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POVZETEK

Lipofilni vitamini in koencim Q10 so nizkomolekularne organske spojine, ki so nujno
potrebne za normalno delovanje Stevilnih funkcij: vida, homeostaze kalcija in fosfata,
strjevanja krvi in zascite pred oksidativnim stresom. Znano je, da so lipofilni vitamini in
koencim Q10 nestabilni; tudi zaradi svetlobe. Ker so literaturni podatki o obcutljivosti na
svetlobo in obsegu fotolize pomanjkljivi in protislovni, smo v raziskovalnem delu naloge
sistemati¢no preucevali fotostabilnost 8 lipofilnih vitaminov (A, A-palmitat, D2, D3, E, E-
acetat, K1, K2) ter reducirane in oksidirane oblike koencima Q10. VVzorce smo v klimatski
komori z UV modulom izpostavili svetlobi, za vrednotenje fotostabilnosti pa uporabili
predhodno razvito metodo HPLC. V metodo smo dodatno vkljucili vitamina D2 in K2, jo
optimizirali in ovrednotili v skladu z ICH smernicami (RSD<5%, R?<0,999). Pred studijo
fotostabilnosti smo se soocili s problematiko izbire ustreznega topila. Zaradi slabsSe
topnosti vitaminov v vodi smo kot primerna topila za pripravo raztopin za preucevanje
fotostabilnosti izbrali naslednja organska topila: acetonitril, etanol in metanol. Najprej smo
preucevali fotostabilnost vsakega posameznega analita in stabilnosti kvantitativno
ovrednotili s konstantami reakcijske hitrosti. Svetloba je najbolj vplivala na fotostabilnost
K1, K2, A-palmitata in oksidiranega koencim Q10, najmanj pa na D3 in E-acetat. Na
osnovi teh rezultatov smo prilagodili ¢asovni potek Studije (pretvorba K1 je bila v 1 uri
100%, D3 v pa 1 mesecu 10%). Pri vseh analitih smo preverili vpliv topila, pri manj
fotostabilnih vitaminih (A-palmitat, K1 in oksidiran koencim Q10) pa dodatno tudi vpliv
temperature in koncentracije. Topila so razli¢no vplivala na izbrane analite. Vitamini A,
D2, D3, K1 in K2 so bili najmanj stabilni v acetonitrilu, A-palmitat v metanolu, E in
koencim Q10 pa v etanolu. Povecano fotorazgradnjo smo ugotovili pri nizji temperaturi in
nizji koncentraciji. Ugotovili smo, da so bil vitamini A, D3, E-acetat, K2 in reducirani
koencim Q10 bolj stabilni od svojih derivatov. V nadaljevanju smo preucevali
fotostabilnost vitaminov v zmeseh in interakcije med njimi. V primerjavi s fotostabilnostjo
posameznega vitamina, je bila ta v zmesi vecja, Se najvecja v prisotnosti vitamina E, ki se
je ob stabilizaciji drugih vitaminov tudi sam porabljal. Dodatek vitamina E je imel najvecji
vpliv na stabilnost A-palmitata. V zaklju¢ku smo uporabljeno metodologijo preverili na
Sestih izbranih komercialno dostopnih izdelkih. Ker smo v njih opazili primerljiv trend
obnaSanja kot pri Studiji vitaminov v raztopini, sklepamo, da so lipofilni vitamini v

izdelkih prav tako fotonestabilni. Zato jih moramo ustrezno zas¢ititi pred svetlobo.

Kljuéne besede: lipofilni vitamini, koencim Q10, fotostabilnost, HPLC
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ABSTRACT

Lipophilic vitamins and coenzyme Q10 are organic compounds essential for a variety of
physiological functions in our body, such as vision, calcium and phosphate homeostasis,
blood coagulation and protection against oxidative stress. They are generally unstable,
partly due to light exposure. Since the published data regarding their light sensitivity and
photolysis is deficient and contradictory, the focuse of our research was on the
photostability of 8 lipophilic vitamins (A, A-palmitate, D2, D3, E, E-acetate, K1, K2) and
the reduced and oxidized forms of coenzyme Q10. Samples were exposed to light in a
climate chamber with UV module and analysed with previously developed HPLC method.
The method was additionally optimized for the evaluation of vitamins D2 and K2 and
validated according to ICH guidelines (RSD<5%, R?<0,999). Due to poor water solubility
of lipophilic vitamins we chose organic solvents (acetonitrile, ethanol and methanol) for
the preparation of solutions. Initially, we evaluated the photostability of the individual
analyte, whereby the stability was quantitatively determined with reaction rate constants.
Vitamins K1, K2, A-palmitate and oxidized Q10, were found most susceptible to light
induced degradation, while D3 and E-acetate were affected to a lesser extent. Based on
these results we adjusted the time course of the study (100 % of vitamin K1 degradated
after only 1 hour, while the degradation of vitamin D3 was about 10 % after 1 month).
Solvents affected the analytes stability differently: vitamins A, D2, D3, K1 and K2 were
the least stable in acetonitrile, vitamin A-palmitate was the least stable in methanol, while
vitamin E and coenzyme Q10 were the least stable in ethanol. The effect of temperature
and concentration were additionally studied for less photostable vitamins (A-palmitate, K1
and oxidized Q10). Increased photolysis rate was observed at lower temperatures and
concentrations. We compared the photostabily of different vitamin derivatives and found
that vitamins A, D3, E-acetate, K2, and reduced Q10 were more stable than their
derivatives. Vitamins photostability in mixtures was further evaluated. Vitamins were
found to interact and stabilize each other as the mixture was more stable compared to
solutions with individual vitamins. Vitamin E was found to be most effective in the
stabilization of other vitamins, which was particularly noticeable in the case of vitamin A-
palmitate. Lastly, we applied our methodology on six commercialy available products in
which light exposure had similar effects on the photostability of vitamins as in the tested
solutions. We can conclude that lipophilic vitamins in products can be susceptible to light
induced degradation and should therefore be protected from light.

