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POVZETEK

Eksogeni vnos koencima Q10 (Q10), ki je nujen za delovanje celic in je edini endogeni
lipofilni antioksidant, je pomemben zaradi zmanjSevanja hitrosti njegove biosinteze s
starostjo. Rezultati novejSih Studij kazejo, da je zaradi vecje absorpcije boljsa izbira
reducirana oblika (rQ10), ki sicer velja za manj stabilno obliko Q10. Ceprav si obliki nista
enakovredni, v trenutnih predpisih preverjanja kakovosti najdemo samo Kriterije o vsebnosti
skupnega Q10 v izdelkih.

Preskusili smo 3 ze razvite metode za merjenje vsebnosti Q10: metodo za so¢asno merjenje
vsebnosti rQ10 in oksidirane oblike Q10 (0Q10) ter metodi za merjenje skupnega Q10, ki
vkljucujeta oksidacijo oz. redukcijo Q10 v vzorcu. Izbrali smo 10 izdelkov v obliki mehkih
in trdih kapsul (zdravilo in prehranska dopolnila) z navedeno 0Q10 oz. rQ10. Nekateri so
vsebovali tudi askorbinsko kislino (AK). Metodi priprave vzorcev z oksidacijo oz. redukcijo
vzorca smo dodatno optimizirali. Vpeljane spremembe niso vplivale na ustreznost
kromatografske analizne metode, saj smo dokazali ustrezno selektivnost, linearnost, to¢nost
in natan¢nost pri merjenju vsebnosti Q10. S tremi uporabljenimi metodami smo dobili
primerljive rezultate vsebnosti skupnega Q10, kar smo tudi potrdili s statisticnim testom.
Kvantitativno smo vrednotili vsebnost in stabilnost posameznih oblik in skupnega Q10 v
izdelkih. Ugotovitve smo dodatno preverili z izvedbo pospesSene stabilnostne Studije pri
temperaturi 40 °C in relativni vlaznosti 75 %, Ki je trajala 3 mesece. lzdelka z navedeno
rQ10 sta ustrezala zahtevam Ameriske farmakopeje (90,0 — 115,0 % navedene vsebnosti) v
vsebnosti navedene oblike in skupnega Q10 tudi po koncu pospeSene stabilnostne Studije.
Pri izdelkih z navedeno 0Q10 je bila vsebnost 0Q10 pred izvedbo $tudije znotraj mej pri 2
izdelkih od 8, ¢e smo upostevali skupni Q10 pa pri 4 izdelkih. V vecini izdelkov v obliki
mehkih kapsul je bilo neskladje vsebnosti 0Q10 vecje pri izdelkih z AK, kar so potrdili tudi
rezultati merjenja vsebnosti Q10 v razli¢nih serijah zdravila z razli¢no dolgim ¢asom od
izdelave, ki so bili shranjeni pri sobnih pogojih. V izdelkih v obliki trdih kapsul AK ni
vplivala na pretvorbo 0Q10. Vsebnost skupnega Q10 ni bila ustrezna pri 4 izdelkih od 10,
od tega je en izdelek imel vsebnost presezeno, pri treh pa je bila nizja od 90 %. Ker se je
vsebnost skupnega Q10 izrazito manj znizala kot razmerje med posameznima oblikama Q10,
sklepamo, da se obliki med shranjevanjem pretvarjata ena v drugo. S stalis¢a kakovosti je
prisotnost obeh oblik Q10 neprimerna, ¢e to ni navedeno, vendar so taksni izdelki zaradi
vecje bioloske uporabnosti rQ10 boljsi, kot ¢e bi vsebovali samo 0Q10.

Klju¢ne besede: koencim Q10, HPLC, vsebnost, stabilnost, askorbinska kislina
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ABSTRACT

Coenzyme Q10 (Q10) as the only endogenous lipophilic antioxidant is essential for proper
cell functions in our body. Q10 supplementation is important because the rate of its
biosynthesis decreases with age. New studies have shown that the reduced Q10 (rQ10) is
preferred due to its higher bioavailability, but is also the less stable form of Q10. In the
current quality control regulations there are only criteria for content determination of the
total Q10 in final products, even though both forms of Q10 are not equivalent.

Three previously developed methods for Q10 determination in products were tested: a
method for simultaneous determination of rQ10 and oxidised Q10 (0Q10), and two methods
including either complete oxidation or reduction of the Q10 in the sample for determination
of the total Q10. Ten products in form of soft or hard capsules were tested (medicine and
dietary supplements) with labelled 0Q10 or rQ10. Ascorbic acid (AA) was also present in
some products. Both methods with Q10 conversions were additionally optimised and the
adequacy of the instrumental method was proved in terms of selectivity, linearity, accuracy,
and precision. All three used methods provided comparable results of the total Q10 content
in the tested products, which was also confirmed by a statistical test.

The main objective of our thesis was to evaluate the content and stability of both Q10 forms
and the total Q10 in selected products. The findings were supported by a 3-month accelerated
stability study (40 °C and 75 % relative humidity). Both products with labelled rQ10 met the
United States Pharmacopoeia acceptance criteria (90.0 — 115.0 % labelled amount of Q10
content) for the rQ10 and the total Q10 content even until the end of the stability study. In
the 0Q10 labelled group 2 out of 8 products met requirements for the 0Q10 and 4 products
for the total Q10 content at the beginning of the study. Deviations from the labelled 0Q10
content were greater in soft capsules with AA. The same was also proved for the medicine
stored at room temperature by comparison the Q10 content of batches with various shelf
lives. In hard capsules the conversion of 0Q10 was not affected by AA. In 6 out of 10
products the total Q10 content met the specification limit; one product substantially
exceeded and three products were slightly under 90 %. Stability study showed that the total
Q10 is considerable more stable than both Q10 forms, which leads to a conclusion that the
main instability is the conversion between both forms. A product is not suitable in terms of
its quality if a Q10 form is present but not labelled. This especially counts for the rQ10 which
is the preferred form of Q10 due to its higher bioavailability.

Keywords: coenzyme Q10, HPLC, content, stability, ascorbic acid
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SEZNAM OKRAJSAV

ACN = acetonitril

AK = askorbinska kislina (vitamin C)

AUC = povrsina pod krivuljo (ang. Area Under Curve)

AVE = povpreéje (ang. average)

EtOH = etanol

HPLC = tekocinska kromatografija visoke loc¢ljivosti (ang. High Performance Liquid
Chromatography)

MeOH = metanol

MM = molekulska masa

MQ = ultra ¢ista voda (voda, pridobljena s sistemom Milli-Q®)

0Q10 = oksidirana oblika koencima Q10 = ubikinon

QC = kontrolni vzorec (ang. Quality Control)

Q10 = koencim Q10

rQ10 = reducirana oblika koencima Q10 = ubikinol

RSD = relativni standardni odklon (ang. Relative Standard Deviation)

SE = standardna napaka (ang. Standard Error)

USP = Ameriska farmakopeja (ang. United States Pharmacopeia)
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1 UvOD

Ubikinon je dobil svoje ime zaradi prisotnosti v Stevilnih organizmih (lat. ubiquitous pomeni
povsod prisoten) in svoje strukture. Imenujemo ga tudi koencim Q, saj ima v telesu vlogo
koencima. Molekula je sestavljena iz benzokinonskega obroca, ki ji omogoca oksidacijo in
redukcijo, in lipofilnega dela, ki je zgrajen iz ve¢ izoprenoidnih enot (1, 2). Njihovo $tevilo
je odvisno od vrste organizma, Ki sintetizira koencim Q, in je lahko od 6 do 10 (3). Pri ljudeh
je ta del molekule sestavljen iz 10 enot, zato ga imenujemo koencim Q10 oz. ubidekarenon
(1). Zaradi dolgega nepolarnega repa ima koencim Q10 (v nadaljevanju Q10) lipofilne
lastnosti. Q10 lahko obstaja v popolnoma oksidirani (v nadaljevanju ubikinon, 0Q10), delno
oksidirani (semikinon) ali popolnoma reducirani obliki (v nadaljevanju ubikinol, rQ10) (4).
Pretvarjanje med razli¢nimi oblikami Q10 je predstavljeno na Sliki 1. Ze hitro po njegovem
odkritju so ugotovili, da ima pomembno vlogo pri delovanju organizma, zato so mu rekli
tudi vitamin Q (5). Vendar Q10 ne spada med vitamine, saj ga telo proizvaja samo (6).
Taks$no poimenovanje bi bilo smiselno le pri starejSih ljudeh, saj se z leti njegova biosinteza

upocasni (7).

ubikinon semikinon ubikinol
O (0] OH
_0 = H e P H pplo) Pz H
1Q: W 4, = 10
~o ~o ~o
o OH OH
o.
O Pz H
e 10
OH

Slika 1: Pretvarjanje Q10 med razli¢nimi redoks oblikami (Prirejeno po viru 4)

1.1 Biosinteza in razporeditev Q10 v telesu

Kaskado reakcij biosinteze Q10 lahko razdelimo na 3 stopnje (1). Sinteza benzokinonskega
obroca iz tirozina ali fenilalanina in sinteza stranske verige iz acetil-koencima A potekata
lo¢eno v citosolu. Nato v zadnji stopnji pride do zdruzenja v Q10 v mitohondriju (3, 8).
Sinteza stranske verige poteka po mevalonatni poti, ki je del sinteze Stevilnih drugih lipidov
v telesu. Pomemben del te poti je encim hidroksimetilglutaril-koencim A reduktaza
(HMG-CoA reduktaza), ki je glaven encim v regulaciji biosinteze holesterola (9). Danes za

zdravljenje hiperholesterolemije pogosto uporabljamo statine (zdravilne uc¢inkovine, ki so
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zaviralci HMG-CoA reduktaze). Dolgoro¢no jemanje zaviralcev mevalonatne poti lahko
zmanjSa endogeno sintezo Q10 (1). Tudi nekatere druge zdravilne ucinkovine iz skupin
tricikliénih antidepresivov, antipsihotikov, peroralnih antidiabetikov in antagonistov
[ adrenergi¢nih receptorjev zavirajo encime biosinteze Q10 (8). Regulatornih mehanizmov
biosinteze Q10 $e ne poznamo v celoti (9). Eksogeni vnos Q10 ne zmanjsa biosinteze Q10,
saj naj bi bila ta odvisna predvsem od potreb celic oz. tkiva po energiji in od produktov,
nastalih zaradi oksidativnega stresa (5, 10).

V telesu odraslega ¢loveka je priblizno 2 g Q10, ki se nahaja vezan na lipidni dvosloj
membran (vecina ga je na notranji mitohondrijski membrani), vezan na proteine ali v obliki
micelarnih agregatov (4). Njegova vsebnost v telesu se povecuje do 20. leta starosti, nato
zacne padati. Najvecji upad je med 25. in 40. letom starosti. Po 80. letu lahko pade pod nivo,
ki smo ga imeli ob rojstvu (9, 11). Koncentracija Q10 v tkivih ob normalni prehrani (brez
dodatnega vnosa Q10) ni odvisna od njegovega vnosa s hrano, ampak od aktivnosti
biosinteze Q10 oz. Stevila mitohondrijev (9). Najvisje koncentracije Q10 so izmerili v
organih, ki so najbolj aktivni (srce, jetra, ledvice in trebusna slinavka) (8). Koncentracija
Q10 v mitohondrijih se z leti zmanjSuje zaradi upocasnjene biosinteze. Zelo veliko
zmanjSanje koncentracije Q10 pri starostnikih so opazili v srcu, trebusni slinavki in
mozganih (12).

Serumska koncentracija Q10 pri zdravih odraslih ljudeh je med 0,35 in 1,47 mg/l (13, 14).
Odvisna je od eksogenega vnosa Q10 in povezana s koncentracijo lipoproteinov, kar je
smiselno upostevati pri vrednotenju izmerjenih koncentracij Q10. Ce serumsko
koncentracijo Q10 uravnamo na serumsko koncentracijo holesterola, dobimo statisti¢no
znacilne razlike med spoloma. Serumske koncentracije Q10 so pri moskih visje v vseh
starostnih skupinah, kar kaZe na vecjo potrebo po Q10 pri moskih ali na vecjo dovzetnost za
oksidativni stres pri zenskah (3, 12).

Tkiva oz. organi se razlikujejo tudi v delezu 0Q10. Ubikinon prevladuje v moZganih in
pljucih, v ostalih organih je vecji deleZ ubikinola. Delez rQ10 je vecji od 75 % v plazmi,
trebusni slinavki, jetrih, ¢revesju, ledvicah in testisih (5). Delez 0Q10 je vecji pri najstarejsi
starostni skupini (starejsi od 61 let) (12). Mehanizma regeneracije ubikinola se ne poznamo

v celoti. Vemo le, da so za redukcijo Q10 potrebni encimi (reduktaze) (9).

1.2 Farmakokinetika Q10

Absorpcija Q10 temelji na emulzifikaciji in tvorbi micelov z izlocki trebusne slinavke in
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zol¢nika v tankem ¢revesju (15). Predvidevajo, da gre pri njegovi absorpciji za kombinacijo
pasivnih in aktivnih mehanizmov (16). Absorpcija je boljsa, ¢e ga zauzijemo skupaj s hrano
in v manjSih odmerkih (4, 16). DeleZ absorbiranega Q10 je manjsi, ¢e ga zauzijemo skupaj
z vecjo koli¢ino vitamina E, ki sta v izdelkih pogosto skupaj, ker naj bi prislo do njunega
tekmovanja med absorpcijo (10).

V enterocitih potece redukcija Q10, zato je vecina absorbiranega Q10 (95 %) v reducirani
obliki $e pred vstopom v limfni obtok (15). Tako se zdi, da redoks oblika Q10 v izdelku
nima vpliva na absorpcijo Q10 (4). Vendar je bioloS8ka uporabnost ubikinola ve¢ja od
bioloSke uporabnosti ubikinona tako pri nesolubiliziranih kot solubiliziranih oblikah (10,
17). Vecjo biolosko uporabnost rQ10 so potrdili tudi pri dnevnem odmerku 300 mg, Kjer je
ubikinol dosegel 3-krat vecje plazemske koncentracije kot 0Q10 v farmacevtskih oblikah
iste vrste (16). Ucinkovitost absorpcije ubikinona se z vefanjem enkratnega odmerka
manjsa, pri rQ10 pa je uéinkovitost absorpcije do 300 mg enkratnega odmerka neodvisna od
zauzite koli¢ine rQ10 (10). Novejse raziskave kazejo, da bi lahko bila redukcija v ubikinol
omejujo¢ dejavnik hitrosti absorpcije Q10, ¢e je koncentracija Q10 v micelih velika (15).
Q10 se veze na hilomikrone in gre v kri preko limfe (15). Bioloska uporabnost Q10 je majhna
(4). V krvni obtok ga pride 2 - 4 %, po nekaterih podatkih do 10 % (9, 18). V jetrih se veze
na lipoproteine. Najvecjo afiniteto ima do VLDL (lipoprotein zelo nizke gostote) in LDL
(lipoprotein nizke gostote) (9, 16). V normalnih razmerah ne vstopa v tkiva, saj ga celice
same sintetizirajo v zadostni koli¢ini (9). Celice za¢nejo privzemati Q10 iz krvi oz. celi¢ne
membrane, ko v njih pride do pomanjkanja Q10. Privzem je ve¢ji pri hujsih oblikah
pomanjkanja. Rezultati raziskav kazejo, da ima vneseni Q10 tudi posredni vpliv na
povecanje Svoje koncentracije v tkivih preko razlicnih poti signaliziranja (redoks
signaliziranje, kot primarni in sekundarni prenasalec) (9).

Vecina absorbiranega Q10 se shrani v lizosomih ali metabolizira in izlo¢i preko ledvic z
urinom ali preko jeter in zol¢a z blatom (9). Farmakokineticne raziskave so pokazale
enterohepati¢no krozenje, saj ima krivulja plazemskih koncentracij Q10 po zauzitju izdelkov
s Q10 dva vrha (19). Njegov razpolovni ¢as je v povprecju 4 dni. Pri zdravih ljudeh telo
obnavlja Q10 predvsem z endogeno sintezo (4, 9). Plazemske koncentracije Q10 se ustalijo
po 3 - 4 tedenskem rednem jemanju Q10 in se vrnejo na zacetno stanje ¢ez vsaj 2 tedna po

prenehanju jemanja Q10 (16).
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1.3 Vloga Q10 v telesu

Vloga Q10 temelji na sodelovanju v redoks reakcijah, kar mu omogoca kinonska struktura.
Z oddajanjem in sprejemanjem elektronov prehaja med 0Q10 in rQ10 (4). Delovanje Q10
lahko razdelimo na 2 skupini: prenos elektronov in antioksidativno delovanje. Pri prenosu
elektronov se mora Q10 nahajati v oksidirani obliki, da lahko sprejme elektrone. Pri tem se
reducira in se z oddajo elektronov ponovno vrne v oksidirano obliko. To nalogo, ki je nujna
za normalno delovanje celice, opravlja predvsem v mitohondrijih. Najprej so dokazali vlogo
Q10 pri nastanku molekule ATP (adenozin trifosfata). Q10 je eden izmed elektronskih
prenasalcev v dihalni verigi. Naenkrat sprejme po 2 elektrona iz kompleksa |
(NADH:ubikinon oksidoreduktaza) ali kompleksa Il (sukcinat:ubikinon oksidoreduktaza) in
se pri tem popolnoma reducira. Kompleksu Il (ubikinol:(feri)citokrom c oksidoreduktaza)
lahko naenkrat odda le 1 elektron, zato se pri tem delno oksidira do semikinonske oblike, ki
se z oddajanjem drugega elektrona oksidira nazaj do ubikinona (4, 5, 20). Q10 je nujen tudi
za sintezo pirimidinov (sinteza DNA (deoksiribonukleinska kislina)). Sodeluje pri prenosu
elektronov skozi membrano lizosomov in s tem vzdrzuje ustrezen pH celice ter vpliva na
stabilnost in prepustnost celi¢nih membran (1, 8, 9).

Kot antioksidant deluje le rQ10 (9). Ubikinol je edini endogeni antioksidant, ki je topen v
lipidih. Pred radikali $¢iti razli¢ne celi¢ne strukture: lipide, proteine in DNA. Veliko
reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) nastane v celicah Ze pri njihovem normalnem delovanju,
predvsem v mitohondrijih (4, 8). Ubikinol deluje tako, da preprecuje in ustavlja lipidno
peroksidacijo. Ker je vezan na celitcne membrane, se nahaja blizu nastanka lipidnih
radikalov. Tako lahko z njimi reagira ze v zaCetnih stopnjah in jih pretvori v manj reaktivne
radikale. Sirjenje lipidne peroksidacije zavira tudi posredno z regeneracijo vitaminov E in C
v lipoproteinih in membranah. S tem poveca antioksidativno delovanje vitamina E, saj je
njegova regeneracija drugace odvisna predvsem od askorbinske kisline (AK), ki pa je
vodotopen vitamin (3, 5, 7). Pomembno vlogo ima tudi v drugih delih celice in v krvi. 1zmed
teh je najpomembnejSa naloga varovanje LDL pred oksidacijo. Pri ljudeh, ki so uzivali
prehranska dopolnila s Q10, je bila odpornost LDL na oksidacijo povecana (5, 9). Q10
reagira tudi z radikali, ki nastanejo pri vnetnih procesih zaradi delovanja nevtrofilcev. Vpliva
na sintezo oz. delovanje vnetnih dejavnikov (citokinov, interlevkinov in prostaglandinov),
S¢iti endotelijske celice pred oksidativnimi poSkodbami v primeru ishemije in izboljSa

endotelijsko disfunkcijo. Vpliva tudi na rast celice in zavira njeno apoptozo (3, 5, 9).
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1.3.1 Pomanjkanje Q10

Vzroki za zmanjsanje kolic¢ine Q10 v telesu so lahko na ravni nastanka oz. pridobivanja Q10
(pri starostnikih in doloCenih obolenjih, nizek vnos s hrano) ali na ravni povecane porabe
(poveCan aerobni metabolizem, stanja, ki jih spremlja oksidativni stres) (4, 8, 18).
Pomanjkanje Q10 je definirano kot zmanjSana raven Q10 v tkivih oz. celicah (1). Ker je
krvna koncentracija odvisna od eksogenega vnosa Q10, je za diagnostiko pomanjkanja Q10
primerna analiza tkiva in ne krvne koncentracije (1, 7, 12). Za diagnosticiranje pomanjkanja
Q10 uporabljamo vzorec skeletne miSice ali koznih fibroblastov (1). Za vzorce skeletnih
misic so referen¢ne vrednosti za Q10 med 20 in 34 pg/g tkiva. V literaturi lahko najdemo se
drugaéne referenéne vrednosti za Q10 v bioloskih vzorcih, saj ni enotno sprejetega
referenénega obmocja. Prav tako $e ni enotno sprejete enote, v Kateri bi bilo najbolje podajati
koncentracijo Q10 v bioloskih vzorcih. (14).

