaju su mjesto 3, 10 i 11 (za sva tri parametra) te mjesta 15, 16, 17, 18, 19, 21,
23124 (za CFU i TOC). Da bi krajnji podaci bili konkretniji, trebalo bi se provesti i do nekoliko
dodatnih testova kao Sto su povecani nadzor onih lokacija koje se smatraju problemati¢nima
(tj. potrebno je razumijeti sve faktore koji na specifi¢noj lokaciji mogu uvjetovati sastavu uzorka
koji ide na ispitivanje), dokuditi Sto utje€e na vrijednosti koje znatnije odstupaju od ostalih, u
obzir kod mjerenja uzeti i neke druge varijable (kao §to su temperatura, pH ili neke druge
hranjive tvari) te isto tako se mogu osmisljavati brojni novi modeli koji ¢e uspjeti razjasniti
kompleksnije povezanosti koje nisu vidljive iz linearnih korelacija.

Iz dijagrama sa slike 6 moze se vidjeti relativno konzistentne vrijednosti TOC-a u vedini
lokacija gdje samo njih par odstupa s ekstremnijim vrijednostima. To su lokacije 5, 8, 121 13
Cije vrijednosti dostizu 0,2, 0,06, 0,04 i 0,05 mg/L. 1z slike 7 moze se protumaciti kako postoji
velika varijabilnost u vrijednostima CFU-a za svih 25 lokacija zbog velikog broja outliers-a. To
je pogotovo izrazeno u lokacijama 9, 19 i 23 gdje maksimalne vrijednosti doseZu i do 41, 14 i
18 CFU/mL. Ovo moze biti razlog nepaZljivog uzorkovanja ili kontaminacije uredaja unutar
postrojenja iako se ove vrijednosti i dalje nalaze unutar propisanih granica. Najvarijabilnije

mjesto je mjesto broj 23 jer je vidljiv velik raspon vrijednosti od minimalne do maksimalne.
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5. ZAKLJUCCI

1. Sustav za proizvodnju procid¢ene vode priprema vodu koja odgovara zahtjevima
definiranim u dokumentu European Pharmacopoeia 11.4 Sto se ti€e kemijske i
mikrobioloSke ispravnosti.

2. Sustav reverzne osmoze i elektrodeionizacije kao glavni korak za procis¢avanje vode
zajedno s doziranjem ozona u procesu skladistenja pokazao se kao dobro rjeSenje za
proizvodnju i odrzavanje dobre kvalitete procis¢ene vode.

3. Sustav za skladistenje i distribuciju vode omogucuje da kvaliteta proc¢iséene vode
nakon proizvodnje ostane na dobroj razini dok ne dode do mjesta koristenja i/ili mjesta
uzorkovanja.

4. Postoji korelacija izmedu mjerenih parametara TOC i CFU (0,0211), izmedu vodljivosti
i TOC (0,0674), dok je korelacija izmedu vodljivost i CFU (-0,0165) gotovo neznatna.
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