Key words: lipophilic vitamins, coenzyme Q10, photostability, HPLC
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SEZNAM OKRAJSAV

ACN: acetonitril

ATP: adenozil trifosfat (ang. Adenosine Triphosphate)

Co0Q10: koencim Q10 (ubikinon)

EDTA: etilendiamintetraocetna kislina

HPLC: tekocCinska kromatografija visoke locljivosti (ang. High Performance Liquid
Chromatography)

ICH: Mednarodna konferenca o usklajevanju tehni¢nih zahtev za registracijo zdravil za
uporabo v humani medicini (ang. The International Conference on Harmonisation of
Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use)

IU: mednarodne enote (International units)

LC: tekocinska kromatografija (ang. Liquid Chromatography)

MF: mobilna faza

MQ: voda milliQ (voda pridobljena s sistemom MilliQ)

Q10-oks.: oksidirana oblika koencima Q10 (ubikinon)

Q10-red.: reducirana oblika koencima Q10 (ubikinol)

THEF: tetrahidrofuran

UV: ultravijoli¢en

vit.: vitamin

ZU: zdravilna uéinkovina

vi
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1. UVOD

Vitamini so kemijsko heterogena skupina organskih spojin z nizko molekulsko maso, ki so
nujno potrebni za uravnavanje funkcij v telesu, kjer imajo Stevilne zivljenjsko pomembne
vloge (1,2). Delujejo lahko kot koencimi, antioksidanti, donorji ali akceptorji vodika ali
elektronov, hormoni ali efektorji genske transkripcije (2). Praviloma jih ¢lovesko telo ne
sintetizira, zato jih v telo vnaSamo s hrano, ki jih vsebuje (1). Koencim Q10 (CoQ10) je v
lipidih topen benzokinon, ki deluje kot antioksidant in elektronski prenaSalec v aerobni
dihalni verigi (3). Med vitamine ga ne uvrS¢amo, saj njegova sinteza poteka v vecini
¢loveskih organov (prisoten je namre¢ v vseh evkariontskih celicah, predvsem na notranji
strani mitohondrijske membrane) (4).

Vitamine delimo v dve glavni skupini, in sicer: hidrofilne vitamine ter lipofilne vitamine
(1). Hidrofilni vitamini imajo v svoji strukturi eno ali ve¢ polarnih ali ionizirajo¢ih skupin
(npr. karboksilna, ketonska, hidroksilna, amino ali fosfatna), med tem ko imajo lipofilni
vitamini v svoji strukturi hidrofobne strukture (dolge lipofilne verige, aromatski in
nearomatski obro¢i) (2). Med hidrofilne vitamine uvr$¢amo vitamin C in vitamine B-
kompleksa, kamor sodijo tiamin (B,), riboflavin (B,), niacin (Bj3), pantotenska kislina (Bs),
piridoksin (Bg), biotin (B7), folna kislina (Bg) in cianokobalamin (B1y). Hidrofilni vitamini
se iz prebavil absorbirajo neposredno, bodisi s pasivno difuzijo bodisi s specifi¢nimi
transportnimi proteini. Med lipofilne vitamine pa uvr§¢amo vitamine A, D, E, K. Ti so si
stukturno bolj podobni kot hidrofilni; vse lipofilne vitamine namre¢ sestavljajo izoprenske
enote (2).

Absorpcija lipofilnih vitaminov je povezana z absorpcijo lipidov in poteka iz tankega
¢revesja v obliki micelov, katerih zunanjost je hidrofilna, notranjost pa hidrofobna.
Hidrofobna narava sluzi kot solubilizator lipofilnih vitaminov. Lipofilni vitamini so
prakticno netopni ali pa zelo slabo topni v plazmi in limfi, zato se prenasajo do jeter s
hilomikroni, ti pa se nato iz jeter prenesejo vezani na druge lipoproteine ali na specifi¢ne
transportne proteine do perifernih tkiv, kjer se shranjujejo. Za svoje delovanje potrebujejo
metaboli¢no aktivacijo ali vezavo na funkcionalno enoto, kot je npr. encim (2). Lipofilni
vitamini se iz telesa ve¢inoma izlo¢ajo preko enterohepati¢nega obtoka s fecesom, izjemi
sta vitamin A in vitamin E, ki tvorita tudi vodotopne metabolite, ki se iz telesa izlo¢ijo z
urinom. Tako lipofilni vitamini kot CoQ10 sodelujejo pri prepre¢evanju rakavih obolenj,

sréno-Zilnih bolezni, zdravljenju infekcijskih okuzb koze in mukoznega epitelija (3,5, 6).
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1.1. VITAMIN A
1.1.1. Funkcija

Vitamin A je skupen izraz za retinol (Slika 1) in njemu podobne spojine, ki jih imenujemo
retinoidi, med provitamine A pa uvr§¢amo karotenoide (2). Slednji veljajo za prekurzorje
i vitamina A (4). Biolosko aktiven vitamin A v naravi
> A CHZOH

najdemo v obliki retinola, retinala in retinojske kisline.