Do primarnega pomanjkanja Q10 pride zaradi mutacije v genih z zapisi za proteine, Ki
sodelujejo v biosintezi Q10. Sekundarno pomanjkanje Q10 je posledica okvar v delovanju
mitohondrijev, ki posredno vplivajo na biosintezo Q10 (3). Motnje zaradi primarnega
pomanjkanja Q10 se lahko pojavijo v vseh starostnih obdobjih. Simptomi in znaki so zelo
razli¢ni. Prizadenejo razlicne organe, najpogosteje ledvice, zivéni sistem, miSice, srce in
jetra. Okvare nastanejo zaradi motenj v delovanju celic, saj pride do pomanjkanja ATP,
povecanega nastanka ROS, apoptoze in motenj v metabolizmu nukleinskih kislin (1).
Znizane koncentracije ubikinona v obolelih tkivih so izmerili tudi pri kardiomiopatijah,
degenerativnih miSi¢nih boleznih in jetrnem celicnem karcinomu. Razmerje med LDL in
ubikinonom je veéje pri ljudeh z ishemi¢no boleznijo srca in druzinsko hiperholesterolemijo
(5,9).

Plazemska koncentracija Q10 je uporabna za oceno t.i. funkcionalnega statusa Q10, ki
opisuje njegovo antioksidativno delovanje. Povecanje deleza oQ10 kaZze na povecan
oksidativni stres v organizmu (7, 12). Vecji delez ubikinona so izmerili pri ljudeh z ve¢jim
indeksom telesne mase. Z nizanjem koncentracije skupnega Q10 s starostjo se visa delez
0Q10, kar Se bolj zmanjsa antioksidativno zas¢ito (12). Povecana fizi¢na aktivnost pri
starej$ih ljudeh pozitivno vpliva na koncentracijo skupnega Q10, premakne ravnotezje v
smeri rQ10 in zmanj$a lipidno peroksidacijo (3, 12). Znizana koncentracija Q10 v organizmu
zmanjS$a zascito pred oksidativnim stresom, kar vodi v vecji obseg poskodb proteinov,
lipidov in DNA. Razvoj bolezni oz. stanj, povezanih s starostjo, kot so razli¢ne

degenerativne bolezni, je torej lahko odvisen tudi od manjSe zmoznosti organizma, da
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proizvede dovolj ubikinola za svoje potrebe. Ce so produkti oksidativnega stresa v telesu
prisotni dalj Casa, se biosinteza Q10 poveca kot obrambni mehanizem telesa. To kazejo tudi
primerjave plazemskih koncentracij Q10 med kadilci in nekadilci. Krvna koncentracija

skupnega Q10 se veca z daljsim ¢asom trajanja kajenja (5, 21).

1.3.2 Vnos in uporaba Q10

Hrana vsebuje relativno malo Q10. Najvec¢ ga vsebuje meso (govedina, svinjina, perutnina;
do 40 mg/kg), ribe (do 67 mg/kg) in rastlinska olja (predvsem olivno; do 160 mg/kg). Manj
ga najdemo v sadju in zelenjavi (orescki, avokado, petersilj; do 27 mg/kg), jajcih (do
1,5 mg/kg) in mle¢nih izdelkih (do 0,4 mg/kg) (4, 11, 18). Nekatera hrana vsebuje tudi
ubikinol, ¢eprav je manj stabilen. To so predvsem Zivila z veliko antioksidanti (22). Na
vsebnost Q10 v hrani vpliva geografsko poreklo, vsebnost mascob (Zivila z ve¢jo vsebnostjo
mascob imajo vecinoma vecjo vsebnost Q10) in predelava hrane (Q10 se med nekaterimi
tehnoloskimi procesi uni¢i). Z raznovrstno prehrano naj bi bil njegov dnevni vnos 3 — 6 mg,
kar je dovolj za zdravega Cloveka. V primeru zmanjSane biosinteze ali povecane potrebe po
Q10 pa vnos s hrano ni zadosten. (4, 18). Za vstop v tkiva mora biti njegova serumska
koncentracija vsaj 2 mg/l (oz. mora biti dnevni vnos vsaj 100 mg Q10), za vstop preko
krvno-mozganske pregrade so vrednosti Se vecje. Taksnih odmerkov samo s prehrano ne
moremo dose¢i (10, 13, 18). Razli¢ne prehranjevalne navade pogosto ne omogocajo
zadostnega vnosa potrebnih hranil ali drugih snovi. Zaradi fizioloskega zniZevanja hitrosti
biosinteze Q10 s starostjo in nizke vsebnosti v obi¢ajni prehrani je uporaba izdelkov s Q10
smiselna.

Iz obstojecih Studij lahko sklepamo na varnost Q10 tudi pri relativno velikih odmerkih.
Jemanje vi§jih odmerkov (300 mg dnevno) je varno glede kroni¢ne toksi¢nosti, saj ni
kopicenja Q10 v tkivih (11). Najbolj zanesljiv podatek je iz dobro zastavljene Studije, v
kateri so uporabljali 1200 mg Q10 (3). Nezeleni uc¢inki niso resni (slabost, zgaga, razdrazljiv
zelodec) in niso povezani z odmerkom. Lahko bi bili tudi posledica pomoznih snovi v
izdelkih, kot so olja (11). Svetujejo, da ljudje, pri katerih se hitro razvijejo simptomi v
prebavnem traktu, izdelke uzivajo skupaj s hrano (17). Previdnost je potrebna pri tistih, ki

hkrati jemljejo varfarin, saj lahko Q10 zmanj$a njegovo ucinkovitost (11).

Za vec€ino indikacij Se nimamo nedvoumnih dokazov o uc¢inkovitosti zdravljenja s Q10 pri

ljudeh, saj se rezultati Studij razlikujejo ali niso dovolj zanesljivi zaradi zasnove §tudij (3, 8,
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23). Enotno mnenje je, da je Q10 primeren kot podpora glavnemu zdravljenju predvsem pri
starejSih ljudeh, saj je pri njih biosinteza ze fizioloSko zmanjSana, in tistih s kroni¢nimi
boleznimi. Tako prepre¢imo oz. zmanjSamo kroni¢ni oksidativni stres, ki vpliva na njihov
razvoj (3, 11). Zaradi pozitivnih uéinkov je smiselno dopolnjevanje prehrane s Q10 pri
ljudeh s sladkorno boleznijo, nevrodegenerativnimi boleznimi, metabolicnem sindromu,
boleznih ledvic in tezavami s plodnostjo (3, 7).

Pri sindromu primarnega pomanjkanja Q10 je potrebno z zdravljenjem s Q10 zaceti ¢im prej,
ko poskodbe Se niso ireverzibilne. Vnos Q10 uspe$no ustavi razvoj encefalopatije in
retinopatije (1). Leta 2016 je EMA (Evropska agencija za zdravila) uvrstila ubikinol med
zdravila sirote za zdravljenje sindroma primarnega pomanjkanja Q10 (24). Ucinkovitost
terapije s Q10 so dokazali tudi pri naslednjih skupinah bolezni:

- sréno-Zilne bolezni: povecan vnos Q10 zmanjsa obseg ishemi¢nih poskodb tkiva
pri infarktu, srénem popuscanju in okvarah srénih zaklopk (25). Preventivna uporaba Q10
pred operacijo srca zmanjSa pojav aritmij (3).

- kroni¢no vnetje (revmatoidni artritis, multipla skleroza, odpoved ledvic, mas¢obna
jetrna bolezen): s poveéanim vnosom Q10 zmanjSamo obseg poskodb, nastalih zaradi
oksidativnega stresa, in znizamo koncentracijo vnetnih dejavnikov (3).

- Parkinsonova bolezen: terapija s Q10 je uspes$na pri tistih, pri katerih na razvoj
bolezni vpliva nenormalno delovanje mitohondrijev zaradi okvare v genih z zapisi za
proteine dihalne verige (26). Upoc¢asnimo funkcionalno poslabsanje bolezni (3).

- metaboli¢ni sindrom, sladkorna bolezen (lipidna peroksidacija): Q10 z varovanjem
LDL pred oksidacijo upocasnjuje proces ateroskleroze (9). Ucinkovit je pri zniZanju

serumske koncentracije trigliceridov in plazemske koncentracije lipoproteina(a) (3).

Na voljo imamo veliko izdelkov s Q10, ki pa si niso enakovredni (4, 25, 27). Razdelimo jih

lahko na 3 skupine: zdravila, prehranska dopolnila in funkcionalna zivila. (4, 18).

Zdravila

V Zakonu o zdravilih je zdravilo definirano kot "vsaka snov ali kombinacija snovi, ki so
predstavljene z lastnostmi za zdravljenje ali preprecevanje bolezni pri ljudeh ali zivalih", ali
"ki se lahko uporabljajo oz. dajejo ljudem ali Zivalim z namenom, da bi se ponovno
vzpostavile, izboljSale ali spremenile fizioloske funkcije prek farmakoloskega,

imunoloskega ali presnovnega delovanja ali da bi se dolocila diagnoza bolezni." Zdravilo se
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lahko uporablja le, ¢e ima Dovoljenje za promet z zdravilom, ki ga proizvajalec pridobi na
podlagi predlozenih dokazov o oceni njegove varnosti, kakovosti in ucinkovitosti. Vse troje
pristojen organ redno preverja tudi po vstopu na trzisce. V Sloveniji je za zdravila pristojen
organ JAZMP (Javna agencija za zdravila in medicinske pripomocke). Proizvodnja in
preskusanje zdravila morata potekati v skladu z dobro proizvodno prakso (28, 29). V
Sloveniji lahko trenutno v lekarnah in specializiranih prodajalnah kupimo le eno zdravilo s
Q10, to je Fidi koencim 10 (30).

Prehranska dopolnila

V Pravilniku o prehranskih dopolnilih so prehranska dopolnila definirana kot "Zivila, katerih
namen je dopolnjevati obi¢ajno prehrano." Vsebujejo lahko koncentrirane vire hranil ali
drugih snovi s hranilnim ali fizioloSkim ucinkom, ¢e je njihova varnost v prehrani
znanstveno utemeljena (31). O uc¢inkovitosti torej ne moremo govoriti, lahko pa zagotovimo
ustrezno varnosti in kakovost izdelkov (27). Proizvajalci morajo zagotavljati vsebnost in
stabilnost aktivnih snovi do konca roka uporabnosti (4). Uradni nadzor nad prehranskimi
dopolnili izvaja Zdravstveni in§pektorat Republike Slovenije (32). Leta 2013 je bil ukinjen
postopek prve prijave, kar pomeni, da Ministrstvo za zdravje ve¢ ne vodi seznama
prehranskih dopolnil, ki so v prometu v Sloveniji (33).

Med letoma 2003 in 2013 je Ministrstvo za zdravje Republike Slovenije dobilo ve¢ kot 50
novih prijav prehranskih dopolnil s Q10 (34). Nekateri izdelki imajo navedeno, da vsebujejo
Q10 v reducirani ali oksidirani obliki. Q10 je pogosto del izdelkov z ve¢ razli¢nimi aktivnimi
snovmi, kot so vitamini (npr. vitamini E, C, D, B), selen ter »-3 in w-6-mascobne kisline.
Vecina izdelkov je v obliki mehkih kapsul, najdemo pa lahko tudi trde kapsule, tablete,
Sumece tablete, sirupe itd. (35-44). Raznolikost prehranskih dopolnil s Q10 lahko vidimo v
Preglednici I, kjer je predstavljeno nekaj prehranskih dopolnil s Q10, ki jih lahko kupimo v

Sloveniji.
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Preglednica I: Primeri prehranskih dopolnil s Q10, ki jih lahko kupimo v Sloveniji

Ime prehranskega

dopolnila (vir)
Ars Pharmae
Kardio3aktiv (35)

Blooms CoQ10
Aquacelle (36)

Medilek Statinix

@37)

NICApur

mediBalance Stat

(38)

Phytogarda

Vitadyn Gold

(39)

Sensilab Q10

koencim mladosti

(40)

Supradyn®

energija (41)

Terranova

koencim Q10 (42)

Valens Quvital

Q10 (43)

Valens Quvital®
Q10 Forte (44)

Vrsta
farmacevtske
oblike

Mehke
kapsule

Kapsule

Kapsule

Trde kapsule

Vrecke s
praskom za
pripravo
napitka

Sumece

tablete

Filmsko
obloZene

tablete

Kapsule

Ustno prsilo

Sirup

Navedena
oblika in
vsebnost Q10

Koencim Q10;
25 mg/kapsulo

Ubidekarenon;
50 mg/kapsulo
Ubikinol;
100 mg/kapsul

0

Ubikinol;
30 mg/kapsulo

Koencim Q10;
5 mg/vrecko

Koencim Q10;
12 mg/Sumeco

tableto

Koencim Q10;
4,5 mg/tableto

Ubikinon;
30 mg/kapsulo
Koencim Q10;
50 mg/0,9 ml
Koencim Q10;

15 mg/ml

Navedene druge aktivne snovi

Ribje olje (EPK, DHK), abigenol, vitamin
B1, vitamin B6, folna kislina, vitamin

B12, vitamin D3, vitamin E, vitamin K2

Vitamin E, vitamin K2, cink

Magnezij, selen, niacin, vitamin B6,

vitamin B1, vitamin B2, vitamin D

Vitamin B1, vitamin B2, vitamin B6,
vitamin B12, biotin, pantotenska kislina,
niacin, folna kislina, vitamin A, vitamin

D3, vitamin C, vitamin E, magnezij,

mangan, cink, selen, lutein, taurin
Vitamin C, vitamin E, niacin, pantotenska
kislina, biotin, vitamin B12, vitamin B6,
vitamin B1, folna kislina
Vitamin C, niacin, vitamin E, pantotenska
kislina, vitamin B6, riboflavin, tiamin,
vitamin A, folna kislina, biotin, vitamin
K, vitamin D, vitamin B12, kalcij,
magnezij, zelezo, cink, mangan, baker,

jod, selen, molibden

Vitamin B1

Vitamin B1, vitamin B2
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Funkcionalna Zivila

To so zivila, za katera imamo dokaze, da koristno vplivajo na nase telo, tako da izboljsajo
nase zdravje in pocutje ali zmanjSujejo tveganje za nastanek bolezni (45). Ve¢inoma gre za
zivila, ki so jim dodali koristne sestavine, odvzeli §kodljive sestavine ali spremenili lastnosti
nekaterih sestavin. lzgled in uporaba sta enaka kot pri obicajnih zivilih, ki so del
vsakodnevne prehrane. Pogosto so obogatena z vitamini, minerali, prehranskimi vlakninami,
probiotiki, antioksidanti ipd. (45, 46). Pri Q10 so to najveckrat mle¢ni izdelki (mleko,
jogurti), ki so obogateni z vodotopno obliko Q10, kot je jogurtov napitek Ego Slim & Vital
(8, 47).

Zaradi sestave in ucinka na zdravje lahko proizvajalci teh zivil uporabljajo zdravstvene
trditve o lastnostih njihovega izdelka (46). Evropska komisija redno posodablja seznam
zdravstvenih trditev s pogoji, pod katerimi jih lahko uporabljajo na zivilih (33, 48). EFSA
(Evropska agencija za varnost hrane) odobri predlagane trditve le na podlagi splosno
sprejetih znanstvenih dokazov o vzro¢no-posledi¢ni povezavi prehranskega vnosa snovi in
njenemu koristnemu u¢inku na zdravje ljudi (23). Trditve o vplivu prehranskega vnosa Q10
(ubikinona) niso odobrene, saj EFSA meni, da niso podprte z dovolj dokazi o0z. so le ti
pomanjkljivi (premajhen vzorec, nereprezentativnost populacije, premalo klini¢nih $tudij).
Omenjene trditve se nanasajo na prispevanje Q10 k normalni energijski presnovi,
vzdrZevanju normalnega krvnega tlaka, za§¢iti DNA, proteinov in lipidov pred oksidativnimi
poskodbami, prispevanju k normalnim kognitivnim funkcijam, normalnim krvnim
koncentracijam holesterola in povecanju vzdrzljivosti oz. telesne zmogljivosti (11, 23).
Nekatere obrazlozitve temeljijo na poroc¢ilu Znanstvenega odbora za hrano (ang. Scientific
Comittee for Food; danes EFSA) iz leta 1993, v katerem je zapisano, da vnos Q10 s hrano
ni potreben, ker ga telo zdravega posameznika sintetizira samo v zadostnih koli¢inah (23,
49). Danes vemo, da se biosinteza Q10 z leti zmanjsuje, kar lahko privede do povecane
potrebne po vnosu Q10 s hrano (11).

NIJZ (Nacionalni institut za javno zdravje) poudarja, da nimamo dovolj podatkov za
dolocitev zgornje meje dnevnega vnosa Q10 (11). JAZMP je izdelke s Q10, s katerimi
presezemo dnevni odmerek 50 mg, opredelila kot zdravila. Odlocitev je utemeljila z razlago,
da se odmerki, ve¢ji od 50 mg, veCinoma uporabljajo v terapevtske namene (50). Skladno s
tem priporo¢ilom NIJZ svetuje, da bolniki, ki potrebujejo vecje odmerke Q10, te vnesejo v
obliki zdravil, saj imajo takrat zagotovljeno varnost in kakovost izdelka (11). Meje

najvec¢jega dovoljenega oz. priporocenega dnevnega vnosa Q10 s prehranskimi dopolnili se

10
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med drzavami razlikujejo. VV Avstraliji je to 150 mg, v Belgiji 200 mg, na Japonskem pa
300 mg (18). V literaturi najdemo podatke, da odmerke od 300 mg dnevno Ze uporabljajo
pri zdravljenju razli¢nih boleznih. Ljudem z razli¢nimi dejavniki tveganja za pomanjkanje
Q10 (npr. ¢e so na terapiji s statini) priporo¢ajo 100 mg dnevno. Na splos$no naj bi zdravim
ljudem do 40. leta starosti zados¢alo do 50 mg dnevno, po 40. letu starosti pa do 100 mg
Q10 dnevno (4).

1.4 Stabilnost Q10

Q10 je rumen ali oranzen Kristalni prasek brez vonja in okusa (51). Njegovo talis¢e je
priblizno 48 °C. Je skoraj netopen v vodi, zelo tezko topen v etanolu ter topen v acetonu in
dietil etru. Ob daljsi izpostavljenosti svetlobi se pocasi razkraja in postane temnejsi. Zato ga
moramo shranjevati v zrakotesnih zaprtih vsebnikih, zas¢itenih pred svetlobo (51, 52).
Znizanje koncentracije Q10 v vzorcih so opazili po izpostavljenosti bazi in H.O2, medtem
ko vkislem mediju ni prislo do spremembe v koncentraciji Q10 (53). Na stabilnost ubikinona
vplivajo reducenti, ki so prisotni v isti raztopini, njihova koncentracija in temperatura
shranjevanja. Z visanjem temperature in koncentracije reducenta se niza koncentracija 0Q10.
Reducenti oz. antioksidanti so pogosto dodani razli¢nim izdelkom s Q10, kjer bi lahko
vplivali na pretvarjanje 0Q10 v rQ10. V raztopinah, pripravljenih iz standardov, so opazili
velik vpliv askorbinske kisline (AK) na redukcijo 0Q10, medtem ko pri vitaminu E ni bilo
sprememb (54). Kljub vsemu je ubikinon stabilnejsa oblika Q10, saj se ubikinol na zraku,
med rokovanjem oz. pripravo vzorca in analizo hitro pretvori v 0Q10. Redoks delovanje Q10
lahko privede do napac¢nih rezultatov meritev, zato moramo ¢as priprave vzorca do analize
¢im bolj skrajSati in zagotoviti pogoje, ki zmanj$ajo moznost oksidacije (22, 55, 56).
Stevilni izdelki zraven Q10 vsebujejo tudi druge snovi, ki lahko vplivajo na njegovo
stabilnost (3). Na Japonskem so ugotovili, da nekatera prehranska dopolnila v obliki mehkih
kapsul ali tekoc¢ih farmacevtskih oblik vsebujejo obe obliki Q10, ¢eprav imajo navedeno
samo 0Q10. Izdelki z obema oblikama Q10 so vsebovali tudi vitamin C in/ali vitamin E, ki
bi lahko vplivala na redukcijo Q10. Da bi potrdili vpliv teh antioksidantov na stabilnost
0Q10, so pripravili eksperimentalne formulacije: mehke kapsule (z razli¢nimi
kombinacijami Q10, vitamina C, vitamina E in razli¢nim oljem kot podlago), trde kapsule
in teko¢i pripravek. Stabilnost pripravljenih formulacij so opazovali 9 mesecev. Do redukcije
je prislo v tekoCem izdelku in mehkih kapsulah, medtem ko je v trdih kapsulah vsebnost

0Q10 ostala nespremenjena ves ¢as raziskave. Najvecja redukcija je bila v teko¢em izdelku.
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Opazili so povezavo med stopnjo redukcije in vsebnostjo vitamina E ter zafranikinim oljem
kot podlago. Redukcija je bila bistveno veéja v izdelkih z zafranikinim oljem kot z olivnim
oljem. V mehkih kapsulah z zafranikinim oljem je bila redukcija vecja pri izdelku z vec
vitamina E, medtem ko vpliva koli¢ine vitamina C niso preucevali (57). Da vitamin C
zmanj$a delez ubikinona, so pokazale druge Studije stabilnosti Q10. V mehkih kapsulah z
navedeno 0Q10 in vitaminom C so pri spremljanju stabilnosti pri poviSani temperaturi in
relativni vlaznosti opazili znizanje vsebnosti ubikinona in hkrati viSanje vsebnosti ubikinola
(54, 58). Prisotnost obeh oblik Q10 je z vidika kakovosti izdelka in njegove predstavitve
uporabniku neustrezna in zavajajoca. Z vidika ucinkovitosti pa je prisotnost rQ10 zaradi

vecje bioloske uporabnosti celo primernejsa (17, 57).

1.5 Kakovost izdelkov s Q10 za peroralno uporabo

Izdelki vsebujejo Q10 v eni izmed treh oblik: kristalni obliki (“surovi™), oljnih suspenzijah
ali vodotopni obliki. Prve farmacevtske oblike s Q10 so vsebovale ubikinon v kristalih (npr.
tablete, trde kapsule). Absorpcija Q10 iz teh izdelkov je zelo nizka, tudi ¢e zmanjSamo
velikost delcev, ker se Q10 v prebavnem traktu ne raztopi (4). Rezultati in vitro raztapljanja
s simulacijo prebavnih pogojev so pokazali, da se pri farmacevtskih oblikah s Q10 v obliki
praska raztopi do 5 % odmerka (15). Na absorpcijo Q10 iz prebavnega trakta zelo vplivajo
pomozne snovi v farmacevtski obliki. Zato je bil naslednji korak priprava oljnih suspenzij s
Q10 (npr. mehke kapsule), pri katerih je absorpcija vec¢ja kot pri kristalni obliki. Na to
vplivajo pomozne snovi (emulgatorji) (4). Tudi mas¢obe oz. olja v farmacevtski obliki
povecajo hitrost absorpcije (19). Pri nekaterih izdelkih so opazili, da je absorpcija celo vecja
pri farmacevtskih oblikah s sojinim oljem kot z emulgatorji (17). Pri suspenzijah Q10 je
problem, da lahko Q10 v kapsuli kristalizira, kar zmanjsa hitrost raztapljanja (57). Pri Q10
je absorpcija vecja, ¢e je koncentracija Q10 v micelih vecja, kar doseZzemo z izdelki, ki ze
imajo solubiliziran Q10. Najvecjo biolosko uporabnost imajo torej izdelki s solubiliziranim
Q10 (npr. v obliki kompleksov s ciklodekstrini, liposomi, z miceli, nanodisperzije), Se
posebej ¢e so v obliki mehkih kapsul z oljem in ne tablet ali trdih kapsul (4, 15, 57). V
Sloveniji so patentirali inkluzijski kompleks Q10 v B-ciklodekstrinu (Q10Vital®), ki je na
voljo v tekoci obliki ali kot praSek. Zaradi vodotopnosti in dokazano vecje bioloske
uporabnosti kot predhodne oblike Q10 to obliko Q10 uporabljajo Stevilni proizvajalci
funkcionalnih zivil in prehranskih dopolnil v Evropi (59).

Pri nekaterih izdelkih je problem, da farmacevtska oblika ne razpade dovolj hitro. Pri mehkih
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kapsulah, ki so najpogostejSa farmacevtska oblika s Q10, je Zelatinska ovojnica pogosto
debela. S tem se vzpostavi dobra zas¢ita Q10 pred kisikom in drugimi zunanjimi vplivi
(vecja stabilnost Q10), vendar lahko oteZuje njeno razpadanje in s tem prepre¢i moznost
raztapljanja uc¢inkovine (57). Zaradi slabe topnosti Q10 je pomembno, da se ta ¢im prej oz.
v velikem delezu sprosti iz farmacevtske oblike. Ker je ¢as za absorpcijo Q10 iz prebavnega
trakta kratek, mora biti raztapljanje oz. tvorba micelov v tankem c¢revesu hitra (4, 10, 15).

Pri kontroli kakovosti izdelkov je pomembno, da je vsebnost u¢inkovine v vnaprej dolo¢enih
mejah. V AmeriSki farmakopeji (USP) najdemo zahteve glede vsebnosti Q10 v kapsulah in
tabletah. Kapsule z ubidekarenonom morajo vsebovati vsaj 90,0 % in najve¢ 115,0 %
navedene koli¢ine (2). Na Japonskem so s testom vsebnosti preverjali kvaliteto prehranskih
dopolnil s primerljivimi zdravili brez recepta na njihovem trzi§¢u. Pri zdravilih je bila
vsebnost prakti¢éno enaka navedeni (99 — 100 %). Pri prehranskih dopolnilih je veéina
izdelkov vsebovala ve¢ kot 80 % navedenega Q10, le manjsi delez je imelo vsebnost nizjo.
Izdelkov z vec kot 120 % navedene vsebnosti ni bilo (57). V drugi $tudiji so izmerili vsebnost
Q10 58 prehranskim dopolnilom, ki jih lahko kupimo v lekarnah v Sloveniji, Spaniji in
Belgiji ter na spletu. Ugotovljena vsebnost je bila med 0 in 165 % navedene vsebnosti.
Polovica izdelkov (49 %) je imela vsebnost nizjo od 80 %, 5 % izdelkov pa je imelo vsebnost
veéjo od 130 % navedene. Torej je bilo veliko prehranskih dopolnil neustreznih kljub

relativno Sirokemu intervalu (27).

Q10 je relativno zahtevna spojina, saj mora biti proces izdelave izdelkov prilagojen
njegovim lastnostim (obcutljivost na svetlobo in prisotnost kisika, lipofilnost, nizko talisce).
To zvisa ceno proizvodnje (57). Zato proizvajalci prehranskih dopolnil pogosto varcujejo s
surovinami ali proizvodnjo poenostavijo, kar vodi v nestabilnost Q10. Oboje zniza kakovost
izdelka. Najmanj nevaren vidik tega je zavajanje uporabnikov prehranskih dopolnil (27).
Vecji problem je varnost, saj zaradi nizje vsebnosti od navedene s takSnimi izdelki ne
dosezemo pri¢akovanega ucinka (50).

Uporaba prehranskih dopolnil narasca (27). Ljudje jih lahko hitro zamenjajo z zdravili, saj
se prav tako nahajajo v farmacevtskih oblikah in uzivajo v odmerjenih manjsih koli¢inskih
enotah (28, 31). V slovenski raziskavi so ugotovili, da priblizno 60 % ljudi misli, da s
prehranskimi dopolnili preprecujemo razvoj bolezni in da so odobrena s strani Ministrstva
za zdravje. Priblizno 40 % jih verjame, da so namenjena zdravljenju in da Ministrstvo za

zdravje spodbuja njihovo uporabo (60). Zato bi bilo smiselno tudi za prehranska dopolnila z

13



Tjasa Steiner Magistrska naloga

zakonom uvesti ostrejSe zahteve glede zagotavljanja kakovosti in varnosti, ki sta pri

prehranskih dopolnilih pogosto vprasljivi (27).

1.6 Metode za merjenje vsebnosti Q10

Metode za ugotavljanje vsebnosti Q10 vec¢inoma vkljucujejo reverznofazno (RP) tekocinsko
kromatografijo visoke lo¢ljivosti (HPLC) z razli¢nimi detektorji. Splo$no uporabljeni so
UV-VIS detektorji, uporabljamo pa Se elektrokemijske detektorje (ECD) in masno
spektrometrijo (MS) (61). ECD in MS so zelo obcutljivi detektorji, zato so primerni za
vzorce z nizko koncentracijo Q10, vendar so relativno zahtevni za uporabo. Z ve¢ino metod,
zlasti z UV-VIS detekcijo, izmerimo vsebnost skupnega Q10 v vzorcu, z novejsimi
metodami oz. prilagojeno pripravo vzorca pa lahko merimo tudi vsebnost rQ10 in/ali 0Q10.
Vsebnost posamezne oblike je $¢ posebej pomembna pri bioloskih vzorcih, saj z vsako
obliko Q10 opisemo drugo stanje v telesu (55, 56).

Evropska farmakopeja v monografiji o ubidekarenonu za merjenje vsebnosti Q10 kot
surovine navaja metodo RP tekocinske kromatografije z UV detektorjem (62). Pred kratkim
se je Se uporabljala metoda merjenja absorbance pripravljenega vzorca, pri kateri smo
vsebnost izraunali s pomo¢jo znane specificne absorbance (52). Pri kontroli kakovosti
izdelkov moramo uporabiti metode, ki so primerne za merjenje vsebnosti Q10 ob prisotnosti
drugih analitov. USP vsebuje poglavje o prehranskih dopolnilih, v katerem je monografija o
ubidekarenonu oz. Q10. Merjenje njegove vsebnosti v kapsulah in tabletah izvedemo s
HPLC metodo z UV detektorjem. VVzorec za analizo pripravimo z ekstrakcijo Q10 iz kapsul,
ki ji sledi redéenje z raztopino FeClz v etanolu. Tako oksidiramo celoten Q10 in ugotovimo
njegovo skupno vsebnost (2). Uradna metoda AOAC International (neodvisna neprofitna
organizacija, ki se ukvarja z razvojem analiznih metod) za merjenje vsebnosti Q10 v kon¢nih
izdelkih in izhodnih materialih je podobna tisti iz USP, saj temelji na ekstrakciji Q10 iz
vzorca in redCenju z raztopino FeCls. Analizo izvedemo z RP-HPLC metodo z UV
detektorjem. V sodelovanju z WHO (Svetovna zdravstvena organizacija) in FDA (Ameriska
uprava za hrano in zdravila) so potrdili primernost te metode na razlicnih vrstah prehranskih
dopolnil (mehkih in trdih kapsulah, zvecljivih tabletah) (63). V japonski Studiji kvalitete
prehranskih dopolnil so za merjenje vsebnosti Q10 uporabili HPLC metodo z ECD, s katero
so izmerili vsebnost rQ10. Nato so vzorcem dodali raztopino NaBHs, da so ves Q10
reducirali in tako izmerili skupno vsebnost Q10 (57). Ker je Q10 pogosto v izdelkih, ki

vsebujejo Se druge aktivne snovi (npr. vitamine), je smiselno razviti metode, s katerimi lahko
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hkrati izmerimo Se vsebnost ostalih analitov v vzorcu. Najdemo lahko $tevilne ¢lanke, v

katerih so raziskovalci objavili na novo razvite ali optimizirane metode za merjenje

vsebnosti Q10. V Preglednici 11 so nastete nekatere izmed teh.

Preglednica Il: Primeri metod za merjenje vsebnosti Q10 v razli¢nih vzorcih

Metoda (vir)
RP-HPLC + UV detektor (64)
Denzitometri¢éna HPTLC (53)

RP-HPLC + ECD (65)
RP-HPLC + UV/VIS detektor
(66)

RP-HPLC + UV detektor (67)

RP-HPLC + UV detektor (68)
RP-HPLC + MS (56, 69)
RP-UHPLC + MS/MS (70)
RP-UHPLC + MS/MS (55)
RP-HPLC + ECD (71)
UV-spektrofotometricna
metoda (72)

FT-IR spektrofotometri¢na
metoda (73)
Kapilarna elektroforeza:
elektrokineti¢na
kromatografija + UV/VIS
detektor (56, 74)
Jedrska magnetnoresonanc¢na
(*H NMR) spektroskopija (75)

Voltametri¢na metoda (76)

Titrimetri¢na metoda (77)

Vrsta vzorca
Plazma (heparin)
Tablete, kapsule
Plazma (heparin)
Raztopine, mehke

kapsule, tablete
Hibridni
nanodelci
Tablete
Plazma
Tkivo
Plazma (heparin)

Misicno tkivo
Tablete

Farmacevtski
izdelki

Plazma

Kapsule, tablete,
tekoci pripravki
Mehke kapsule
Trde kapsule
(praski)

HPTLC ... tankoplastna kromatografija visoke lo¢ljivosti

Oblika Q10
Q10
Q10

rQ10, Q10

rQ10, 0Q10

Q10

Q10
Q10
rQ10, 0Q10
rQ10, 0Q10
rQ10, 0Q10

Q10

Q10

Q10

Q10

Q10

Q10

UHPLC ... tekocinska kromatografija ultra visoke locljivosti

FT-IR ... infrarde¢i spektrofotometer s Fourierovo transformacijo
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Koencim Q9
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2 NAMEN DELA

Na trzis¢u je veliko izdelkov za peroralno uporabo s Q10. Zaradi rezultatov novejsih
raziskav, ki kazejo, da je rQ10 boljsa izbira za vnos Q10, je med njimi vedno ve¢ tistih z
navedeno rQ10. Ker je rQ10 znana kot nestabilna oblika Q10, je potrebno prilagoditi
postopek izdelave teh izdelkov, kar zviSa njihovo ceno. Prevladujejo prehranska dopolnila,
ki nimajo tako stroge zakonodaje preverjanja kakovosti, zato so ta pogosto neustrezna. V
predpisih za preverjanje kakovosti izdelkov najdemo le kriterije o vsebnosti skupnega Q10.
Ker si obliki Q10 nista enakovredni, je smiselno vrednotiti e vsebnost posamezne oblike
Q10, da zagotovimo skladnost izdelka z njegovo predstavitvijo.

V okviru magistrske naloge Zelimo kvantitativno ovrednotiti vsebnost in stabilnost Q10 v
razli¢nih izdelkih s tremi razliénimi metodami HPLC. Pregledali bomo, Kkateri izdelki za
peroralno uporabo so na voljo v Sloveniji in izmed teh izbrali 10 (zdravilo in prehranska
dopolnila), ki so v obliki mehkih ali trdih kapsul. Izbrali bomo tudi taksne, ki imajo
navedeno, da vsebujejo samo eno obliko Q10 (oksidirano oz. reducirano). Nekateri med
njimi bodo vsebovali e AK.

Preverili bomo, ali so izbrane metode primerne za merjenje vsebnosti Q10 v teh izdelkih, in
jih optimizirali, ¢e bo potrebno. Nato bomo izmerili vsebnost Q10 v izdelkih. Vrednotili
bomo naslednje parametre: vsebnost skupnega Q10, 0Q10 in rQ10, delez posameznih oblik
glede na skupen Q10 in ujemanje z navedeno vsebnostjo Q10. Kvantitativho bomo vrednotili
vsebnost 0Q10, rQ10 in skupnega Q10 glede na navedene koli¢ine. Preveriti Zelimo, ali je
rQ10, ki velja za nestabilno obliko, stabilna v izbranih izdelkih, ki naj bi vsebovali le to
obliko Q10. Pokazati zelimo, da AK, ki je prisotna v nekaterih izdelkih, zmanjsa stabilnost
0Q10. Iz rezultatov vsebnosti skupnega Q10 bomo s statisticnim testom preverili, ali z
uporabo teh analiznih metod dobimo primerljive rezultate vsebnosti skupnega Q10.

V zadnjem delu bomo izvedli pospeseno stabilnostno Studijo pri temperaturi 40 °C in 75 %
relativne vlaznosti, ki bo trajala 3 mesece. V ¢asovnih toc¢kah 2, 4, 8 in 12 tednov bomo
spremljali enake parametre kot v prvem delu eksperimentalnega dela. Preveriti zelimo, ali
lahko ugotovitve o stabilnosti Q10 iz prvega dela potrdimo z rezultati pospesene stabilnostne

Studije, saj se pri ostrejSih pogojih nestabilnost bolj izrazi.
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 Materiali

3.1.1 Reagenti, topila in standard

— Acetonitril (ACN): C2HsN, MM = 41,05 g/mol, za HPLC, gradient grade, > 99,9 %
(Riedel-de Haén, Nemcija)

— Brezvodni etanol (EtOH): CoHsOH, MM = 46,07 g/mol, > 99,9 %, Ph Eur. (Merck,
Nemcija)

— Brezvodni Zelezov(III) klorid: FeCls, MM = 162,20 g/mol, > 98 % (Riedel-de Haén,
Nemcija)

— Natrijev  etilendiaminotetraacetat  dihidrat  (EDTA):  CioH1aN2Na2Og-2H-0,
MM = 372,24 g/mol, Ph. Eur. (Sigma-Aldrich, Nemcija)

— Koencim Q10: CsgHgoOs, MM = 863,37 g/mol, delovni standard (Kaneka Corporation,
Japonska); v obliki 0Q10

— L-askorbinska kislina: CeHgOs, MM = 176,12 g/mol, > 99,0% (Sigma-Aldrich, Nemc¢ija)

— Metanol (MeOH): CH4O, MM = 32,04 g/mol, za HPLC, > 99,9% (Riedel-de Haén,
Nemcija)

— Milli-Q® voda (MQ) oz. ultra &ista voda (voda, pridobljena s sistemom Milli-Q®),
Fakulteta za farmacijo

— Natrijev borohidrid: HsBNa, MM = 37,83 g/mol, p.a., > 96% (Sigma-Aldrich, Nemc¢ija)

— n-heksan: CeéHi4, MM = 86,18 g/mol, p.a., Ph. Eur., > 99% (Riedel-de Haén, Nemcija)

— Tetrahidrofuran (THF): C4HsO, MM = 72,11 g/mol, za HPLC, brez inhibitorja, > 99,9 %
(Riedel-de Haén, Nemcija)

— Zelezov(Il) sulfat heptahidrat: FeSOsx7H,0, MM = 278,02 g/mol, Ph. Eur., > 99,5 %
(Merck, Nemcija)

3.1.2 lzdelki s Q10
V Preglednici 111 so predstavljeni izdelki, ki smo jih testirali med 1. 4. 2017 in 31. 8. 2017.