Vitamin A je nujno potreben za normalno fiziolosko

Slika 1: Strukiura retinola. delovanje, saj sodeluje v vidnem ciklu, v imunskem odzivu pri
delovanju protiteles in naravnih celic ubijalk ter nadzoru izrazanja genov z vezavo na
jedrne retinoidne receptorje (npr. vkljuen je v diferenciacijo epitelijskih celic) (7).
Pomembno vlogo ima tudi pri proliferaciji celic, hkrati pa bi naj zaviral njihovo maligno
transformacijo (8). V vidnem ciklu pride najprej do spontane hidrolize trans-retinil estrov,
nato do izomerizacije do 11-cis retinola z encimom izomerohidrolaza, ki za svoje
delovanje porablja energijo, spros¢eno ob hidrolizi estrov. Po izomerizaciji sledi encimska
oksidacija 11-cis retinola v 11-cis retinal, ki se prenese s pigmentnih epitelijskih celic na
zunanji del palicastih celic, kjer se 11-cis retinal veZe na opsin in skupaj tvorita rodopsin.
Ta nato absorbira svetlobne fotone, 11-cis retinal pa se pretvori v trans-retinal in se sprosti
s proteinskega kompleksa. Rezultat konformacijske spremembe proteina sprozi kaskado
reakcij, ki vodijo do prenosa signala po vidnem zivcu do mozganov. Prosti opsin se nato
lahko ponovno veze z 11-cis retinalom. Spro$ceni trans-retinal se prenese nazaj na
pigmentne epitelijske celice, kjer se z encimi pretvori do trans-retinola in ponovno zaestri
(7). Najvecja zaloga vitamina A je v jetrih, v manjSem obsegu se shranjuje tudi v ledvicah,
modih in nadledviénih Zlezah (7, 9). Funkcije, transport in presnova vitamina A so zaradi
njegove hidofobne narave odvisni od vrste specifiénih transportnih proteinov, najbolj pa od
vezavnega proteina za retinol, ki nastaja v jetrih (7, 10). Ob zmanjSanju jetrne funkcije
pride do zmanjSane sinteze vezavnega proteina za retinol in zmanjSanja serumske
koncentracije retinola, hkrati pa do povecanja zalog retinola v jetrih, ki delujejo toksi¢no
(10).

1.1.2. Potrebna dnevna koli¢ina in pomanjkanje
PriporoCena dnevna koli¢ina vitamina A oz. njegovih ekvivalentov (retinilnih estrov in

provitaminov A) je za dojencke do 1 leta starosti 350 pg, za otroke od 1 do 10 let 400 pg,
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od 10 do 12 leta 500 pg, od 12 leta dalje pa tako za zenske kot moske 600 pg, za dojece
matere pa 850 pg (7). Dolgoro¢no pomanjkanje vitamina A se odraza v spremembah na
oCesnem tkivu (spremembe na rozenici ob neustrezni celicni diferenciaciji, odsotnost
izlo¢anja zas¢itnih glikoproteinov in zmanjSana obcutljivost o¢i na svetlobo), kar vodi v
trajno slepoto, ki jo imenujemo kseroftalmija. Pomanjaknje se kaze kot no¢na slepota
(nezmoznost videnja pri Sibki svetlobi) ter kot spremembe veznice in rozenice (7). Na
pomanjkanje vitamina A lahko kazejo tudi izguba apetita, keratinizacija epitelija, povecana

dovzetnost za okuzbe in kozne lezije (9).

1.1.3. Toksi¢nost

Jemanje prevelikih odmerkov retinola vodi v razvoj hipervitaminoz, v nekaterih primerih
lahko deluje tudi toksi¢no. To se zgodi, ¢e pride do prevelikega vnosa vitamina A s hrano
ali prehranskimi dopolnili. Toksi¢nost delimo na akutno, kroni¢no in teratogeno. Akutno
toksi¢nost pri odrasli osebi povzro¢i zauzitje enkratnega odmerka nad 200 mg. Simptomi
akutne hipervitaminoze so slabost, bruhanje, glavobol, povefan intrakranialni pritisk,
vrtoglavica, zamegljen vid, motnje miSi¢ne koordinacije in nastanek velike fontanele pri
novorojenckih. Kroni¢na toksi¢nost se pojavi pri dolgotrajnem jemanju dnevnih odmerkov
30 mg ali ve¢ (9). Pojavijo se simptomi, kot so alopecija, ataksija, kozne spremembe,
bolecine v miSicah in kosteh (10). Ob zmanjSanju vnosa pa skoraj vsi simptomi izzvenijo
(9). Do teratogene toksi¢nosti pride pri nosecnicah, ki uzivajo ve¢je odmerke vitamina A
(ve¢ kot 7500 IU ekvivalenta retinola, pri ¢emer je 1 IU ekvivalent retinola enak 3,33 TU
vitamina A). Najvecji problem teratogenosti se pojavi pri vnosu retinojske kisline, ki jo
uporabljamo pri dermatoloskem zdravljenju. Ta se v telesu nahaja v visoki serumski
koncentraciji in zlahka prehaja placento (7). Pri plodu pride do malformacij udov, motenj v

delovanju srca, ledvic, prizeljca in centralnega zivénega sistema (7, 9).