Povzemamo podatke, ki so navedeni na zunanji ovojnini izdelka o0z. navodilu za uporabo.
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Preglednica I11: Podatki o testiranih izdelkih

Oznaka
izdelka

Ime in vrsta
izdelka;
farmacevtska
oblika

MARIFIT
Koencim
Q10°;

PD:;

mehke kapsule

Dr. Bohm®
Omega 3
complex;

PD;

mehke kapsule

now CoQ10
50 mg;
PD;

mehke kapsule

Fidi koencim
10%®;
BRp I+p;

mehke kapsule

Navedena
vsebnost in
oblika Q10

v kapsuli

50 mg

ubidekarenona

30 mg

koencima Q10

50 mg

ubikinona

30 mg

ubidekarenona

Navedena vsebnost
pomoznih snovi

v kapsuli

rastlinska olja (son¢nic, kokosa in
palmovih jedrc), glicerol,
modificirani koruzni §krob,
karagenan, silicijev dioksid, voda,

6 mg vit. E (D-a-tokoferol), zelezov
oksid, natrijev karbonat, 2,5 pg vit.
Ds (holekalciferol), DL-alfa-

tokoferol

olje hladnovodnih rib (vsebuje

800 mg ®-3 mascobnih kislin, od
tega 408 mg EPK in 276 mg DHK),
Zelatina, glicerol, 12 mg vit. E
(DL-a-tokoferilacetat), zelezov
oksid, 10 pg vit. D (holekalciferol)

olje rizevih otrobov, zelatina,
glicerin, 20 mg vit. E
(d-a-tokoferilacetat), 70 pg selena
(L-selenometionin), voda, rumeni
Cebelji vosek, lecitin, rozi¢evec

24 mg vit. E
(vseracemni-a-tokoferilacetat), AK,
betakaroten, selen v medicinskem
kvasu, suhi kvas, rafinirano,
hidrogenirano in delno
hidrogenirano sojino olje, mascoba
iz surovega masla, koruzno olje,
rumeni vosek, lecitin (polnilo),
zelatina, 85-odstotni glicerol,
zelezov oksid, titanov dioksid

(ovojnica)
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Datum
izteka roka
uporabnosti;

serija

09. 2017,
664-003

30. 06. 2018;
160311

02. 2021,
19854730625

D1:10. 2017;
A12849-01

D2: 01. 2017;
A10526-01

D3: 07. 2016;
A9736-01
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MorEPA
GOLD SMART
FATS®;

PD;

mehke kapsule

KOENCIM
Q1030 mg z
antioksidanti;
PD;

trde kapsule

imuno BC plus;
PD;
trde kapsule

Bio-Qinon®
Aktivni Q10
30 mg z vit. C;
PD;

mehke kapsule

30 mg

koencima Q10

30 mg
koencima Q10

10 mg

koencima Q10

30 mg
ubikinona
Q10

koncentrirano ribje olje iz
globokomorskih rib (vsebuje 720 mg
®-3 mascobnih kislin, od tega

500 mg EPK in 150 mg DHK), ribja
zelatina, mono- in digliceridi,

glicerol, 80 mg vit. C, 15 mg cinka
09. 2018;

(cinkov citrat), 5 mg hidroksitirosola
608015614

(izvlecek plodu oljke), olj¢no olje,
naravna aroma pomarance, Zelezov
oksid, meSanica izvlecka rozmarina
in tokoferolov, 400 pg folne kisline,
20 pg izvlecka eteri¢nega olja Cesna,

2,5 pg vit. Bio (cianokobalamin)

mikrokristali¢na celuloza,
modificirani Skrob (maltodekstrin,
B-ciklodekstrin), zelatina, titanov

dioksid, rumeni Zelezov oksid, rdeci
06. 2018;

zelezov oksid, ¢rni zelezov oksid,
L04690616

40 mg vit. C (L-AK), 16 mg vit. E
(DL-o-tokoferilacetat), kalcijev
karbonat, 14 pg selena (natrijev

selenat)
226,7 mg B-(1,3/1,6)-D-glukana,
zelatina, 90 mg vit. C (L-AK), 10 mg

ekstrakta korenine ginsenga, 7,5 mg

03. 2017,
004105

cinka (cinkov glukonat)

palmino olje, zelatina, glicerol,
25 mg vit. C (L-AK), amonijev 06. 2019;
karamel, preciScena voda, silicijev 1652115

dioksid, titanov dioksid
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BioAktivni Q10 kokosovo olje, Zelatina, glicerol,
Uniginol® z amonijev karamel, precis¢ena voda,
) 30 mg ] o 19. 10 2018;
I vit. C; o 12 mg vit. C, AK prep., silicijev
ubikinola o S L1650317
PD; dioksid, titanov dioksid, zmes
mehke kapsule tokoferolov
now Ubiquinol
D-limonen, Zelatina, glicerin, voda,
CoQH-CF™; 50 mg ) o ) 03. 2018;
J . kaprilna kislina, karamel, kaprinska
PD; ubikinola 1998244 1410

kislina, a-lipoi¢na kislina
mehke kapsule

PD ... prehransko dopolnilo

BRp I+p ... zdravilo, ki se izdaja brez recepta v lekarnah in specializiranih prodajalnah

vit. ... vitamin

3.1.3 Naprave in pribor

Analitska tehtnica Excellence Plus (Mettler Toledo, Svica)
Analitski sistem HPLC:
— Agilent 1100-1200 series HPLC (Agilent Technologies, ZDA): kvarterna ¢rpalka,
avtomatski vzorcevalnik, termostat za kolono, variabilni UV-VIS detektor
— Kolona: Luna C18 150%4,6 mm, 5 um (Phenomenex, ZDA)
— Predkolona: Luna C18 4x3,0 mm (Phenomenex, ZDA)
— Programska oprema: ChemStation
Avtomatske pipete: 20 - 200 ul, 100 - 1000 pl (Eppendrof, Nemcija)
Centrifuga Centric 400R (Tehtnica, Slovenija)
Eksikator
Hladilnik (Gorenje, Slovenija)
Klimatska komora VC 4034 (Vétsch, Nemcija)
Sistem za pripravo MQ: Milli-Q® A10 Advantage (Millipore Corporation, ZDA)
Steklovina: ¢ase, ¢olnicki za tehtanje, merilne bucke, merilni valji, zamaski
Stresalnik Vibromix 10 (Tehtnica, Slovenija)
Stresalnik Vibromix 403 EVT (Tehtnica, Slovenija)
TurboVap LV (Caliper, ZDA)
Ultrazvocna kadicka Sonis 4 (Iskra, Slovenija)
Ostalo: aluminijasta folija, centrifugirke (15 ml, 50 ml), kapalke, mikrocentrifugirke

(1,5 ml, 2 ml), nastavki za pipete, Parafilm M, pinceta, skalpel, spatule, skarje, viale,
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zamaski za viale, zasCitne rokavice
3.2 Metode

3.2.1 Priprava mobilne faze, standarda in drugih raztopin
Mobilna faza
Zdruzili smo ACN, MQ in THF v volumskem razmerju 50:5:45. Pred uporabo na sistemu

HPLC smo mobilno fazo 10 minut sonicirali.

0,1 M raztopina EDTA v MQ
V tehtalni ¢olni¢ek smo natehtali priblizno 1860 mg EDTA, jo kvantitativno prenesli v 50-ml

merilno bucko in dopolnili z MQ do oznake. Sonicirali smo 10 minut.

Raztopina AK v ACN

V tehtalni ¢olnicek smo natehtali potrebno koli¢ino AK, tako da je bilo v raztopini za analizo
na sistemu HPLC, pripravljeni po metodi z redukcijo (opisana v poglavju 3.2.2), molsko
razmerje Q10:AK = 1:5. Npr. za redukcijo izhodne raztopine Q10 s koncentracijo 250 mg/I
smo potrebovali raztopino AK v ACN s koncentracijo 255 mg/l. Pripravili smo jo tako, da
smo natehtali priblizno 6,4 mg AK, jo kvantitativno prenesli v 25-ml merilno bucko in

dopolnili do oznake z ACN.

Raztopine Fe** v ACN

Za pripravo 0,1 % raztopine FeCls (0,03 % raztopine Fe*") smo v tehtalni ¢olni¢ek natehtali
25 mg FeClgz, ga kvantitativno prenesli v 25-ml merilno bucko in dopolnili do oznake z ACN.
Iz te raztopine smo pripravili 0,01 % raztopino FeCls (0,003 % raztopino Fe®") in sicer tako,
da smo odpipetirali 2 ml pripravljene raztopine v 20-ml merilno bucko in dopolnili do
oznake z ACN.

Za pripravo 0,1 % raztopine Fe3* (0,3 % raztopine FeCls) smo v tehtalni ¢olnicek natehtali
72,5 mg FeClz, ga kvantitativno prenesli v 25-ml merilno bucko in dopolnili do oznake z
ACN. 0,001 % raztopino Fe3* smo pripravili tako, da smo v 20-ml merilno bucko odpipetirali
0,2 ml 0,1 % raztopine Fe3* in dopolnili do oznake z ACN. 0,0001 % raztopino Fe3* smo
pripravili tako, da smo v 20-ml merilno bu¢ko odpipetirali 2 ml 0,001 % raztopine Fe®* ter

dopolnili do oznake z ACN.
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0,01 % raztopina Fe®* v EtOH
V tehtalni ¢olni¢ek smo natehtali 29 mg FeCls, ga kvantitativno prenesli v 100-ml merilno

bucko in dopolnili do oznake z brezvodnim EtOH.

0,01 % raztopina Fe** v ACN
V tehtalni colni¢ek smo natehtali 12,4 mg FeSO4x7H-0, ga kvantitativno prenesli v 25-ml

merilno bucko, dopolnili do oznake z ACN in sonicirali 10 minut.

Raztopina standarda Q10

V tehtalni ¢olnicek smo natehtali dolo¢eno koli¢ino standarda Q10, ga kvantitativno prenesli
v 25-ml buc¢ko in dopolnili do oznake z n-heksanom. Npr. za pripravo raztopine Q10 s
koncentracijo 250 mg/l smo natehtali 6,25 mg Q10 in ga raztopili v 25-ml merilni bucki.
Bucko s pripravljeno raztopino smo ovili s parafilmom in jo shranili v hladilniku do 1 tedna.

Pred uporabo smo pocakali, da se je uravnala na sobno temperaturo.

3.2.2 Optimizacija analiznih metod

Izbrali smo 3 metode za merjenje vsebnosti Q10, Ki so bile predhodno razvite v laboratoriju.
Podrobneje so predstavljene v nadaljevanju. Vse imajo skupen postopek ekstrakcije Q10 iz
kapsule, razlikujejo pa se v nadaljnji pripravi vzorca za analizo na sistemu HPLC.

Najprej smo z vsemi tremi metodami izmerili vsebnost skupnega Q10 v izdelku D3. Po
postopku Ekstrakcije Q10 iz kapsule smo pripravili raztopino iz ene kapsule izdelka D3, iz
katere smo nato z vsako metodo pripravili vzorec za analizo. Vsak vzorec smo pripravili v

3 paralelah.

Ekstrakcija Q10 iz kapsule

Mehko kapsulo na tehtalnem colnicku s skalpelom prereZemo na 2 dela in vso vsebino
skupaj z ovojnico kvantitativno prenesemo v 100-ml merilno bucko. Trdo kapsulo
odpremo in vso vsebino skupaj z obema deloma ovojnice kvantitativno prenesemo v 100-ml
merilno bucko.

Bucko dopolnimo z n-heksanom do priblizno % in damo v ultrazvoéno kadicko za
10 minut. Nato jo damo na stresalnik za 20 minut. Po stresanju dopolnimo do oznake z
n-heksanom, dobro pretresemo in del vzorca 10 minut centrifugiramo pri 25 °C in

3200 rpm (obratov na minuto).

22



Tjasa Steiner Magistrska naloga

Metoda za merjenje posamezne oblike Q10 (metoda P)
V mikrocentrifugirko odpipetiramo 500 ul heksanske faze in jo susimo pod tokom dusika
pri 40 °C do suhega (15 minut). Suhemu ostanku dodamo 2 ml ACN in soniciramo

2 minuti, nato §e vorteksiramo 30 s. Pripravljen vzorec prenesemo v vialo in analiziramo.

Metoda z oksidacijo (metoda O)
V mikrocentrifugirko odpipetiramo 500 x| heksanske faze in jo susimo pod tokom dusSika pri
40 °C do suhega (15 minut). Suhemu ostanku dodamo 2 ml 0,01 % raztopine FeCls v ACN

(0,003 % Fe**). Soniciramo 2 minuti, nato vorteksiramo 30 s. Pripravljen vzorec prenesemo

v vialo in analiziramo.

Po pregledu rezultatov smo metodo O optimizirali. Uporabili smo raztopino izdelka D3,
pripravljeno po postopku Ekstrakcije Q10 iz kapsule. V Preglednici IV so zbrani podatki o
parametrih, ki smo jih spreminjali. Raztopine smo pripravili v 4 paralelah.

Preglednica IV: Parametri optimizacije metode O

Koncentracija  Koncentracija FeCls;

Topilo Vir Fe-ionov
Fe-ionov [%]  0z. FeSO4x7H,0 [%]
ACN 0,0001 0,0003 FeCls
ACN 0,001 0,003 FeCls
ACN* 0,003* 0,01* FeCls*
ACN 0,03 0,1 FeCls
ACN 0,1 0,3 FeCls
ACN 0,01 0,05 FeSO4x7H.0
EtOH 0,01 0,03 FeCls

* jzhodni parametri

V nadaljevalnem delu smo uporabljali optimizirano metodo O:
V mikrocentrifugirko odpipetiramo 500 ul heksanske faze in jo susSimo pod tokom dusika

pri 40 °C do suhega (15 minut). Suhemu ostanku dodamo 2 ml 0,01 % raztopine Fe3*

(0,03 % FeCls) v EtOH. Soniciramo 2 minuti, nato Se vorteksiramo 30 s. Pripravljen

vzorec prenesemo v vialo in analiziramo.
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Metoda z redukcijo (metoda R)

V centrifugirko natehtamo NaBHg4, jo zascitimo pred svetlobo z aluminijasto folijo in vanjo
odpipetiramo 2 ml heksanske faze. Maso reducenta preracunamo za vsak izdelek posebe;j.
Pri tem upostevamo predpis, Ki pravi, da za 2 ml vzorca s koncentracijo 250 mg/l Q10
uporabimo 2,5 mg NaBH4. Npr. za kapsulo, ki vsebuje 30 mg Q10, raztopljeno v 100-ml
bucki, natehtamo 3 mg reducenta.

Nato dodamo 1 ml MeOH, vorteksiramo 3 minute in pustimo stati 5 minut. Dodamo 1 ml
0,1 M raztopine EDTA v MQ in vorteksiramo 30 s. Sledi centrifugiranje pri 25 °C in 4000 g,
ki traja 3 minute. V mikrocentrifugirko odpipetiramo 500 x| heksanske faze z rQ10 in susimo
pod tokom dusika pri 40 °C do suhega (15 minut). Suhemu ostanku dodamo 1 ml raztopine
AK v ACN. Soniciramo 2 minuti, nato pa se vorteksiramo 30 s. Pripravljen vzorec prenesemo
v vialo in takoj analiziramo.

Po pregledu rezultatov smo metodo R optimizirali. Pri optimizaciji smo namesto raztopine,
ki smo jo dobili po postopku Ekstrakcije Q10 iz kapsule, uporabili raztopino standarda Q10
in z njo delali tako, kot je opisano v postopku metode R. V Preglednici V so predstavljeni

parametri, ki smo jih spreminjali. Delali smo v 2 paralelah.

Preglednica V: Parametri optimizacije metode R

~ Masa VVolumen MeOH = Topilo za
Koncentracija .
NaBH. volumen 0,01 M raztapljanje
Q10 [mg/l] :
[mg] raztopine EDTA [mI] suhega ostanka

250* 2,5* 1* AK v ACN*
250 10 4 AK v ACN
1000 10 4 AK v ACN
500 5 1 AK v ACN
250 2,5 1 ACN

* jzhodni parametri

V nadaljevalnem delu smo uporabljali optimizirano metodo R:

V centrifugirko natehtamo NaBHy, jo za$¢itimo pred svetlobo 7 aluminijasto folijo in
vanjo odpipetiramo 2 ml heksanske faze. Maso reducenta preracunamo za vsak izdelek
posebej. Pri tem upostevamo predpis, ki pravi, da za 2 ml vzorca s koncentracijo 250 mg/I
Q10 uporabimo 2,5 mg NaBHas. Npr. za kapsulo, ki vsebuje 30 mg Q10, raztopljeno v

100-ml bucki, natehtamo 3 mg reducenta.
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Nato dodamo 1 ml MeOH, vorteksiramo 3 minute in pustimo stati 5 minut. Dodamo 1 ml
0,1 M raztopine EDTA v MQ in vorteksiramo 30 s. Sledi centrifugiranje pri 25 °C in
4000 g, ki traja 3 minute. V mikrocentrifugirko odpipetiramo 500 ul heksanske faze z rQ10
in susimo pod tokom dusika pri 40 °C do suhega (15 minut). Suhemu ostanku dodamo
1 ml ACN. Soniciramo 2 minuti, nato pa Se vorteksiramo 30 s. Pripravljen vzorec

prenesemo v vialo in takoj analiziramo.

Kromatografski pogoji za kvantitativno vrednotenje vsebnosti rQ10, 0Q10 in
skupnega Q10:

- kolona: Luna C18 150x4,6 mm, 5 um

- predkolona: Luna C18 4x3,0 mm

- mobilna faza: ACN:THF:MQ = 50:45:5 (V/V/V)

- pretok mobilne faze: 1 ml/min

- temperatura kolone: 25 °C

- valovna dolzina detekcije: 280 nm

- volumen injiciranja: 20 pl

- temperatura avtomatskega vzorcevalnika: 25 °C

Retencijski ¢as rQ10 je bil priblizno 6,7 minute, retencijski ¢as 0Q10 pa priblizno

7,2 minute. Cas analize je bil 10 minut.

3.2.3 Vrednotenje instrumentalne HPLC metode

Priprava raztopin za vrednotenje instrumentalne HPLC metode

Za analizo 0Q10 smo pripravili izhodno raztopino standarda Q10 (vsebuje samo 0Q10) v
n-heksanu s koncentracijo 225 mg/l, ki je predstavljala 100 %. Nato smo izhodno raztopino
ustrezno red¢ili z n-heksanom v mikrocentrifugirke, kot je predstavljeno v Preglednici VI.
Pripravljene raztopine smo susili pod tokom dusika pri 40 °C do suhega (15 minut).
Posusenim ostankom smo dodali 1 ml ACN, jih sonicirali 2 min, nato pa $e vorteksirali 30 s.
Raztopine smo prenesli v viale in analizirali. Kontrolne vzorce razli¢nih koncentracij (QChr,

QCwm in QCy) smo pripravili v 3 paralelah.
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Preglednica VI: Priprava raztopin z 0Q10 za vrednotenje instrumentalne metode

5 Koncentracija VVolumen odpipetirane Volumen
Koncentracija . . o
0Q10 v raztopini raztopine 0Q10 s odpipetiranega
0Q10 [%] . .
zaanalizo [mg/l]  koncentracijo 225 mg/l [ul]  n-heksana [ul]
100 225 1000 0
90 (QCw) 203 900 100
80 180 800 200
60 135 600 400
50 113 500 500
40 (QCw) 90 400 600
30 68 300 700
20 (QCvL) 45 200 800
10 23 100 900
5 11 50 950

QC vzorce smo pripravili v 3 paralelah

Za analizo rQ10 smo pripravili izhodno raztopino standarda Q10 (vsebuje samo 0Q10) v
n-heksanu s koncentracijo 200 mg/l. 1zvedli smo redukcijo izhodne raztopine po postopku
optimizirane metode R. Uporabili smo sorazmerno veéje koli¢ine reagentov: 6 ml izhodne
raztopine standarda Q10 v n-heksanu s koncentracijo 200 mg/l, 6 mg NaBH4, 3 ml MeOH
in 3 ml 0,1 M raztopine EDTA v MQ. V mikrocentrifugirke smo odpipetirali razlicne
volumne heksanske faze z rQ10, kot je navedeno v Preglednici VI, in jih susili pod tokom
dusika pri 40 °C do suhega (15 minut). Posusenim ostankom smo dodali 1 ml ACN, tako da
smo dobili raztopine rQ10 z ustreznimi koncentracijami, ki so navedene v Preglednici VII.
Raztopine smo sonicirali 2 minuti, nato pa Se vorteksirali 30 s. Pripravljene vzorce smo
prenesli v viale in jih takoj analizirali. Kontrolna vzorca (QCwm in QCL) smo pripravili v 3

paralelah.

Preglednica VII: Priprava raztopin z rQ10 za vrednotenje instrumentalne metode
Koncentracija Koncentracija rQ10 v Volumen odpipetirane raztopine

rQ10 [%]  raztopini za analizo [mg/l]  rQ10 s koncentracijo 200 mg/l [uL]

100 200 1000
75 150 750
63 125 625
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50 (QCw) 100 500
38 75 375
25 50 250
13 (QCL) 25 125
5 10 50

QC vzorce smo pripravili v 3 paralelah

Selektivnost

V kromatografski sistem smo injicirali raztopine, ki smo jih uporabili v zadnjem koraku
priprave vzorcev za analizo (ACN, EtOH), raztopino standarda 0Q10 v ACN in raztopino
reduciranega standarda Q10 v ACN. Njihove kromatograme smo prekrili in preverili, ali so
pri retencijskih ¢asih obeh oblik Q10 prisotne interference.

Linearnost

Dolocili smo umeritveno premico odvisnosti odziva analita (AUC - povrSina pod
kromatografskim vrhom) od njegove koncentracije, posebej za 0Q10 in rQ10. Kot mejo
sprejemljivosti smo postavili R? > 0,999.

Tocnost

Za dolocanje tocnosti smo uporabili kontrolne vzorce (QC) razli¢nih koncentracij. Za
vrednotenje to¢nosti 0Q10 smo pripravili QC vzorce treh razli¢nih koncentracij (20 %, 40 %
in 90 % izhodne raztopine), za vrednotenje to¢nosti rQ10 pa QC vzorca dveh koncentracij
(13 % in 50 % izhodne raztopine). Priprava vzorcev je podrobneje opisana zgoraj ter v
Preglednicah VIin VII. Vsak QC vzorec smo pripravili v 3 paralelah. To¢nost smo izracunali
po Enacbi 1 za vsako obliko Q10 posebej. Za mejo sprejemljivosti smo postavili 100 + 5 %.

Enacba 1

. Cizracunana
Tocnost [%] = — X 100 %

Cnominalna

Cizracunana - - - koncentracija Q10, izracunana iz enacbe umeritvene premice (Sliki 2 in 3)

Cnominalna - .. dejanska koncentracija Q10 v raztopini

Natancnost
Natan¢nost smo dolo¢ali na nivoju znotraj-dnevne ponovljivosti, ki smo jo izrazili z

relativnim standardnim odklonom (RSD). Uporabili smo rezultate QC vzorcev, ki smo jih
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uporabili Ze pri dolocanju to¢nosti (opisano zgoraj). Vsak QC vzorec smo pripravili v 3
paralelah. RSD smo izracunali po Enacbi 8, zapisani v poglavju 3.4.1. Za mejo

sprejemljivosti smo postavili RSD <5 %.
3.3 Vrednotenje vsebnosti in stabilnosti Q10 v izdelkih

3.3.1 Vsebnost Q10v izdelkih

V skladu s postopkom Ekstrakcije Q10 iz kapsule, opisanim v poglavju 3.2.2, smo iz vsakega
izmed 10 izbranih izdelkov (med izdelki D smo testirali izdelek D1) pripravili 3 raztopine,
vsako iz 1 enote (kapsule) posameznega izdelka. Nato smo iz vsake raztopine pripravili
vzorec z metodama P in O (opisani v poglavju 3.2.2) in ga analizirali na sistemu HPLC.
Vsak vzorec smo pripravili v 3 paralelah.

Iz vsake meritve vzorca smo izracunali 3 razli¢ne vsebnosti Q10 in sicer vsebnost 0Q10,
rQ10 in skupnega Q10. Vsebnost 0Q10 in rQ10 smo izracunali s pomoc¢jo enacb umeritvenih
premic, ki smo ju dolocili pri preverjanju linearnosti instrumentalne metode (enacbi sta
navedeni na Slikah 2 in 3 v poglavju 4.2). Izrazili smo jo tako, kot je navedena na ovojnini
izdelkov (masa Q10 v mg v 1 kapsuli). Ena¢bo 2 smo uporabili za izraéun vsebnosti 0Q10,
Enacbo 3 pa za izracun vsebnosti rQ10. Pri metodi R je bil zaradi drugacnega postopka
priprave vzorca drugafen faktor redCenja. Vsebnost skupnega Q10 smo izracunali z
Enacbo 4, tako da smo seSteli vsebnosti obeh oblik Q10, izracunanih iz rezultatov meritve

istega vzorca (iz Enacb 2 in 3).

Enacba 2

AUC,+ 20,182
mg - ‘
vsebnost 0Q10 [ /kapsulo] - 18,337 x B

AUGC, ... povrsina pod kromatografskim vrhom 0Q10
Fr ... faktor red¢enja; metodi P in O: Fr = 0,4; metoda R: Fr = 0,2

Enacbha 3

AUC-+ 0,4495

mg —
vsebnost rQ10 [ /kapsulO] - 3,6219 x Fr

AUC, ... povrsina pod kromatografskim vrhom rQ10
Fr ... faktor red¢enja; metodi P in O: Fr = 0,4; metoda R: Fr = 0,2
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Enacba 4
vsebnost skupnega Q10 [mg/kapsulo] = vsebnost 0Q10 + vsebnost rQ10

Vsebnosti Q10 smo uporabili za izracun povprecij (AVE) in RSD, Kkar je podrobneje opisano
v poglavju 3.4 Statisticna obdelava podatkov. Za primerjavo vsebnosti 0Q10, rQ10 in
skupnega Q10 z navedeno vsebnostjo Q10 v testiranih izdelkih smo uporabili povprecje

vsebnosti vzorcev, pripravljenih z_metodo P iz razli¢nih enot (kapsul) istega izdelka

(Enacbi 11 in 13). Ujemanje vsebnosti Q10 z navedeno smo izrazili z deleZzem vsebnosti
Q10 glede na navedeno vsebnost. Za vsak izdelek smo izracunali 2 razli¢na deleza. Z
Enac¢bo 5 smo izracunali ujemanje izmerjene vsebnosti tiste oblike Q10, ki je bila navedena
na ovojnini izdelka. Z Enac¢bo 6 smo izracunali ujemanje izmerjene vsebnosti skupnega Q10.
Rezultate smo vrednotili s Kriteriji, zapisanimi v USP, po katerih mora biti vsebnost Q10 v
mehkih in trdih kapsulah med 90,0 % in 115,0 % navedene vrednosti (2).

Enacba 5

AVE
Delez navedene oblike Q10 [%] = X 100 %
navedena vsebnost

AVE ... povprec¢je vsebnosti 0Q10 oz. rQ10 vzorcev, pripravljenih iz raztopin istega
izdelka (Enacba 13)

navedena vsebnost ... vsebnost Q10, ki je navedena na ovojnini izdelka (Preglednica I11)

Enacba 6

AVEg
Delez 10 [%] = x 1009
elez skupnega Q10 [%] navedena vsebnost 00%

AVEs ... povprecje vsebnosti skupnega Q10 vzorcev, pripravljenih iz raztopin istega
izdelka (Enacba 11)

navedena vsebnost ... vsebnost Q10, ki je navedena na ovojnini izdelka (Preglednica I11)

3.3.2 Primerjava analiznih metod

Za primerjavo analiznih metod smo izbrali 6 izdelkov z razli¢nimi vsebnostmi 0Q10 in rQ10.
Razdelili smo jih v 3 skupine:
- visoka vsebnost 0Q10: izdelka A in C
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- srednja vsebnost 0Q10 in rQ10: izdelka B in D1
- nizka vsebnost 0Q10 oz. visoka vsebnost rQ10: izdelka I in J

Ker smo vsebnost vsem 6 izbranim izdelkom Ze izmerili z metodama P in O (opisano v
poglavju 3.3.1), smo za primerjavo analiznih metod uporabili kar iste podatke (zbrani v
poglavju 4.3 Vsebnost Q10 v izdelkih). 1z vsake izmed treh pripravljenih raztopin iz
razli¢énih enot posameznega izdelka, ki smo jih pripravili za ugotavljanje vsebnosti Q10
(opisano v poglavju 3.3.1), smo pripravili $¢ vzorce z metodo R (opisana v poglavju 3.2.2),
vsakega v 2 paralelah. Analizne metode smo primerjali s statisticnim testom, opisanim v
poglavju 3.4.2. Dodatno smo preverili ponovljivost priprave vzorca (poglavje 3.4.2; RSDwm
—Enacba 10).

Izbrali smo en izdelek iz vsake skupine, kateremu smo merili vsebnost skupnega Q10 z
vsemi 3 metodami tudi v naslednjih ¢asovnih tockah pospesene stabilnostne Studije (opisano
v poglavju 3.3.3), da bi dodatno potrdili enakovrednost uporabljenih metod za izra¢un

vsebnosti skupnega Q10.

3.3.3 Stabilnost Q10 v izdelkih

Povprecja vsebnosti skupnega Q10 v izbranih izdelkih, ki smo jih izmerili 0z. izra¢unali v
prvem delu naloge (AVEs - Enac¢ba 11; rezultati so v poglavju 4.3), smo uporabili kot prvo
0z. izhodi$¢no Casovno to¢ko pospesene stabilnostne Studije (O tednov). Po opravljenih
meritvah smo izdelke v njihovi originalni primarni in sekundarni ovojnini postavili v
klimatsko komoro, v kateri je bila nastavljena temperatura 40 °C in relativna vlaznost 75 %.
Iz vsakega izdelka smo v vsaki naslednji ¢asovni tocki (2, 4, 8 in 12 tednov) po postopku
Ekstrakcije Q10 iz kapsule, opisanem v poglavju 3.2.2, pripravili 2 raztopini, vsako iz 1
kapsule istega pripravka. 1z teh raztopin smo pripravili vzorce z metodama O in P, trem
izdelkom pa tudi z metodo R (izbrali smo po en izdelek iz vsake skupine: A, D1 in J). Vsak
vzorec smo pripravili v 3 paralelah. Vsebnosti 0Q10, rQ10 in skupnega Q10 smo izracunali
z Enacbami 2, 3 in 4, iz teh pa nato Se povprecja za vsak izdelek (AVEs — Enacba 11, AVE
— Enacba 13). Izracunali smo tudi deleze Q10 glede na navedene vsebnosti v izdelkih z
Enacbama 5 in 6.

V vsaki ¢asovni tocki smo preverili stabilnost obeh oblik Q10 in skupnega Q10. Stabilnost
Q10 smo izrazili kot delez vsebnosti Q10 v vsaki ¢asovni tocki glede na zacetno vsebnost

Q10, ki smo jo izmerili v izhodi$¢ni casovni to¢ki. Uporabili smo Enacbo 7.
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Enacba 7

5 ) ] AVE (10 v posamezni Casovni tocki
Delez vsebnosti Q10 (stabilnost)[%] = V — x 100 %
AVEQ10 v 1.casovni tocki

AVEqpo ... povpredje vsebnosti Q10 vzorcev, pripravljenih iz raztopin istega izdelka;
za vrednotenje skupnega Q10: AVEs (povprecje vsebnosti skupnega Q10; Enacba 11)
za vrednotenje 0Q10 oz. rQ10: AVE (povpreéje vsebnosti 0Q10 oz. rQ10; Enacba 13)

Dodatno smo zeleli preveriti, ali se vsebnost 0Q10 v izdelkih z AK zniza tudi pri
shranjevanju v predvidenih pogojih shranjevanja (pri sobni temperaturi in relativni
vlaZnosti). Zato smo analizirali Se 2 izdelka D (D2, D3), ki sta bila iz drugih serij proizvodnje
in sta v ¢asu testiranja imela pretec¢en rok uporabnosti. Vzorce iz teh izdelkov smo pripravili
na enak nacin kot vzorce ostalih izdelkov v pospeseni stabilnostni studiji (opisano zgoraj).
Tako smo dobili podatke o vsebnosti Q10 v 3 enakih izdelkih z razli¢nim datumom izdelave
(D1, D2 in D3; rok uporabnosti je 2 leti (78)). Izdelek D1, kateremu smo Ze izmerili vsebnost
Q10 v izhodis¢ni ¢asovni tocki (poglavje 3.3.1), je bil v Casu testiranja Se znotraj roka
uporabnosti (6 mesecev do njegovega izteka 0z. 18 mesecev po izdelavi), izdelek D2 je imel
rok uporabnosti pretecen za 6 mesecev (30 mesecev po izdelavi), izdelek D3 pa za 9 mesecev
(33 mesecev po izdelavi). V primerjavo smo vkljudili $e rezultate vsebnosti izdelka D1 v

zadnji ¢asovni tocki pospesene stabilnostne Studije (12 tednov).

3.4 Statisticna obdelava podatkov

Rezultate smo grafi¢no prikazali s programom MS Excel 2013.

3.4.1 Vrednotenje instrumentalne HPLC metode

Umeritveni premici s pripadajodim R? za 0Q10 in rQ10, ki smo ju uporabili pri preverjanju
linearnosti metode v poglavju 3.2.3 in izracunu vsebnosti Q10 v poglavju 3.3, smo dolo¢ili
z linearno regresijo v programu MS Excel 2013.

Natan¢nost smo preverjali z RSD-ji rezultatov meritev vseh paralel posameznega QC

vzorca. RSD smo izracunali s programom MS Excel 2013 z Enacbo 8.

Enacba 8

SD

SD ... standardni odklon vsebnosti Q10 v QC vzorcu
AVE ... povpregje vsebnosti Q10 v QC vzorcu
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3.4.2 Vsebnost Q10 v izdelkih in preverjanje analiznih metod

1z vsebnosti Q10 (Enacbe 2, 3 in 4) smo izra¢unali AVE in RSD. Parametra smo izracunali
iz razli¢nih skupin podatkov, ker smo ju uporabili za razliéne namene (izra¢un vsebnosti
Q10 v izdelku, dodatno preverjanje ponovljivosti priprave vzorca in homogenosti vsebnosti

skupnega Q10 v razli¢nih enotah izdelka).

Vsebnost skupnega Q10 v enoti izdelka

Iz rezultatov meritev vsebnosti skupnega Q10 (Enacba 4) vseh paralel vzorca, ki smo jih z
eno metodo (P, O in R) pripravili iz ene enote izdelka (po postopku, opisanem v poglavju
3.2.2), smo izracunali AVEwm (Enacba 9) in RSDwm (Enacba 10). To smo naredili za vse

vzorce, pripravljene iz posameznih raztopin vseh 10 testiranih izdelkov.

Tako izraCunana povpre¢ja smo uporabili za preverjanje, ali z uporabljenimi metodami
dobimo primerljive vsebnosti skupnega Q10 v pripravljenih vzorcih (Primerjava analiznih
metod v poglavju 3.3.2, rezultati so v Preglednici XII in na Sliki 8).

Vrednosti RSD smo uporabili za preverjanje ponovljivosti priprave vzorca z metodami P, O
in R za merjenje vsebnosti skupnega Q10 (Preglednica XII). Za mejo sprejemljivosti smo
postavili RSD <5 %.

Enacba 9
x1+x2+-+xp
n

AVEy =

AVEw ... povprecje vsebnosti skupnega Q10 vzorcev, pripravljenih iz iste raztopine
X ... vsebnost skupnega Q10 v posameznem vzorcu (Enacba 4)

n ... Stevilo paralel vzorca; metodi P in O: n =3, metoda R: n=2

Enacba 10

SDp
AVEpy

SDw ... standardni odklon vsebnosti skupnega Q10 vzorcev, pripravljenih iz iste raztopine

RSDy [%] = X 100 %

AVEw ... povprecje vsebnosti skupnega Q10 vzorcev, pripravljenih iz iste raztopine (Enacba 9)

Vsebnost skupnega Q10 v izdelku

Vsebnosti skupnega Q10 (Enacba 4), ki smo jih izmerili vsem paralelam vzorcev,
pripravljenih z eno metodo (P, O in R) po postopku, opisanem v poglavju 3.2.2, iz razli¢nih
enot istega izdelka, smo uporabili za izracun AVEs (Enacba 11) in RSDs (Enacba 12). To
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smo naredili za vseh 10 testiranih izdelkov.

Tako izraCunana povpre¢ja smo uporabili za izracun ujemanja vsebnosti skupnega Q10 z
navedenimi vsebnostmi Q10 (Enacba 6).

RSD-je, izracunane iz vzorcev, pripravljenih iz razli¢nih enot izdelka (RSDs; Enacba 12),
smo primerjali z RSD-ji vzorcev, pripravljenih iz iste enote izdelka (RSDwm; Enacba 10). S
tem smo preverili, ali je ponovljivost priprave vzorca dovolj velika glede na variabilnost

vsebnosti skupnega Q10 v razli¢nih enotah posameznega izdelka.

Enacba 11

X]+x2+ - +x
AvEg = T1 772 n

n

AVEs ... povprecje vsebnosti skupnega Q10 vzorcev, pripravljenih iz raztopin istega izdelka
X ... vsebnost skupnega Q10 v posameznem vzorcu (Enacba 4)

n ... Stevilo paralel vzorca; 1. ¢asovna tocka: metodi P in O: n=9, metoda R: n=6
naslednje ¢asovne tocke: n=6

Enacba 12

SDg
RSDg [%] = AVEs x 100 %

SD:s ... standardni odklon vsebnosti skupnega Q10 vzorcev, pripravljenih iz raztopin

istega izdelka

AVEs ... povprecje vsebnosti skupnega Q10 vzorcev, pripravljenih iz raztopin istega izdelka
(Enacba 11)

Vsebnost 0Q10 in rQ10 v izdelku
Vsebnosti 0Q10 in rQ10 (Enacbi 2 in 3), ki smo jih izmerili vsem paralelam vzorcev,

pripravljenih z metodo P (po postopku, opisanem v poglavju 3.2.2) iz razli¢nih enot istega

izdelka, smo uporabili za izratun AVE (Enacba 13). To smo naredili za vseh 10 testiranih
izdelkov. Tako izraGunana povpre¢ja smo uporabili za izraCun ujemanja vsebnosti 0Q10 in

rQ10 z navedenimi vsebnostmi posamezne oblike Q10 (Enacba 5).

Enacba 13
xX1+x2++2xpn

AVE =
n

AVE ... povpre¢je vsebnosti 0Q10 oz. rQ10 vzorcev, pripravljenih iz raztopin istega izdelka
X ... vsebnost 0Q10 oz. rQ10 v posameznem vzorcu (Enacba 2 0z. 3)

n ... Stevilo paralel vzorcev; 1. asovna tocka: n = 9, naslednje ¢asovne tocke: n=6
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Statisti¢ni test za primerjavo analiznih metod

Izra¢unana povprecja vsebnosti skupnega Q10 v vzorcih, pripravljenih z vsemi izbranimi
metodami (po postopku, opisanem v poglavju 3.2.2), smo primerjali, da bi ugotovili, ali z
uporabljenimi metodami dobimo primerljive rezultate. Zato smo s programom MS Excel
2013 izvedli statisti¢ni test enofaktorska analiza variance (ANOVA: Single Factor).