1.2. VITAMIND

1.2.1. Funkcija

Vitamin D (Slika 2) se v naravi nahaja v
dveh oblikah: vitamin D2 ali ergokalciferol
in vitamin D3 ali holekalciferol. Vecina

vitamina D pri ¢loveku nastaja v kozi pod

Vitamin D, Vitamin D,
Slika 2: Struktura vitaminov D2 in D3. vplivom svetlobe (je vir 80 % skupnega
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vitamina D). Pod vplivom sevanja z ultravijoli¢nimi zarki B iz provitamina D3 nastaja
previtamin D3. Neaktivni vitamin D eksogenega izvora se pretvori v aktivni metabolit v
dveh korakih: v jetrih najprej poteCe hidroksilacija na mestu 25, nastane 25-
hidroksikalciferol, nato pa v ledvicah temu sledi encimska pretvorba do 1a,25-
dihidroksikalciferola (kalcitriol). Vitamin D se po krvi do tar¢nih organov prenasa z
vezavnim proteinom za vitamin D (12). NajpomembnejSa naloga kalcitriola je uravnavanje
plazemskih koncentracij kalcija in fosfata, ki so nujno potrebne za normalno delovanje
zivéno-misicnega sistema, mineralizacijo kosti, vazodilatacijo, prenos signalov po zivénih
vlaknih in izloCanje hormonov. Kalcitriol povecuje absorpcijo kalcija in fosfatov iz
crevesja, Njuno mobilizacijo iz kosti ter reabsorpcijo kalcija v ledviénem distalnem tubulu
(13). Kalcitriol povezujemo s Stevilnimi obolenji, saj se receptorji za kalcitriol nahajajo v
Stevilnih celicah in tkivih v telesu (debelo ¢revo, dojke, pljuca, jajéniki, kosti, ledvice,
keratinociti, antigene-predstavitvene celice, aktivirani T-limfociti, monociti, makrofagi,
trebusna slinavka, sc¢itnica in tumorske celice). Vloga kalcitriola v teh tkivih Se ni popolno
pojasnjena. Sodeluje tudi pri razvoju zarodka (12, 13). Kalcitriol ima zelo pomembno
vlogo v imunskem odzivu. Eksogeni kalcitriol zavira avtoimunski odziv (13). Tako so z
dodatkom Kalcitriola pri miSih preprecili najpogostejse avtoimunske bolezni, kot so
revmatoidni artritis, sladkorna bolezen tipa I in lupus (15). Kalcitriol tudi nenehno zavira
rast tumorskih celic, saj preko vezave na receptor zanj zmanjSuje obseg njihove

proliferacije (16).

1.2.2. Potrebna dnevna koli¢ina in pomanjkanje

Priporoc¢eni dnevni odmerek vitamina D, ki ga lahko vnesemo v telo z zdravili in
prehranskimi dopolnili, je za dojencke, otroke in odrasle osebe do 51. leta starosti 5 pg
(200 1V), za Zenske in moske od 51. — 70. leta 10 pg (400 1U), za osebe nad 70. letom 15
Mg (600 IU), za nosecnice in dojece matere pa 5 pg (200 1U) (9). Zgornja dopustna meja za
dnevni vnos vitamina D, ki v telesu Se ne povzroca Skode in nezelenih ucinkov, je za
dojencke do 1 leta 25 pg, za preostalo populacijo pa 50 pg (9). O pomanjkanju vitamina D
govorimo, kadar je serumska koncentracija kalcitriola nizja od 25 nmol/l. Nastane bodisi
zaradi premajhnega vnosa bodisi zaradi zmanjSane sinteze endogenega vitamina D3 (16).
Pomanjkanje vitamina D je zelo pogosto, po ocenah naj bi vitamina D primanjkovalo eni
milijardi ljudi (17). Najbolj razSirjeno je pri starostnikih in otrocih, ki uZivajo z vitaminom

D revno prehrano. Pri odraslih na njegovo pomanjkanje kazejo pogosti zlomi Kkosti,
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zmanj$ana kostna in miSi¢na masa, rakava obolenja ter debelost. Dolgotrajno pomanjkanje
vodi v razvoj osteoporoze in osteomalacij. Pri otrocih se zaradi hipovitaminoze vitamina D

lahko razvije rahitis (16).

1.2.3. Toksi¢nost

Zastrupitve z vitaminom D so v praksi redke, vendar se pojavijo kot posledica zdravljenja
hipovitaminoze zaradi prevelikega vnosa vitamina D z zdravili ali prehranskimi dopolnili.
V studijah, ki so jih izvedli na zivalih, so porocali o toksiénem odmerku 0,5 mg/kg telesne
mase in o letalnem odmerku (LD50) 88 mg/kg. Pri ¢loveku znasa LD50 v obliki
enkratnega odmerka 21 mg/kg. Razlika med hipervitaminozo in zastrupitvijo z vitaminom
D je v serumski koncentraciji kalcitriola (hipervitaminoza: 250 nmol/l, zastrupitev: nad
375 nmol/l). Hipervitaminoza je stanje, kjer gre za povecanje serumske koncentracije 25-
hidroksikalciferola, z ali brez hiperkalciemije. Znaki zastrupitve so: hiperkalciemija,
hiperkalciurija, bruhanje, izguba apetita in telesne mase, zeja, poliurija, misi¢na oslabelost,

bolecina v sklepih in kalcifikacije (18).