Pri vsakem izmed 6 izbranih izdelkov (A, B, C, D1, I, J) smo med seboj primerjali 3 skupine
meritev. Vsaka skupina je predstavljala rezultate vsebnosti skupnega Q10, izmerjene s
posamezno metodo (P, O in R). Ker smo analizirali 3 kapsule posameznega pripravka, smo
v vsaki skupini imeli 3 vrednosti AVEwm (povprec¢ja paralel vzorcev, pripravljenih iz ene
enote izdelka; Enacba 9).

Enak statisti¢ni test smo naredili $e s podatki vseh izdelkov hkrati. Tako smo v posamezni
skupini (P, O in R) dobili 18 vrednosti (po 3 vrednosti od vsakega izmed 6 izdelkov).
Vsebnosti skupnega Q10, izrazene v mg, S0 se med izdelki zelo razlikovale. Zato smo za ta
test vrednosti AVEwm, ki smo jih uporabili pri statisticnem testu, opisanem v prejSnjem
odstavku, normirali na tisto vsebnost, ki je bila znotraj posamezne enote izdelka najvisja.
Npr. ¢e smo med vzorci, Ki so bili pripravljeni iz raztopine ene enote izdelka, izmerili
najvi§jo AVEwm Vv vzorcu, pripravljenem z metodo P, je to AVEwm predstavljalo 100 %.
Rezultate vzorcev iz iste raztopine, pripravljene z ostalima dvema metodama, pa smo
normirali na teh 100 %.

Izra¢unano p-vrednost smo primerjali z vrednostjo a, ki je bila 0,05. Ce je bila p-vrednost
nizja od 0,05, smo s testom dokazali statisti¢no znacilno razliko med metodami. Ce je bila
p-vrednost vi§ja od 0,05, pa razlike med metodami niso bile statistiéno znacilne in lahko

zaklju¢imo, da z njimi dobimo primerljive rezultate.

4 REZULTATI IN RAZPRAVA

Namen eksperimentalnega dela je bil kvantitativno ovrednotiti vsebnost Q10 in njegovo
stabilnost v izbranih izdelkih s tremi razli¢nimi metodami, ki so bile Ze predhodno razvite v
laboratoriju, ter pokazati, da z izbranimi metodami dobimo primerljive vsebnosti skupnega
Q10. Vsebnost posamezne oblike Q10 lahko izmerimo samo z metodo P, z vsemi
uporabljenimi metodami pa lahko izmerimo vsebnost skupnega Q10. Pri metodi O
oksidiramo rQ10, ¢e je prisoten V vzorcu, in tako skupen Q10 izmerimo v obliki 0Q10. Pri
metodi R pa morebiten 0Q10 v vzorcu reduciramo in tako skupen Q10 izmerimo v obliki
rQ10.
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Najprej smo preskusili, ali so vse 3 metode primerne za vzorce, pripravljene iz izbranih
izdelkov, in jih glede na dobljene rezultate $e izboljsali. V nadaljevanju eksperimentalnega
dela smo optimizirane metode uporabili za testiranje ve¢jega Stevila izdelkov. Izmerili smo
jim vsebnosti 0Q10, rQ10 in skupnega Q10. Preverili smo, ali z uporabo teh metod dobimo
primerljive rezultate vsebnosti skupnega Q10. Na koncu smo izvedli se pospeseno Studijo
stabilnosti pri povisani temperaturi in relativni vlaznosti, s katero smo preverili ugotovitve
o stabilnosti Q10 v izbranih izdelkih in vplivu AK na stabilnost 0Q10, ki smo jih opazili na

podlagi izvedenih meritev vsebnosti Q10.

4.1 Optimizacija analiznih metod

Da bi preverili, ali so izbrane metode primerne za ugotavljanje vsebnosti Q10 v izbranih
izdelkih, smo izmerili vsebnost skupnega Q10 v enem izdelku (D3). Uporabili smo metode,
ki so bile Ze predhodno razvite v laboratoriju in so opisane v poglavju 3.2.2. Z metodo P smo
dobili pricakovane rezultate (ugotovljena vsebnost skupnega Q10 je bila enaka navedeni), z
drugima dvema metodama pa nismo dosegli uspesne oksidacije oz. redukcije Q10 v vzorcih.
Zato smo spremenili nekatere parametre, da bi postopek izvedbe slednjih dveh metod
izboljsali.

Spremljani parametri in rezultati optimizacije metode O so predstavljeni v Preglednici VIII.
Preskusili smo drugo topilo ter razli¢ne koncentracije in vira oksidanta (Fe-ioni). Iz izkusen;j
v laboratoriju smo se najprej odlo¢ili za nizjo koncentracijo oksidanta in kot topilo uporabili
ACN (0,01 % FeCls v ACN). Nato smo preskusili $e nizje in vi§je koncentracije oksidanta
in raztopino FeSO4x7H>O v ACN, vendar nismo dosegli kvantitativne oksidacije Q10.
Boljse rezultate smo dobili, ko smo kot topilo, v katerem je raztopljen oksidant, uporabili

brezvoden EtOH, saj smo praktiéno celoten Q10 uspeli oksidirati z 0,01 % raztopino Fe®*

(iz FeCl3) v EtOH. V nadaljnjem eksperimentalnem delu smo uporabljali izboljsano

metodo O.

Preglednica VIII: Rezultati optimizacije metode O

) Koncentracija ~ Koncentracija FeCls ) ) Delez 0Q10
Topilo ) Vir Fe-ionov
Fe-ionov [%] 0z. FeSO4x7H20 [%] [%] (n=4)
ACN 0,0001 0,0003 FeCls 3,9
ACN 0,001 0,003 FeCls 5,7
ACN* 0,003* 0,01* FeCls* 12,9*
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ACN 0,03 0,1 FeCls 1,2
ACN 0,1 0,3 FeCls 0,0
ACN 0,01 0,05 FeSO4x7H.0 5,0
EtOH 0,01 0,03 FeCls 99,8

* izhodni parametri

Z metodo R, ki je bila predhodno razvita v laboratoriju in je opisana v poglavju 3.2.2, nismo

uspeli reducirati vsega Q10 (le 93,6 % skupnega Q10). Zato smo preskusili vpliv razli¢nih

parametrov na uspe$nost redukcije. Spreminjali smo razmerje med reagenti in topilo za

raztapljanje suhega ostanka. Spremljani parametri in rezultati optimizacije metode R so

zbrani v Preglednici IX. Najvecji delez rQ10 smo dosegli z zamenjavo topila za raztapljanje

posusenih ostankov in sicer smo namesto raztopine AK v ACN uporabili samo ACN. V

nadaljnjem eksperimentalnem delu smo uporabljali izboljSano metodo R.

Preglednica IX: Rezultati optimizacije metode R

. Masa  Volumen MeOH = Topilo za
Koncentracija o Delez rQ10
NaBH4 volumen 0,01 M raztapljanje
Q10 [mg/1] : [%] (n=2)
[mg] raztopine EDTA [mI]  suhega ostanka
250* 2,5* 1* AK v ACN* 93,6*
250 10 4 AK v ACN 92,8
1000 10 4 AK v ACN 95,3
500 5 1 AK v ACN 94,5
250 2,5 1 ACN 98,3

* jzhodni parametri

4.2 Vrednotenje instrumentalne HPLC metode

Celotna validacija instrumentalne HPLC metode je bila ze izvedena v skladu s smernicami

ICH (Mednarodna konferenca o usklajevanju tehni¢nih zahtev za registracijo zdravil za

uporabo v humani medicini) (66). Zato smo preverili le nekatere parametre (selektivnost,

linearnost, to¢nost in natan¢nost). Zeleli smo potrditi, da je instrumentalna metoda ustrezna

za kvantitativno vrednotenje vsebnosti 0Q10, rQ10 in skupnega Q10 v vzorcih, pripravljenih

po razli¢nih postopkih. Delali smo po postopku, ki je opisan v poglavju 3.2.3.
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Selektivnost

S prekrivanjem kromatogramov topil za raztapljanje posusenih ostankov (ACN, EtOH) ter
standardov 0Q10 in rQ10 smo pokazali, da je selektivnost metode ustrezna, saj pri
retencijskih ¢asih Q10 in 0Q10 ni bilo interferenc. Prav tako v pripravljenih vzorcih
izdelkov ni bilo motecih spojin. Kromatogrami topil, standardov Q10 in izdelka D1 so v

poglavju Priloge.

Linearnost

Za obe obliki Q10 smo potrdili linearnost, saj je bil R? pri obeh vedji od 0,999. Rezultati so
bili linearni v celotnem koncentracijskem obmocju, znotraj katerega sSmo analizirali vzorce
(za0Q10: 10 — 225 mg/l, zarQ10: 10 — 200 mg/l). Premici sta skupaj z njunimi enacbami in

vrednostmi R? predstavljeni na Slikah 2 in 3.
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R =0,9999
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Slika 2: Umeritvena premica za 0Q10
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Slika 3: Umeritvena premica za rQ10

37



Tjasa Steiner Magistrska naloga

Tocnost in natan¢nost
Pri obeh oblikah Q10 sta bili to¢nost in natan¢nost ustrezni (vrednosti kontrolnih vzorcev
QC so bile pri to¢nosti znotraj = 5 % nominalne koncentracije, pri natanénosti je bil RSD

nizji od 5 %). Rezultati so zbrani v Preglednici X.

Preglednica X: To¢nost in natan¢nost (RSD) instrumentalne metode

Tocnost [%] Tocnost [%] Tocnost [%]

RSD [%]
QCy QCz QCs

QCL 95,3 101,3 99,3 3,1
0Q10 QCwm 99,8 98,3 99,8 0,9

QCHx 100,2 101,7 101,4 0,8

QCL 97,2 100,0 98,8 1,4
rQ10

QCwm 99,5 95,2 99,9 2,7

QC ... kontrolni vzorec nizke (L), srednje (M) in visoke (H) koncentracije

4.3 Vsebnost Q10 v izdelkih
Izbrali smo 10 izdelkov, ki jih lahko kupimo v Sloveniji, in imajo navedeno, da vsebujejo
0Q10 (navedeno kot "ubidekarenon™, "ubikinon™ ali "koencim Q10") oz. rQ10 (navedeno
kot "ubikinol™). 1zdelek D je zdravilo, ostali so prehranska dopolnila. Vsi so predstavljeni v
Preglednici I11. 1zbrane izdelke smo razdelili na 2 skupini:

- izdelka z navedenim rQ10 (I, J)

- izdelki z navedenim 0Q10: (i) izdelki z navedeno AK (D1, E, F, G, H)

(ii) izdelki brez AK (A, B, C).

Vsem izdelkom smo izmerili vsebnost skupnega Q10 in vsebnost posameznih oblik Q10 po
postopku, opisanem v poglavju 3.3.1. Polozaj 0Q10 na kromatogramu vzorca smo potrdili s
primerjanjem kromatogramov vzorca in standarda Q10 (vsebuje samo 0Q10), ki smo ju
analizirali pod enakimi pogoji. Preverili smo ujemanje izmerjene vsebnosti 0Q10, rQ10 in
skupnega Q10 z navedenimi vsebnostmi na zunanji ovojnini izdelkov (Enacbi 5 in 6).
Zanimalo nas je, ali je rQ10 dovolj stabilna v izdelkih, ki imajo navedeno, da vsebujejo samo
rQ10, saj velja za manj stabilno obliko Q10 (22). S primerjavo rezultatov vsebnosti 0Q10 v
izdelkih z navedenim 0Q10 z AK in brez nje smo zeleli pokazati, da AK v izdelku poveca

nestabilnost 0Q10. To so namre¢ opazili ze v drugih raziskavah (54, 58, 79).
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V Preglednici XI vidimo rezultate ujemanja izmerjene vsebnosti Q10 z navedeno. Ce

upostevamo mejo 90,0 — 115,0 %, je bila vsebnost navedene oblike Q10 ustrezna pri 4 od

10 izdelkov. Vsebnost skupnega Q10 je bila ustrezna pri 6 izdelkih od 10. Neustreznost

vsebnosti skupnega Q10 smo opazili samo pri prehranskih dopolnilih, kjer je bila v enem
izdelku vsebnost bistveno visja (166,0 %), v drugih pa nekoliko nizja (82,5 - 88,1 %) od

navedene. Rezultati se ujemajo s podatki iz literature, kjer so med prehranskimi dopolnili s

Q10 opazili velik razpon vsebnosti skupnega Q10 (0 — 165 %) (27, 57). Rezultati ujemanja

vsebnosti z navedeno so boljsi, ¢e gledamo skupen Q10 in ne samo navedene oblike.

Preglednica X1: Vsebnost Q10 v izdelkih, izmerjena z metodo P (n = 9)

Navedena Vsebnost Delez Vsebnost Deles
Oznaka vsebnostin  navedene oblike navedene skupnega Q10
skupnega
izdelka oblika Q10 Q10 [mg/kapsulo]  oblike [mg/kapsulo] 010 [%]
[ma/kapsulo] AVE £ SE Q10 [%] AVEs + SE

50; 0Q10 46,1+0,2 92,2 46,8 +0,2 93,7

B 30; 0Q10 252+0,1 84,2 49,8 +0,2 166,0

50; 0Q10 47,0+ 0,7 94,0 51,7+0,6 103,4

D1 30; 0Q10 8,7+0,1 29,1 31,3+0,2 104,3

E 30; 0Q10 10,2+0,1 34,0 30,0+ 0,4 100,1

F 30; 0Q10 24,7+ 0,4 82,3 24,7+ 0,4 82,5

G 10; 0Q10 86+12 86,1* 8,7+0,1 86,6*

H 30; 0Q10 21,8+ 04 73,4 26,4+ 0,4 88,1

I 30; rQ10 30,5+0,1 101,7 32,0+£0,1 106,8

J 50; rQ10 52,5+0,5 105,1 54,6 +£0,5 110,6

AVE ... povpreéje vsebnosti 0Q10 oz. rQ10 v vzorcih, pripravljenih iz raztopin istega izdelka

AVEs ... povpredje vsebnosti skupnega Q10 v vzorcih, pripravljenih iz raztopin istega izdelka

SE ... standardna napaka meritev

* jzdelek smo testirali 1 mesec po izteku njegovega roka uporabnosti

krepko so oznacene vrednosti, ki so izven mej po USP (90,0 - 115,0 %)

V nadaljevanju je predstavljena bolj podrobna analiza rezultatov vsebnosti Q10 v izbranih

izdelkih, razdeljenih glede na navedeno obliko Q10 in prisotnost AK.
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4.3.1 lzdelka z navedenim rQ10

Testirali smo 2 izdelka, ki imata navedeno, da vsebujeta le rQ10 (I in J). Oba sta vsebovala
priblizno 100 % navedene oblike, kar lahko vidimo na Sliki 4. Rezultati so bili malo
nepri¢akovani, saj je znano, da se rQ10 hitro oksidira v 0Q10 (22). O¢itno je rQ10 v obeh
izdelkih ustrezno stabilizirana, tudi v izdelku J, ki ne vsebuje AK. Da bi potrdili stabilnost
rQ10 v izdelkih, smo v nadaljevanju izvedli pospeSeno stabilnostno $tudijo, v kateri bi prej

opazili nestabilnost kot pri sobnih pogojih.

100 . —
80 | - -

60 ] A

Delez 1Q10
glede na navedeno vsebnost [%]

0 N —

izdelek I izdelek J
Slika 4: Delez rQ10 glede na navedeno vsebnost v izdelkih z navedeno rQ10

4.3.2 lzdelki z navedenim 0Q10
Na Sliki 5 so prikazani izdelki, ki imajo navedeno, da vsebujejo samo 0Q10. Med 8 izdelki

sta le 2 vsebovala vec¢ kot 90,0 % navedene oblike (A in C), 2 pa sta imela samo priblizno

tretjino navedene vsebnosti (D1 in E).
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100

Delez 0Q10
glede na navedeno vsebnost [%)]

A B C D1 E F G* H
Oznaka izdelka

* pretecen rok uporabnosti v ¢asu testiranja

Slika 5: Delez 0Q10 glede na navedeno vsebnost v izdelkih z navedeno 0Q10

Pri izdelkih v obliki mehkih kapsul (vsebina kapsule je oljnata raztopina) smo opazili razliko
med tistimi, ki vsebujejo AK (D1, E, H), in tistimi, ki ne vsebujejo AK (A, B, C), in sicer
imajo izdelki brez AK vecjo vsebnost 0Q10 (Slika 6). AK je reducent, zato bi lahko
zmanj$ala stabilnost 0Q10. Ostala 2 izdelka z navedeno 0Q10 in AK (F, G), ki vsebujeta
relativno veliko 0Q10, sta v obliki trdih kapsul (vsebina kapsul je v obliki prahu). AK v
trdnem agregatnem stanju pri sobni temperaturi verjetno nima velikega vpliva na stabilnost
Q10, saj je za potek reakcije ugodneje, ¢e so reaktanti ze raztopljeni. To bi lahko pojasnilo
relativno dobro stabilnost 0Q10 v izdelkih z AK v obliki trdih kapsul. Ugotovitev je skladna
s podatki iz literature, kjer so hitrejsi potek redukcije Q10 opazili v tekocih izdelkih, medtem
ko pri izdelkih v obliki trdih kapsul prakti¢no ni bilo sprememb (57). Da bi potrdili hipotezi
0 manjsi stabilnosti 0Q10 v prisotnosti AK in ve¢ji stabilnosti 0Q10 v trdih kapsulah, smo v
nadaljevanju eksperimentalnega dela izvedli pospeSeno Studijo stabilnosti pri visji

temperaturi in relativni vlaznosti.
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Delez 0Q10
glede na navedeno vsebnost [%]
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Izdelki brez AK Izdelki z AK

Slika 6: Delez 0Q10 glede na navedeno vsebnost v izdelkih v obliki mehkih
kapsul z navedeno 0Q10

4.3.3 Vsebnost skupnega Q10

Ceprav proizvajalci na izdelkih navajajo, da ti vsebujejo doloéeno obliko Q10, se za
vrednotenje vsebnosti Q10 v prehranskih dopolnilih po predpisin USP zahteva samo
merjenje vsebnosti skupnega Q10 (2). Na Sliki 7 so predstavljene izmerjene vsebnosti
skupnega Q10 v testiranih izdelkih. Kriterijem USP (90,0 — 115,0 %) je ustrezalo 6 izdelkov
od 10 (2). lzdelku G smo vsebnost izmerili 1 mesec po izteku roka uporabnosti, zato je
neustreznost deloma pri¢akovana. Kot smo videli Ze pri rezultatih v Preglednici XI, je
ujemanje z navedeno vsebnostjo vecje pri skupnem Q10 kot pri posamezni navedeni obliki
Q10. Ce po enakih kriterijih vrednotimo vsebnosti skupnega Q10, izdelka D1 in E ustrezata
postavljenim zahtevam vsebnosti Q10 (pri upostevanju navedene oblike Q10 je izdelek D1
vseboval 29,1 %, izdelek E pa 34,0 % navedene vsebnosti).

42



Tjasa Steiner Magistrska naloga

180
160

140

120

................................................................................................

100 —

................................................................................................