1.3. VITAMIN E
1.3.1. Funkcija
Vitamin E (Slika 3) je splosno ime za vse derivate tokoferola in tokotrienola, ki izkazujejo
podobno aktivnost kot a-tokoferol (2). Ti derivati so: a-, B-, y- in d-tokoferol ter a-, B-, y-
in o-tokotrienol (4). Vsak tokoferol
HO ,T: e vsebuje tri kiralne centre, zato je
R;E;%I_D_,1\Vﬁhw,ihm’,ﬁhw#iﬁw,ﬂv‘,lh_h m(?inﬂ'l .Veé opti.énih iz.omerox./,
R4 najvecjo biolosko aktivnost pa izkazuje
Slika 3: Struktura vitamina E v obliki tokoferola.  0-tokoferol (4). Po telesu se do tar¢nih organov
prenese vezan na lipoprotein visoke gostote in lipoprotein zelo nizke gostote (19). Vitamin
E ima tako v telesu kot izven njega vlogo antioksidanta, pri Cemer je za njegovo
antioksidativno aktivnost odgovorna fenolna skupina (4, 8). S¢iti tkiva pred oksidativnim
stresom, ki jih povzrocajo npr. cigaretni dim, kancerogene snovi in smog (8). Kljucen je pri
prepreCevanju lipidne peroksidacije lipoproteinov, reagira namre¢ s peroksidnim
radikalom, singletnim kisikom in drugimi radikali. Vitamin E tudi zmanjSuje adhezijo
trombocitov pri aterosklerozi, zavira post-translacijsko transkripcijo 3-hidroksi-3-

metilglutaril-koencima A (HMG-CoA) in sodeluje pri nadzoru nivojev izvenceli¢nih
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tekoc¢in. Zavira tudi modifikacije tistih proteinov v mozganih in limfocitih, ki sodelujejo v

procesu apoptoze (19).

1.3.2. Potrebna dnevna koli¢ina in pomanjkanje

V odvisnosti od starosti se za dojencke in otroke priporoca uzivanje vitamina E v odmerku
od 5 do 13 mg dnevno, za odrasle Zenske 11 mg, za odrasle moske pa 13 mg. Predoziranje
in razvoj hipervitaminoze vitamina E sta v praksi redka, saj imamo tako ljudje kot tudi
Zivali visoko toleranco (2). Pri visokih odmerkih o-tokoferola se namre¢ njegove
plazemske koncentracije povecajo od dvakrat do Stirikrat, nadaljnjih povisanj pa nato ne
zaznamo. Predvidevajo, da ima v uravnavanju plazemskih koncentracij tokoferola klju¢no
vlogo vezavni protein za tokoferol (19). Manjsa toksi¢nost je tudi posledica slabe
absorpcije (20). PogostejSe je pomanjkanje vitamina E. Ta se pojavi, ko uzivamo hrano, v
kateri ni zadosti vitamina E, ali ko se ta ne more absorbirati, npr. pri doloCenih genetskih
boleznih in infekcijskih okuzbah, ki prizadenejo jetrne funkcije. Kratkotrajno pomanjkanje
vitamina E pri ljudeh nima velikega pomena, saj njegove plazemske koncentracije upadejo
Sele po nekaj mesecih (4). Povezujejo ga tudi z vrsto patoloSkih stanj, kot so
encefalomalacija, miSi¢na distrofija, hemoliza, ki vodi v anemijo, poskodbe misic,
holestaza jeter in nevroloSke nepravilnosti (19). Pomanjkanje vitamina E pri samcih

glodalcev lahko povzroci sterilnost, pri brejih samicah glodalcev pa odmrtje zarodkov (4).

o}

o L L
() ’ 14.  VITAMINK

o vitamin K,

: | 14.1. Funkcija

o]

8 vitamin K, O‘ FAENS Vitamin K (Slika 4) se v naravi
© vitamin K, nahaja v ve¢ oblikah. V

O‘] rastlinah  nastaja v  obliki

T vitamin Ky filokinona (vitamin K1), v

Slika 4: Struktura vitamina K v razlicnih oblikah.  ODlIKI menakinona (vitamin K2) pa ga proizvajajo
Crevesne bakterije (21, 22). Vitamin K2 (v literaturi ga oznacujejo tudi kot MK) je v naravi
prisoten v ve¢ oblikah, pri ¢emer se razlikujejo v Stevilu izoprenskih enot (npr. MK-9 jih
ima v stranski verigi 9). Vitamin K najdemo tudi v obliki menadiona (vitamin K3), ki pa je
sinteznega izvora. V procesu koagulacije krvi je potreben za sintezo Stevilnih aktivnih
oblik koagulacijskih faktorjev (23). Deluje kot kofaktor encima y-karboksilglutamilne

kabroksilaze, ki katalizira post-translacijsko pretvorbo glutaminskih ostankov v
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glutaminsko kislino (21, 23). V kosteh se nahajajo od vitamina K odvisni proteini (npr. S-
protein in osteokalcin), ki po njihovi aktivaciji sodelujejo pri ohranjanju kostne mase in
preprecevanju zlomov. Osteokalcin nastaja v osteoblastih, ima visoko afiniteto do kalcija v
hidroksiapatitu, zato ga veZe nase (24). Zato ima pomanjkanje vitamina K pomembno

vlogo pri nastanku osteoporoze (7).

1.4.2. Potrebne dnevne koli¢ine in pomanjkanje

Priporoc¢eni dnevni odmerek vitamina K pri dojenckih je 2 pg, pri otrocih obeh spolov do
najstnistva pa 75 pg. Za odrasle moske priporocajo vnos 120 ug dnevno, za odrasle zenske
pa 90 ug na dan (22). Predoziranje se pojavi pri parenteralni aplikaciji, in sicer pri otrocih
pri odmerku, ki je vecji od 5 mg, pri odraslih pa, ko je ta ve¢ji od 10 mg (25). Pomanjkanje
vitamina K pri odraslih je redko, vendar lahko nastane zaradi jemanja nekaterih zdravil
(antagonisti vitamina K in antibiotiki, ki zavrejo nastajanje vitamina K2 v ¢revesnih
bakterijah), malabsorpcije lipidov in s tem posledi¢no tudi vitamina K ter jetrnih bolezni.
Pomanjkanje vitamina K se pri novorojenckih izraZza kot hemoragi¢na bolezen, pri odraslih
pa kot od vitamina K odvisna hipoprotrombinemija. Hemoragi¢na bolezen se pojavlja
pogosteje pri otrocih kot pri odraslih (9). Prepoznamo jo po koagulopatijah, ki nastanejo
zaradi nezmoznosti aktivacije od vitamina K odvisnih koagulacijskih proteinov (npr. I,
VII, IX in X) in se izrazijo kot blage krvavitve. Novorojencki imajo vecje tveganje za
pojav hipovitaminoze zaradi slabega prehoda vitamina K skozi placento, manjSega
nastajanja 0z. odsotnosti njegove tvorbe v crevesnih bakterijah ali zaradi zmanjSane
vsebnosti vitamina K v materinem mleku. Danes se takSno pomanjkanje pojavi redko, saj
novorojenéku kmalu po rojstvu dajo vitamin K v enkratnem odmerku (0,5 do 1 mg

intramuskularno ali pa 1 do 2 mg peroralno) (26).

15. KOENCIM Q10
1.5.1. Funkcija
Koencim Q10 (Slika 5) je po svoji strukturi lipofilen

benzokinonski derivat, ki se v ¢loveskem telesu
Slika 5: Struktura CoQ10. nahaja v obliki z desetimi izoprenskimi enotami, pri drugih
zivalskih vrstah pa je teh enot manj (4). Sodeluje pri nastajanju energije v obliki ATP v
procesu oksidacije glukoze (19, 27). V dihalni verigi prenaSa elektrone iz kompleksov I in

Il do kompleksa Il ter protone skozi osmozno bariero notranje mitohondrijske membrane
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(4, 19). Pri tem prehaja iz oksidirane oblike preko semikinonskega radikalskega
intermediata do reducirane oblike (4). Kot donor elektronov deluje tudi antioksidativno, saj
lovi radikale in preprecuje lipidno peroksidacijo (19). Pokazatelj oksidativnega stresa je
lahko tudi razmerja med reducirano in oksidirano obliko CoQ10 (ubikinol/ubikinon) v
plazmi (4.) Nekatere raziskave kazejo, da ima CoQ10 pozitivne uéinke na vzdrzevanje
sréne funkcije, in sicer z uravnavanjem presnove v sréni misici (27). Poleg tega izboljSuje
sposobnost acrobne vadbe, $¢iti miSice pred pretirano uporabo statinov tekom zdravljenja
hiperholesterolemije ter Stevilne organe (vkljuéno s kozo) pred staranjem (28). Najvec
CoQ10 je v mitohondrijih, Golgijevem aparatu in lizosomih, najdemo ga tudi v plazmi,
veéina pa ga dnevno nastaja v jetrih. Kinonski obro¢ nastaja iz tirozina in fenilalanina,

stranska poliprenilna veriga pa iz acetil-CoA (19).

1.5.2. Potrebna dnevna koli¢ina in pomanjkanje

Sinteza CoQ10 je endogena (4). Z leti obseg njegovega nastajanja upada, zato ga moramo
v telo vnasati s hrano in prehranskimi dopolnili (26). Priporo¢eni dnevni odmerek je do
1200 mg za odrasle in do 10 mg za otroke. Do pomanjkanja CoQ10 lahko pride zaradi
avtosomno recesivnih genskih mutacij. Prisotno je pri kardiomiopatijah in degenerativnih
ataksije zaradi okvar malih mozZganov ter Leighov sindrom z zastojem v rasti, ataksijo,
nefrotskim sindromom, in izolirano miopatijo. Pri pomanjkanju CoQ10 pride najprej do

poskodb malih mozganov, ki vsebujejo najmanjse zaloge CoQ10 (29).

1.6. STABILNOST

Stabilnost je sposobnost farmacevtskega izdelka, da skozi Cas pri dolocenih pogojih
shranjevanja ohranja svoje lastnosti znotraj predpisanih mej (30). Stabilnost razdelimo na
fizikalno, mikrobiolosko in kemi¢no, pri kateri mora vsaka zdravilna uéinkovina (ZU)
ohraniti svojo kemijsko istovetnost in jakost znotraj dolocenih mej. Oblike nestabilnosti
delimo na fizikalne (spreminjajo se fizikalne lastnosti zdravila) in kemijske, kjer nastajajo
nove spojine. Med kemijske razgradne poti uvr§¢amo solvolize, oksidacije, fotolize,
dehidracije, racemizacije, konjugacije in druge manj pogoste reakcije. Pri solvolizah
poteka razgradnja ZU v prisotnosti topila (ta je najveckrat voda - hidroliza), pri
oksidacijah pa pod vplivom atmosferskega kisika. Pri fotolizi gre za spremembo ZU pod

vplivom svetlobe (31).
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Lipofilni vitamini so precej nestabilni. V' svojih strukturah imajo konjugirane dvojne vezi,
kar je tudi razlog za njihovo kemic¢no nestabilnost (32). So izredno obcutljivi na oksidacije,
vpliv temperature, kisika, kovinskih ionov (zlasti Fe** in Cu?"), nenasiGenih lipidov v
procesu peroksidacije in svetlobe, zato jih moramo ustrezno zas¢ititi (2). Stabilnost CoQ10
je problemati¢na (dvojne konjugirane vezi) ob izpostavitvi svetlobi in poviSani temperaturi

(33).