80 | -

Delez skupnega Q10
glede na navedeno vsebnost[%]

20 — —

A B C D1 E F G* H I J

"""" meje ustreznosti po USP * preteten rok uporabnosti v ¢asu testiranja

Slika 7: Delez skupnega Q10 glede na navedeno vsebnost v izdelkih

Sklepamo, da se obliki pretvarjata ena v drugo in zato se njuna skupna vsebnost ne spremeni
bistveno. Predpostavljamo, da AK kot reducent pospesi pretvarjanje 0Q10 v rQ10. Da bi
potrdili to hipotezo, smo v nadaljevanju izvedli pospeseno stabilnostno $tudijo, kjer smo
primerjali spreminjanje vsebnosti 0Q10 v izdelkih z in brez AK.

Pri razdelitvi izdelkov na 2 skupini na podlagi navedene vsebnosti 0Q10 in rQ10 smo tiste,
ki so imeli navedeno, da vsebujejo "koencim Q10" (B, E, F in G), uvrstili v skupino z
navedeno 0Q10, saj se ta izraz ve¢inoma uporablja kot sopomenka za 0Q10 (2, 8, 25). Ce pa
pod poimenovanjem "koencim Q10" upostevamo skupen Q10, torej zmes 0Q10 in rQ10,
izdelek E ustreza postavljenim kriterijem vsebnosti skupnega Q10. V primeru Q10, ko $e ni
sprejete enotne definicije, katero obliko mislimo s poimenovanjem "koencim Q10", lahko
proizvajalci prikrijejo nestabilnost posamezne oblike Q10, saj se vsebnost skupnega Q10
med njunim pretvarjanjem ne spremeni bistveno. Ampak ni vseeno, katera oblika Q10 je
prisotna v izdelku. Z vidika kakovosti izdelka 0z. njegove predstavitve je prisotnost
nenavedene oblike Q10 neustrezna in zavajajoca. Zaradi vecje bioloske uporabnosti je rQ10
bolj zazelena od pogosteje uporabljene 0Q10 (15, 16). Vendar je izdelava izdelkov z rQ10
zaradi slabse stabilnosti rQ10 med rokovanjem v primerjavi z 0Q10 zahtevnejSa in
posledi¢no tudi drazja (22). Vidimo, da je zelo pomembno pravilno in nedvoumno

oznacevanje snovi, ki jih izdelek vsebuje.
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Pri izdelku B smo ugotovili zelo velik odklon od navedene vsebnosti (166,0 %). Pri
prehranskih dopolnilih proizvajalci pogosto dodajo presezek snovi, da njihova vsebnost ne
bi padla pod navedeno do konca roka uporabnosti. TakSen nacin zagotavljanja kakovosti
izdelka je izjema, ki jo najdemo tudi v smernicah EMA o zagotavljanju kakovosti kon¢nih
izdelkov. Tam je navedeno, da se ob sprostitvi izdelka na trg lahko uporabi presezek tistih
snovi, ki so zelo nestabilne (npr. vitamini), in za katere poznamo mehanizme pretvorb, pod
pogojem, da tako velika koli¢ina ne predstavlja nevarnosti za uporabnika (80). Potrebno je
torej paziti, da zaradi vsebnosti vecje koli¢ine aktivne snovi od navedene uporabniki ne
zauzijejo prevelikega odmerka. Zato izdelke, s katerimi dosezemo visoke odmerke
uc¢inkovin, uvr§¢amo med zdravila. Pri prehranskih dopolnilih imamo za vitamine in
minerale predpisane zgornje meje priporo¢enega vnosa (PDV oz. RDA) teh snovi (81). Za
Q10 ni definirane vrednosti PDV, zato se priporo¢ila o najve¢jem priporo¢enem dnevnem
vnosu Q10 s prehranskimi dopolnili razlikujejo med drzavami (Avstralija: 150 mg, Belgija
200 mg, Japonska: 300 mg) (18). V Sloveniji je JAZMP postavila mejo med zdravili in
prehranskimi dopolnili s Q10 in sicer se izdelki z ve¢ kot 50 mg Q10 praviloma opredelijo
kot zdravila. Ta meja je relativno nizka. JAZMP v smernicah kot razlog za postavljeno
vrednost navaja, da se dnevni odmerki Q10, visji od 50 mg, ve¢inoma uporabljajo v terapiji
(50). Ce bi upostevali meje oz. priporocila o vnosu vitaminov (kamor sicer Q10 ne spada,
ima pa podoben mehanizem delovanja), ki dolocajo, da je priporoéen zgornji dnevni
odmerek 2-3-krat visji od PDV, bi za Q10 v Sloveniji ta znaSal 100 - 150 mg (81). To
vrednost lahko uporabimo za vrednotenje kakovosti 0z. varnosti izdelka B, saj ima vsebnost
Q10 veliko ve¢jo od navedene. Njegov proizvajalec priporo¢a, da lahko zauzijemo do 3
kapsule na dan. Tako bi zauzili 90 mg Q10 dnevno. Ker pa je vsebnost dejansko 166,0 %
navedene, bi lahko z jemanjem tega izdelka dnevno zauzili skoraj 150 mg Q10 (149,4 mg).
Ce bi upostevali zgoraj opisane kriterije za priporo¢eno zgornjo mejo vsebnosti za vitamine,
kamor Q10 sicer ne uvrS¢amo, je izdelek B ustrezen, vendar bi po smernicah JAZMP
praviloma moral biti uvr§éen med zdravila, ker z njegovo uporabo presezemo dnevni vnos
50 mg. Kljub zelo prekoraceni vsebnosti Q10 pa 0Q10 v tem izdelku ni dovolj stabilen, da
bi njegova vsebnost v ¢asu roka uporabnosti ostala nad 90 % navedene vsebnosti, kar vidimo
na Sliki 5.

4.4 Primerjava analiznih metod

Za ugotavljanje vsebnosti Q10 v prehranskih dopolnilih, ki so v obliki mehkih in trdih
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kapsul, je v USP predpisan postopek, v katerem pretvorimo prisoten Q10 v 0Q10 in tako
izmerimo vsebnost skupnega Q10 (2). Na podoben nacin lahko izmerimo vsebnost skupnega
Q10 z redukcijo, kjer prisoten Q10 pretvorimo v rQ10.
Pri nasem eksperimentalnem delu smo za merjenje vsebnosti skupnega Q10 v izbranih
izdelkih uporabili metodo P in optimizirani metodi z oksidacijo (metoda O) oz. redukcijo
(metoda R) vzorca, ki so opisane v poglavju 3.2.2. Zeleli smo pokazati, da so rezultati
vsebnosti skupnega Q10 v izbranih izdelkih, pridobljeni z omenjenimi metodami,
primerljivi. Na podlagi vsebnosti posamezne oblike Q10, ki smo jo ugotovili pri merjenju
vsebnosti Q10 (Poglavje 3.3.1, rezultati v poglavju 4.3), smo izbrali 6 izdelkov. Razdelili
smo jih v 3 skupine:

- visoka vsebnost 0Q10: izdelka A in C

- srednja vsebnost 0Q10: izdelka B in D1

- nizka vsebnost 0Q10 oz. visoka vsebnost rQ10: izdelka I in J

Na Sliki 8 so prikazana povprec¢ja vsebnosti skupnega Q10, pridobljena iz vzorcev ene enote
posameznega izdelka (AVEwm — Enacba 9), v Preglednici XII pa so zbrana povpreéja vseh

enot testiranih izdelkov.
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Vsebnost skupnega Q10
v eni enoti izdelka [mg]

10 -

0 -

izdelek A izdelek C izdelek B izdelek D1 izdelek I izdelek J
M metoda P (n=3) 46,6 53,1 49,9 314 322 56,3
mmetoda O (n=3) 483 51,0 503 313 31,8 55,6
mmetoda R (n=2) 45,7 49,4 49,0 324 31,9 55,6

Slika 8: Vsebnost skupnega Q10 v eni enoti izbranih izdelkov
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Preglednica XII: Podatki za primerjavo metod P, O in R

Onmaka Stevilka Metoda P Metoda O Metoda R
elka enote AVEwm RSDw AVEwm RSDw AVEwm RSDwm
(kapsule)  [mg] [%] [mg] [%] [mg] [%]
1 46,7 0,4 46,7 0,6 441 0,2
A 2 47,2 1,6 48,0 0,2 45,8 0,5
3 46,6 0,9 48,3 1,1 47,6 -
RSDs [%] 1,1 1,8 3,2
1 52,6 14 51,6 15 52,5 0,8
C 2 49,3 1,0 47,6 14 51,6 14
3 53,1 0,8 51,0 0,3 54,6 -
RSDs [%] 36 3,9 2.4
1 50,1 0,6 50,3 0,9 50,1 11
B 2 494 2,0 50,4 0,7 50,2 1,2
3 49,9 1,7 50,3 0,9 49,0 -
RSDs [%] 1,5 0,7 1,3
1 30,9 2,1 31,0 0,7 31,8 0,5
D1 2 31,6 11 30,9 0,7 31,7 0,3
3 31,4 0,6 31,3 0,5 32,4 0,3
RSDs [%] 1,6 08 1,0
1 31,8 14 31,1 11 32,5 14
| 2 32,1 0,8 314 0,7 32,8 0,6
3 32,2 0,2 31,8 15 31,9 1,5
RSDs [%] 0,9 1,4 1,6
1 56,2 0,4 54,8 0,5 = =
J 2 53,4 0,1 52,1 0,1 - -
3 56,3 0,5 55,6 0,7 55,6 14
RSDs [%] 2,6 3,0 (1,4)

AVEw ... povpredje vsebnosti skupnega Q10 v vzorcih, pripravljenih iz raztopine ene enote izdelka
s posamezno metodo (Enacba 9); metodi P in O: n = 3, metoda R: n =2

RSDw ... relativni standardni odklon vsebnosti skupnega Q10 v vzorcih, pripravljenih iz raztopine
ene enote izdelka s posamezno metodo (Enacba 10); metodi P in O: n = 3, metoda R: =2

RSDs ... relativni standardni odklon vsebnosti skupnega Q10 v vzorcih, pripravljenih iz razli¢nih
enot istega izdelka s posamezno metodo (Enacba 12); metodi P in O: n =9, metoda R: n = 6

- ... zaradi tehni¢nih tezav smo meritve vzorca izkljugili iz primerjave
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Primerljivost metod smo preverili s statisticnim testom, katerega izvedba je opisana v
poglavju 3.4.2. Rezultati (p-vrednosti) so zbrani v Preglednici XIII. S primerjavo metod P,
O in R za merjenje vsebnosti skupnega Q10 v posameznem izdelku smo s statisti¢énim testom
pri 5 testiranih izdelkih od skupno 6 pokazali, da ne moremo potrditi razlike med metodami,
saj so bile p-vrednosti vecje od 0,05. Priizdelku D1, pri kateremu s statisti¢nim testom nisSmo
potrdili primerljivosti, je p-vrednost relativno blizu postavljeni mejni vrednosti (o = 0,05).

Da bi dobili vecje Stevilo vrednosti v posamezni skupini in s tem zagotovili vecjo
reprezentativnost rezultata testa, smo naredili enak statisti¢ni test s podatki vseh izdelkov
skupaj, s to razliko, da smo povprec¢ja vsebnosti skupnega Q10, ki smo jih uporabili v
statisticnem testu s posameznimi izdelki, normirali znotraj posamezne enote, kar je
podrobneje opisano v poglavju 3.4.2. Rezultat tega statisticnega testa je naveden v
Preglednici XIII. Vrednost je veliko vecja od postavljene meje, torej lahko potrdimo, da z

uporabljenimi metodami dobimo primerljive rezultate vsebnosti skupnega Q10.

Preglednica XI11: Rezultati statisti¢nih testov

Oznaka izdelka p-vrednost

A 0,222

C 0,271

B 0,286

D1 0,031

I 0,052

J 0,689

vseh 6 izdelkov (normirane vrednosti) 0,131

krepko je oznaéena vrednost, ki ni potrdila primerljivosti metod

Dodatno preverjanje analiznih metod

Ponovljivost priprave vzorca

V Preglednici XII so zbrane vrednosti RSDwm za vse 3 metode (izracunane z Enacbo 10).
Predstavljajo merilo ponovljivosti priprave vzorca, ker so izracunane iz rezultatov vsebnosti
vzorcev, pripravljenih iz raztopine ene enote izdelka. Vse vrednosti so nizje od postavljene

meje 5 %, torej je priprava vzorcev ponovljiva.

Homogenost vsebnosti skupnega Q10 v razli¢nih enotah izdelka

V Preglednici X1 so pri vsakem izdelku zapisane vrednosti RSDs (izra¢unane z Enac¢bo 12),
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ki predstavljajo merilo homogenosti vsebnosti skupnega Q10 v testiranih izdelkih, saj so
izraunane iz rezultatov vsebnosti vzorcev, pripravljenih z metodo P, O 0z. R iz raztopin veé
enot posameznega izdelka. Primerjali smo jih z vrednostmi RSDw istega izdelka in iste
uporabljene metode. Vecinoma so RSDs visji od primerjanih RSDw. 1z tega lahko sklepamo,
da obstaja variabilnost vsebnosti Q10 v kapsulah istega izdelka oz. da je ta variabilnost vecja
od variabilnosti priprave vzorcev z izbranimi metodami. Torej se izmerjena vsebnost
skupnega Q10 v razli¢nih enotah istega izdelka lahko razlikuje zaradi variabilnosti v
vsebnosti Q10 v razli¢nih enotah izdelka. Ker so odstopanja v vsebnosti med kapsulami
relativno majhna, ne moremo govoriti o0 nehomogenosti vsebnosti Q10 v izdelkih, e enkrat

pa lahko potrdimo, da so izbrane metode primerne za dolo¢anje vsebnosti skupnega Q10.

Primerjava metod v pospeSeni stabilnostni Studiji

Iz vsake skupine smo izbrali en izdelek (A, D1 in J), kateremu smo vsebnost skupnega Q10
izmerili z vsemi tremi metodami tudi v ostalih ¢asovnih tockah pospesene stabilnostne
Studije, da smo dodatno potrdili primernost metod. Rezultate dveh ¢asovnih tock (2 tedna in
12 tednov) lahko vidimo na Sliki 9.
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Vsebnost skupnega Q10 v izdelku [mg]

0_

izdelek A izdelek A izdelek D1 izdelek D1 izdelek J izdelek J
(2 tedna) (12 tednov) (2 tedna) (12 tednov) (2 tedna) (12 tednov)
mmetoda P 42,7 43,1 29,1 29,8 55,1 553
M metoda O 48,1 45,8 28,4 29,6 53,0 53,8
mmetoda R 437 40,5 30,4 31,5 549 56,4

Slika 9: Vsebnost skupnega Q10 v izdelkih v ¢asovnih to¢kah 2 in 12 tednov

4.5 Stabilnost Q10 v izdelkih
V pospeseni stabilnostni Studiji smo izdelke za 12 tednov izpostavili temperaturi 40 °C in
relativni vlaznosti 75 %. V vnaprej dolo¢enih ¢asovnih tockah smo vrednotili stabilnost

0Q10, rQ10 in skupnega Q10, kot je opisano v poglavju 3.3.3. S pospeseno stabilnostno
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Studijo lahko hitreje opazimo nestabilnost snovi in s tem dobimo rezultate v krajSem casu.
Ocenimo lahko, da so rezultati, ki smo jih pridobili pri taksnih pospesenih pogojih, priblizno
ekvivalentni rezultatom 12-mesecnega testiranja pri sobnih pogojih (82).

Namen pospeSene stabilnostne Studije je bil preveriti in potrditi ugotovitve, ki smo jih
izpeljali iz izmerjenih vsebnosti Q10 v 1. ¢asovni tocki (0 tednov). Zanimalo nas je, ali se
bo vsebnost rQ10 v izdelkih, ki imajo navedeno, da vsebujejo le to obliko Q10 (I, J), znizala
pri poviSani temperaturi in relativni vlaznosti, saj se je rQ10 pri meritvi vsebnosti v
izhodis$¢ni ¢asovni tocki izkazala za stabilno v izdelku. Potrditi smo Zeleli, da je nestabilnost
0Q10 v izdelkih v obliki mehkih kapsul z AK (D1, E, H) ve¢ja kot v izdelkih v obliki mehkih
kapsul brez AK (A, B, C). Prav tako smo zeleli preveriti, ali je 0Q10 v prisotnosti AK bolj
stabilna v izdelkih v obliki trdih kapsul kot v izdelkih v obliki mehkih kapsul tudi pri
povisani temperaturi in vlaznosti. Vpliv AK na stabilnost 0Q10 smo zeleli $e dodatno
potrditi s primerjanjem vsebnosti Q10 v izdelkih D z razlicnim datumom izdelave, Ki so bili
shranjeni pri sobnih pogojih. V nadaljevanju so podrobneje predstavljeni rezultati pospesene
Studije stabilnosti. Razdelili smo jih po skupinah, v katere smo testirane izdelke razdelili
glede na navedeno obliko Q10 in prisotnost AK. Posebej smo vrednotili vsebnost skupnega
Q10.

4.5.1 lzdelka z navedeno rQ10

Pri izdelkih z navedeno rQ10 smo ugotovili podoben trend znizevanja vsebnosti rQ10 s
¢asom. Pri obeh se je vsebnost navedene oblike do konca pospesene stabilnostne studije
znizala za priblizno 10 %, kar lahko vidimo na Sliki 10. Pri¢akovali smo, da se bo vsebnost
rQ10 pri povisani temperaturi in relativni vlaznosti bolj zniZala, saj rQ10 velja za nestabilno
obliko Q10, ki se hitro pretvarja v 0Q10 (22). Vendar rezultati kazejo, da je rQ10 v izbranih
izdelkih dobro stabilizirana. AK, ki je prisotna v izdelku I, ni izraziteje stabilizirala Q10. Ob
koncu pospesene stabilnostne Studije sta oba pripravka vsebovala priblizno 90 % navedene

rQ10, torej sta ze na meji ustreznosti.
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Slika 10: Vsebnost rQ10 glede na njeno zac¢etno vsebnost v izdelkih z navedeno rQ10

Kot lahko vidimo na Sliki 11, se je vsebnost skupnega Q10 le minimalno znizala. Iz tega
lahko sklepamo, da je pretvorba rQ10 v 0Q10 delno potekla. Ce bi testirali ve¢ izdelkov z
navedeno rQ10 in s tem zagotovili ve¢jo reprezentativnost rezultatov, bi mogoce v katerem

tudi opazili nestabilnost rQ10.
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Slika 11: Vsebnost skupnega Q10 glede na njegovo zacetno vsebnost v izdelkih

z havedeno rQ10

4.5.2 lzdelki z navedeno 0Q10 brez AK

Na Sliki 12 vidimo izrazit trend padanja vsebnosti 0Q10 pri izdelku B, medtem ko pri ostalih
dveh izdelkih ocenjujemo, da se vsebnost 0Q10 ne bi ve¢ zelo znizala, ¢e bi Studijo
nadaljevali, saj se je v zadnjem mesecu vsebnost 0Q10 le minimalno znizala. Med izdelki v
tej skupini je izdelek B imel najmanjsi delez 0Q10 glede na navedeno vsebnost Zze pred
zaCetkom izvedbe Studije (Slika 5). Po pregledu navedenih ostalih snovi v izdelku B, ki bi

lahko vplivale na tak rezultat, bi kot reducenta lahko delovala vitamina E in D. Vendar iz
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podatkov predhodno izvedenih raziskav vemo, da vitamin E ne vpliva na stabilnost 0Q10
(54). To lahko vidimo tudi iz rezultatov ostalih dveh izdelkov, saj oba vsebujeta vitamin E
in se jima vsebnost 0Q10 ni tako znizala. Tudi pripravek A vsebuje vitamin D, zato lahko
sklepamo, da vitamin D nima velikega vpliva na stabilnost 0Q10. Morda ribje olje kot
podlaga zmanjsa stabilnost 0Q10 Vv izdelku B. Povezavo med stabilnostjo 0Q10 in ribjim
oljem kot podlago smo opazili tudi pri izdelku E, kar je opisano v naslednjem poglavju
(poglavje 4.5.3). V razli¢nih raziskavah so potrdili vpliv vrste medija, v katerem je raztopljen
Q10 (najveckrat gre za razli¢na olja), na pretvarjanje 0Q10 v rQ10. Preucevali So sicer samo

rastlinska olja, ki so v primerjavi z etanolom bolj$a izbira v smislu stabilnosti 0Q10 (54, 57).
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Slika 12: Vsebnost 0Q10 glede na njeno zacetno vsebnost v izdelkih z navedeno 0Q10 brez AK