1.7. FOTOSTABILNOST

Fotostabilnost ZU uvr§¢amo med kemic¢no stabilnost ZU in jo opisujemo kot obcutljivost
ucinkovine pri izpostavitvi svetlobi. Pri tem opazujemo spremembe kemijske strukture,
morebiten nastanek radikalov, prenos energije ter luminiscenco. Najpogosteje prihaja
zaradi fotorazgradnje do zmanjSanja delovanja in ufinka ZU. Fotostabilnost delimo na
tisto, ki jo opazimo in vitro ter tisto, ki se pojavi in vivo. Z ugotavljanjem fotostabilnosti in
vitro vrednotimo stabilnost ZU na svetlobo in opazujemo njene organolepti¢ne spremembe
ter zmanjSanje vsebnosti obravnavane spojine. Mnogo ZU je obcutljivih na svetlobo. Pri
vecini teh opazimo spremembe Ze med Studijo fotostabilnosti in vitro, nekatere med njimi
pa so pri tem testu stabilne (so fotokemicno inertne), vendar pa so v telesu (in vivo) vir
radikalov in tvorijo fototoksi¢éne metabolite (34). Slednje ZU so fotoreaktivne po zauzitju
in povzrocajo nezelene ucinke (npr. fotosenzitivnost ali preobcutljivost na svetlobo) v
primeru, ko je pacient izpostavljen svetlobi. Fotosenzitivna reakcija je odvisna od
porazdelitve ZU ali njenih metabolitov v tkiva, ki so bolj izpostavljena UV sevanju (koza,
o¢i in lasje) ter od absorpcijskih spektrov ZU ali njihovih metabolitov, ki se morajo
prekrivati s transmisijskim spektrom posameznega tkiva. Zarki optinega sevanja z
valovno dolZino nad 300 nm namre¢ prodrejo globoko v koZo in reagirajo s spojinami, ki
kroZijo v krvnem obtoku ali pa so nakopi¢ene v dolo¢enem tkivu (35). Primeri
fotoreaktivnih ucinkovin in vivo so klorpromazin, tetraciklini in Sentjanzevka (34).
Fotonestabilnost in vivo pa je lahko tudi koristnaoz. uporabna v terapevtske namene, npr.
za zdravljenje luskavice (34). Prav tako je pomembna pri sintezi vitamina D3 (12).
Stevilne u¢inkovine so obéutljive na svetlobo, zato lahko prihaja do njihove fotolize med
proizvodnjo, shranjevanjem in jemanjem zdravil (36). Njihova stabilnost na svetlobi je
seveda razli¢na (34).

Mehanizem fotorazgradnje je zelo kompleksen in odvisen od redoks lastnosti analita.

Fotoliza na svetlobi je odvisna od temperature, koncentracije analita, vira svetlobe (UV ali
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vidna svetloba) in drugih dejavnikov, zato jo tezje kvantitativno ovrednotimo kot npr.
oksidativni razpad (34).

Fotokemic¢ne reakcije razdelimo na primarne (neposredne) in sekundarne (posredne). Vsak
fotokemiéni proces se zac¢ne z vzbujenim stanjem ZU 0z. senzitizatorja (ang. sensitizer) do
reaktivnega vzbujenega stanja, temu pa nato sledi absorpcija fotonov in prehod elektronov
na visji energijski nivo. Pri neposrednih fotokemic¢nih reakcijah molekula nato preide nazaj
v osnovno stanje ali pa se razgradi, pri posrednih pa pride do prenosa energije na drugo
molekulo, ki nato kemi¢no reagira (37). Posredni fotokemi¢ni proces lahko vkljucuje tudi
redoks reakcije, kjer zacetni preneseni atom ali elektron tvori radikale, oksidiran ali
reduciran senzitizator pa v nadaljnjih reakcijah omogoca regeneracijo zacetne molekule
(38). Mnoge fotokemic¢ne reakcije so kompleksne, klju¢no vlogo v njih pa ima molekularni
kisik v osnovnem tripletnem stanju (°0,) (34). Ta se pretvori v singletni kisik (*O,) in
kemic¢no reagira z razli¢nimi molekulami. Fotokemi¢ne reakcije z molekularnim kisikom
vodijo v tvorbo radikalov, kot so peroksi radikali (ROQ"), superoksidni anion (02 ™) in
hidroksilni radikal (HO"), nastane pa tudi vodikov peroksid. Med fotokemiéne reakcije
uvrS¢amo fotoadicije, fotociklizacije (Slika 6), fotodekarboksilacije, fotodealkiliranje,
fotodehalogenizacije, fotodimerizacije (Slika 7), fotoeliminacije, s svetlobo inducirane
hidrolize, fotoizomerizacije, fotooksidacije, s svetlobo inducirane premestitve in
fotoinducirane cepitve obrocev (36).

COOH Cl

COOH cl H COOH cl
H N H
N CH, 5 O ‘ i N i CH;,
+ O ‘ |
cl

CH;

meklofenaminska kislina

Slika 6: Primer fotociklizacije na meklofenaminski kislini (prirejeno po viru 36).