Znizanje vsebnosti skupnega Q10 (Slika 13) je bilo pri vseh treh izdelkih veliko manjse od
znizanja vsebnosti 0Q10, kar kaze na to, da gre pri nestabilnosti 0Q10 predvsem za
pretvarjanje 0Q10 v rQ10 in ne za dejansko pretvorbo Q10.
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Slika 13: Vsebnost skupnega Q10 glede na njegovo zacetno vsebnost v izdelkih z navedeno

0Q10 brez AK
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4.5.3 lzdelki z navedeno 0Q10 in AK

Pri izdelkih z AK je bilo znizanje vsebnosti 0Q10 do konca $tudije izrazito vecje kot pri
izdelkih brez AK (Sliki 14 in 12). Najvecje znizanje Smo opazili pri tistih dveh, ki sta Ze na
zacetku Studije imela najmanjSo vsebnost 0Q10 (D1 in E). Oba izdelka poleg AK vsebujeta
Se druge antioksidante, ki bi lahko imeli podoben vpliv kot AK. Ponovno lahko izklju¢imo
vitamin E, ker so v raziskavah Ze ovrgli njegov vpliv na stabilnost 0Q10 (54). V izdelku D1
sta prisotna Se betakaroten in selen, v izdelku E pa hidroksitirosol, cink ter morebitni drugi
antioksidanti v izvleckih plodu oljke, rozmarina in eteri¢nega olja ¢esna. lzdelek E vsebuje
kot podlago ribje olje, tako kot izdelek B iz skupine izdelkov z navedeno 0Q10 brez AK,

kateremu se je vsebnost 0Q10 v njegovi skupini najbolj znizala (poglavje 4.5.2).
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Slika 14: Vsebnost 0Q10 glede na njeno zacetno vsebnost v izdelkih z navedeno 0Q10 in AK

V skupini izdelkov z navedeno 0Q10 in AK sta pri merjenju vsebnosti 0Q10 v prvi ¢asovni
to¢ki izstopala izdelka F in G, ki sta v primerjavi z mehkimi kapsulami vsebovala relativno
veliko 0Q10. Hipotezo o vecji stabilnosti 0Q10 v trdih kapsulah smo preverili z rezultati
pospesene stabilnostne Studije. Pri pospesenih pogojih se je delez 0Q10 v trdih kapsulah zelo
znizal, Se posebej pri izdelku G, vendar ne tako zelo kot v mehkih kapsulah. Tako bi lahko
sklepali, da nasa domneva o vecji stabilnosti 0Q10 v trdih kapsulah ne drzi, vendar moramo
upostevati Se stabilnost skupnega Q10. Vsebnost skupnega Q10 se je v pospeseni stabilnostni
Studiji najbolj znizala ravno v trdih kapsulah (F in G), kar lahko vidimo na Sliki 15. To je
nepri¢akovano, tudi pri izdelku G, ki mu je rok uporabnosti potekel pred zacetkom Studije,

saj se vsebnost skupnega Q10 pri nobenih drugih testiranih izdelkih ni tako znizala. Eden od
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moznih razlogov je, da so ovojnice trdih kapsul manj primerne za za$cito snovi V Svoji
notranjosti pri povisani temperaturi in vlaznosti kot ovojnice mehkih kapsul. Verjetno bi bil
Q10 v trdnih kapsulah tudi pri normalnih zunanjih pogojih shranjevanja skozi daljsi ¢as
povrzen obsezni spremembi kot v primeru pospeSenih pogojev, kar potrjujejo rezultati
vsebnosti skupnega Q10 v dasovni to¢ki 0 tednov (Slika 7). Ce pri vrednotenju stabilnosti
0Q10 v trdih kapsulah upostevamo zmanjSanje vsebnosti 0Q10 v trdih kapsulah (Slika 14),
lahko trdimo, da je zniZanje vsebnosti 0Q10 v pospeseni stabilnostni Studiji posledica
zmanjSanja skupne vsebnosti Q10 in ne samo nestabilnosti 0Q10. Rezultati podpirajo
domnevo, da je 0Q10 pri izdelkih v obliki trdih kapsul bolj stabilna predvsem zato, ker Q10
in AK nimata ugodnih pogojev, da bi reagirala med seboj (ker sta v obliki prahu). Glede
kakovosti oz. zagotavljanja dolgorocne stabilnosti 0Q10 je takSna farmacevtska oblika
ustreznej$a od tistih, v katerih so komponente ze raztopljene. Pri Q10 pa je pri oblikovanju
farmacevtskih oblik zelo pomembno, kako te vplivajo na njegovo absorpcijo, saj je znano,
da se slabo absorbira. Zato je pomembno, da se u¢inkovina v prebavnem traktu raztopi hitro

in v ¢im ve¢jem delezu, kar pa se pri Q10 v obliki praska ne zgodi (4, 15).
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Slika 15: Vsebnost skupnega Q10 glede na njegovo zacetno vsebnost v izdelkih z navedeno

0Q10 in AK

Na osnovi rezultatov pospesene stabilnostne Studije lahko prej opazimo razlike v stabilnosti
Q10 v primerjavi s testiranjem pri predvidenih pogojih shranjevanja. Za potrditev, da se
vsebnost 0Q10 v izdelkih z navedeno 0Q10 in AK v daljSem ¢asovnem obdobju zniza tudi

pri pogojih shranjevanja, smo dodatno testirali se 2 izdelka z razlicno dolgim obdobjem od
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njune izdelave. Spreminjanje vsebnosti Q10 s ¢asom smo testirali na izdelku D, pri katerem
smo vedeli, koliko Casa je poteklo od njegove izdelave, saj je Slo za zdravilo. Pri zdravilih
zraven datuma izteka roka uporabnosti namre¢ poznamo tudi rok uporabnosti, torej ¢asovno
obdobje od datuma izdelave, v katerem zdravilo Se ustreza zahtevam varnosti, kakovosti in
ucéinkovitosti (83). Pri prehranskih dopolnilih navadno poznamo le datum izteka roka
uporabnosti, ne vemo pa, Koliko casa je poteklo od njegove izdelave, saj tega podatka
proizvajalci niso dolzni navesti. V Casu, ki ga proizvajalec dolo¢i kot rok uporabnosti, mora
biti prehransko dopolnilo $e ustrezne kakovosti, ¢e je bilo shranjeno pod zahtevanimi pogoji
(84).

Izdelki D se niso razlikovali v vsebnosti skupnega Q10 (vsebnost je bila enaka tudi pri tistih
dveh s prete¢enim rokom uporabnosti), ki je bila pri vseh okrog 105 % (D1: 105,9 %, D2:
107,5 %, D3: 104,0 %). Torej tudi po preteCenem roku uporabnosti ustrezajo zahtevam glede
vsebnosti skupnega Q10 po USP (med 90,0 % in 115,0 % navedene) (2). Na Sliki 16 so
predstavljeni rezultati vsebnosti 0Q10 glede na navedeno vsebnost te oblike. Vidimo, da je
0Q10 v tem izdelku zelo nestabilna Ze pri predvidenih pogojih shranjevanja, saj je njena
vsebnost zelo nizka Ze v izdelku z veljavnim rokom uporabnosti (starost izdelka 18
mesecev). V okviru pospesene stabilnostne Studije se je vsebnost 0Q10 v izdelku D1 znizala

na vrednost, ki jo imajo enaki izdelki s pretecenim rokom uporabnosti.
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Slika 16: Delez 0Q10 glede na navedeno vsebnost Q10 v razli¢nih izdelkih D

V prihodnje bi bilo smiselno izmeriti vsebnost Q10 v izdelku D takoj po izdelavi oz. v serijah
z manjSo starostjo izdelka. Tako bi videli, ali je bila v izdelku Ze na zacetku velika vsebnost
rQ10 oz. koliko ¢asa od datuma proizvodnje Se prevladuje 0Q10. Prav tako bi bilo dobro

izmeriti Se dejansko vsebnost AK v izdelkih iz te skupine, da bi lahko tudi kvantitativno

54



Tjasa Steiner Magistrska naloga

ovrednotili njen vpliv na stabilnost 0Q10. Ker veliko izdelkov zraven AK vsebuje Se druge
antioksidante, bi bilo smiselno preveriti, ali kateri izmed njih tudi vpliva na stabilnost 0Q10.

4.5.4 Vsebnost skupnega Q10

Vsebnost skupnega Q10 se je znizala do 10 % pri vecini izdelkov (Slike 11, 13 in 15), le pri
dveh je bil obseg spremembe vecji (izdelka F in G). To je najverjetneje povezano s tem, da
staizdelka F in G tudi edina v obliki trdih kapsul. Rezultati vsebnosti skupnega Q10 v ostalih
izdelkih kaZejo, da pri zniZanju vsebnosti posamezne oblike Q10 ne gre za nestabilnost 0Q10
0z. rQ10 v klasi¢nem smislu (razpad), temvec¢ da se obliki pretvarjata ena v drugo. Vsebnost
skupnega Q10 se namrec¢ le malo spreminja. Vpliva AK na stabilnost skupnega Q10 nismo
opazili.

Pri vrednotenju vsebnosti skupnega Q10 v 1. ¢asovni tocki (Poglavje 4.3.3) je 6 izdelkov
ustrezalo zahtevam vsebnosti skupnega Q10 po USP (A, C, D1, E, lin J), izdelek B je imel
vsebnost presezeno (vec od 115,0 %), pri 3 izdelkih pa je bila vsebnost pod mejo 90 % (F,
G in H). Zanimalo nas je, ali bo vsebnost skupnega Q10 pri prvih 6 izdelkih Se ustrezala
zahtevam USP po koncu pospesene Studije stabilnosti. 1z Slike 17 vidimo, da oba izdelka z
navedeno rQ10 tudi na koncu pospesene stabilnostne Studije ustrezata zahtevam vsebnosti

skupnega Q10, saj je ta znotraj predpisanih mej (blizu 100 %).
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Slika 17: Delez skupnega Q10 glede na navedeno vsebnost v izdelkih z navedeno rQ10

Izdelke z navedeno 0Q10 smo prikazali v dveh grafih: na Sliki 18 so izdelki z navedeno
vsebnostjo 30 mg Q10, na Sliki 19 sta izdelka z navedeno vsebnostjo 50 mg. Iz primerjave
smo izkljucili izdelek G, pri katerem je bila navedena vsebnost 10 mg Q10 (vsebnost

skupnega Q10 je bil neustrezna ze na zacetku pospesene stabilnostne $tudije; Slika 7). Morda
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odstopa tudi zato, ker je edini s tako nizko vsebnostjo skupnega Q10 na enoto izdelka. Med
izdelki s 30 mg Q10 (Slika 18) je imel izdelek B po koncani stabilnostni $tudiji §e vedno
zelo presezeno vsebnost skupnega Q10, ki je v Casu Studije pocasi padala. Izdelku F se je
vsebnost skupnega Q10 zelo znizala. Ostali izdelki so Se ustrezni. Obema izdelkoma s 50 mg
Q10 se je vsebnost pocasi nizala (Slika 19). Pri izdelku C je ostala nad 90,0 %, pri izdelku
A pa se je znizala pod to mejo. Razlik v stabilnosti skupnega Q10 med izdelki z navedeno

vsebnostjo 30 mg in 50 mg Q10 nismo opazili.
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Slika 18: Delez skupnega Q10 glede na navedeno vsebnost v izdelkih z navedeno
vsebnostjo 30 mg Q10
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Slika 19: Delez skupnega Q10 glede na navedeno vsebnost v izdelkih z navedeno

vsebnostjo 50 mg
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Pri zagotavljanju kakovosti prehranskih dopolnil s Q10 po predpisih USP morajo ta ustrezati
kriterijem le v vsebnosti skupnega Q10 (2). Po teh kriterijih sta bila tudi izdelka D1 in E
ustrezna glede vsebnosti skupnega Q10, ¢eprav sta imela zelo nizko vsebnost navedene
oblike Q10. Pri izdelku D1 je torej navedena napac¢na oblika Q10, medtem ko je vsebnost
skupnega Q10 tudi na koncu trimese¢ne pospesene stabilnostne Studije Se vedno priblizno
100 % (Slika 18). Pri izdelku E je Q10 naveden kot "koencim Q10", kar lahko predstavlja
tudi skupen Q10. V tem primeru izdelek E tudi po koncu pospesene stabilnostne Studije
ustreza zahtevam USP glede vsebnosti skupnega Q10. Testirani izdelki z navedeno 0Q10 so
v smislu "ucinkovitosti" torej celo boljsi od "navedenih”, ker vsebujejo ve¢ rQ10. Zadnje
raziskave namrec kazejo, da ima rQ10 prednost pred 0Q10 zaradi vecje bioloske uporabnosti
(10, 17). Ampak ker rQ10 ni navedena na ovojnini, se izdelek ne ujema s svojo
predstavitvijo. V takih primerih je smiselno, da proizvajalec ne definira oblike Q10, ki je

prisotna v izdelku, ¢e ta ni dovolj stabilna do konca roka uporabnosti.
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5 SKLEP

Preverili smo ustreznost uporabe treh analiznih metod, ki so bile ze predhodno razvite, za
merjenje vsebnosti Q10 v 10 izdelkih za peroralno uporabo v obliki mehkih in trdih kapsul,
ki so na voljo v Sloveniji (zdravilo in prehranska dopolnila). Metoda za ugotavljanje
vsebnosti obeh posameznih oblik Q10 (oksidirane in reducirane) je bila primerna. Ostali dve
metodi, ki v postopku priprave vzorca za analizo vkljucujeta Se oksidacijo oz. redukcijo Q10,
smo optimizirali (sprememba topila za raztapljanje v zadnjem koraku priprave vzorcev za

analizo).

Izbran kromatografski sistem je primeren za merjenje vsebnosti rQ10, 0Q10 in skupnega
Q10. Ima ustrezno selektivnost (pri retencijskih ¢asih rQ10 in 0Q10 ni interferenc),
linearnost (R > 0,999), toénost (95 — 105 %) in natanénost (RSD < 5 %)).

Z uporabo izbranih metod dobimo enakovredne rezultate vsebnosti skupnega Q10, kar smo
preverili z merjenjem vsebnosti skupnega Q10 v Sestih izdelkih z visoko, srednjo ali nizko
vsebnostjo 0Q10 oz. rQ10 in dokazali s statisticnim testom. Potrdili smo tudi ponovljivost
priprave vzorca (RSD < 5 %).

Vsebnost 0Q10, rQ10 in skupnega Q10 v izdelkih glede na navedeno vsebnost smo
vrednotili s kriteriji po USP (90,0 % - 115,0 %). Ugotovitve smo preverili z izvedbo
pospesene stabilnostne Studije pri 40 °C in 75 % relativne vlaznosti, ki je trajala tri mesece.

- Vsebnost rQ10 je bila znotraj postavljenih mej pri obeh izdelkih, ki imata
navedeno rQ10. V testiranih izdelkih je rQ10 torej ustrezno stabilizirana, ¢eprav velja za
manj stabilno obliko Q10, saj se tudi v pospeseni stabilnostni Studiji vsebnost rQ10 glede na
njeno zacetno vrednost ni bistveno znizala (do 10 %). Da bi zagotovili vecjo
reprezentativnost rezultatov, bi bilo v prihodnje smiselno analizirati vsebnost vecjemu
Stevilu izdelkov z navedeno rQ10, ki pa jih je na slovenskem trziscu relativno malo.

- Vsebnost navedene 0Q10 je bila znotraj postavljeninh mej pri dveh izdelkih od
skupno osmih testiranih. V vec¢ini izdelkov v obliki mehkih kapsul je bil 0Q10 ob prisotnosti
AK manj stabilen. Ker se je vsebnost skupnega Q10 le malo znizala, predpostavljamo, da
gre pri nestabilnosti 0Q10 za pretvarjanje v rQ10. Z merjenjem vsebnosti Q10 v enakih
izdelkih z razli¢no dolgim Casom od njihove izdelave smo potrdili stabilnost skupnega Q10

in nestabilnost 0Q10 ob prisotnosti AK tudi pri sobnih pogojih. Rezultati eksperimentalnega
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dela kazejo, da AK pospesi pretvarjanje oQ10 v rQ10, vendar k pretvorbi prispevajo tudi
drugi dejavniki, saj je bil delez rQ10 visok tudi v enem izdelku brez AK. Vsebnost 0Q10 je
v tem izdelku hitro padala tudi v pospeSeni stabilnostni $tudiji. Vzrok za to bi lahko bile
ostale snovi v izdelku, kar bi bilo v prihodnje smiselno preveriti.

- V izdelkih z navedeno 0Q10 in AK, ki sta bila v obliki trdih kapsul, nismo opazili
vpliva AK na stabilnost 0Q10. TakSne farmacevtske oblike so z vidika zagotavljanja
stabilnosti 0Q10 primerne, vendar zaradi nizke absorpcije Q10 iz prebavnega trakta niso
zazelene. Prav tako je ta oblika manj primerna pri zagotavljanju stabilnosti skupnega Q10 v
izdelkih, saj se je vsebnost skupnega Q10 v trdih kapsulah izraziteje znizala kot pri mehkih
kapsulah.

- Vsebnost skupnega Q10 je bila ustrezna pri Sestih izdelkih od desetih. En izdelek
je imel vsebnost zelo presezeno (166,0 % navedene vsebnosti), pri treh je bila vsebnost
nekoliko nizja od 90,0 %. Vsi izdelki, ki niso ustrezali postavljenim kriterijem, so bili
prehranska dopolnila. Ce pri vrednotenju vsebnosti 0Q10 nismo upostevali navedene oblike,
temvec¢ samo vsebnost skupnega Q10, kot je zapisano v USP, so bili ustrezni Stirje izdelki z

navedeno 0Q10 od osmih testiranih.

Za kvantitativno vrednotenje vpliva AK na stabilnost 0Q10 bi bilo potrebno zraven vsebnosti
Q10 meriti $e vsebnost AK v izdelkih. Prav tako bi bilo smiselno preuciti vpliv ostalih snovi
na stabilnost posameznih oblik Q10, predvsem razli¢nih podlag in reducentov, ki so pogosti
v izdelkih s Q10. Razli¢ne snovi lahko pospesijo pretvarjanje oblik iz ene v drugo, v izdelkih
s Q10 vec¢inoma redukcijo 0Q10 v rQ10. S stalis¢a kakovosti je prisotnost obeh oblik Q10
neprimerna, ¢e je navedena samo ena. Vendar so izdelki zaradi vecje bioloske uporabnosti
rQ10 celo boljsi, kot ¢e bi vsebovali samo 0Q10. Zaradi zagotavljanja kakovosti bi bilo
smiselno, da bi izdelkom s Q10 vrednotili tako vsebnost skupnega kot vsebnost posamezne
oblike Q10.
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Slika 20: Kromatogram ACN
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Slika 21: Kromatogram EtOH
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Slika 22: Kromatogram reduciranega standarda Q10 (rQ10) v ACN s koncentracijo 250
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Slika 23: Kromatogram standarda 0Q10 v ACN s koncentracijo 250 mg/Il
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Slika 24: Kromatogram vzorca D1, pripravljenega z metodo P (izhodi$¢na ¢asovna tocka)
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Slika 25: Kromatogram vzorca D1, pripravljenega z metodo O (izhodi$¢na ¢asovna tocka)
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Slika 26: Kromatogram vzorca D1, pripravljenega z metodo R (izhodi$¢na ¢asovna tocka)
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