Med samo proizvodnjo in shranjevanjem zdravil prihaja do izpostavitve zdravil razlicnim
virom in intenzitetam svetlobe: od neposredne son¢ne svetlobe, filtrirane sonéne svetlobe
do razli¢nih umetnih virov svetlobe. Vsi omenjeni viri lahko povecujejo kvarljivost ZU in
povzrocajo izgubo ali spremembo ZU, spremembo bioloSke uporabnosti in spremembe
fizikalno-kemijskih lastnosti (organolepti¢ne spremembe, izguba uniformnosti). Poleg tega

pa lahko pride tudi do nastanka (foto)toksi¢nih razpadnih produktov (39).
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Slika 7: Primer fotodimerizacije na primakinu (prirejeno po viru 36).

1.7.1. Testiranje fotostabilnosti ZU in konénih zdravil

Vrednotenje fotostabilnosti je pomembno za zagotavljanje kakovosti izdelka tekom roka
uporabnosti (34). Vrednotenje fotostabilnosti obravnava smernica Mednarodne konference
o usklajevanju tehni¢nih zahtev za registracijo zdravil za uporabo v humani medicini
(ICH): ICH smernica Q1B (40). Namen testiranja je ovrednotenje intrinzi¢nih
fotostabilnostnih znacilnosti ZU za dokazovanje odsotnosti nesprejemljivih sprememb. K
testiranju fotostabilnosti je potrebno pristopiti sistemati¢no, pri emer izvajamo testiranje
ZU, testiranje zdravila izven primarne ovojnine, testiranje zdravila v primarni ovojnini in
testiranje zdravila v trZzni ovojnini. Test fotostabilnosti same ZU je sestavljen iz
obremenilnih in potrditvenih Studij. Pri obremenilni Studij moramo ovrednotiti obcutljivost
preskuSane spojine na svetlobo, vzorci pa morajo biti v kemicno inertnih in transparentnih
posodah. Pri obremenilnih testih ZU izpostavimo stresnim pogojem in ugotavljamo, ali je
obcutljiva na svetlobo ter mehanizem fotoreakcije. Pri testiranju farmacevtskega izdelka
(zdravila) pa izvajamo sistemati¢ne potrditvene Studije. Tekom Studije fotostabilnosti
moramo nadzorovati temperaturo in/ali vkljuciti kontrolni vzorec, zasciten pred svetlobo.
Pri potrditvenih tudijah mora biti obremenitev s svetlobnim virom vsaj 1,2*10° lux*h za
dnevno in 200 Wh/m® za bliznjo UV svetlobo. Za testiranje sta priporo¢ena dva vira
svetlobe: D65 ali ID65, ki simulirata dnevno svetlobo, ter Zarnica z bliznjim UV sevanjem
ali hladno belo fluorescentno svetlobo. Za vsak svetlobni vir moramo izvesti kalibracijo,

pri ¢emer si pomagamo s kininsko kemic¢no aktinometrijo (40).
1.7.2. Fotostabilnost lipofilnih vitaminov in CoQ10

Lipofilni vitamini in CoQ1l0 so obcutljivi na svetlobo, pri tem potekajo Stevilne

fotokemijske reakcije in nastajajo razli¢ni produkti, ki so navedeni v Preglednici I.

11
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Preglednica I: Pregled reakcij lipofilnih vitaminov in CoQ10 pod vplivom svetlobe.

Vitamin Fotoreakcija Produkt Obseg spremembe
Vitamin A Izomerizacija (34 Cis-izomer (s 100% v 24 urah ()
Vitamin D Izomerizacija (34 cis-izomer () Ni podatka

Vitamin E Oksidacija (34 stabilen radikal 45y ~ Ni podatka

Vitamin K Oksidacija, adicija a4y ~kromenol (43 Ni podatka

CoQ10 Oksidacija (46 Ni podatka 72,3% v 2 h pri 25 °C 46

Vitamin A je pod vplivom svetlobe podvrzen Stevilnim oksidacijam (primarna alkoholna
skupina in dvojne vezi v stranski verigi ali v obrocu). Za njegove estre, npr. palmitat, pa
podatki iz literature navajajo, da bodo bolj stabilni od retinola zaradi zaestrenosti primarne
alkoholne skupine (41). Zacetni produkti fotooksidacije so retinal, njegovi izomeri in
derivati (peroksidi in epoksidi) (Slika 8) (42). Ti so pogostokrat nestabilni in vstopajo v
nadaljnje reakcije. Pod vplivom svetlobe pride najprej do odprtja obroca ter
fotodimerizacije vitamina A in njegovih estrov. Slika 8 prikazuje fotooksidacijo retinil

acetata. Tako pri retinolu kot retinil palmitatu pride do popolne pretvorbe Ze znotraj enega

dneva (41).
CH,;OCOCH o 3
= LT -
+ + = +
OH CH,

Slika 8: Fotooksidacija retinil acetata (prirejeno po viru 41).

Retinil acetat

Pri vitaminu D pride pod vplivom svetlobe tako do premestitve vodika (produkt 1, Slika 9)
kot zaprtja obroca (produkt 2, Slika 9) (44).

Slika 9: Fotoliza vitamina D2

(prirejeno po viru 44).
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Pri fotooksidaciji a-tokoferola (Slika 10) z UVB zarki najprej nastane resonancno stabilen
tokoferoksilni radikal. V' kolikor ne pride do regeneracije tokoferola, vodi s svetlobo
vzbujeno stanje v fotolizo in sprostitev tokoferoksilnega radikala. Ta v nadaljevanju
reagira z radikali in tvori Stevilne nove radikale, ¢emur sledi pocasna dekompenzacija do

benzokinonskih derivatov (44, 45).

Me Me
HO hv, senzibilizator 0
Me CHCh > Me
Me 0 Ci6Hss Me (V) Ci6Has
Me Me H
Alfa-tokoferol hidroperoksiciklohekzadienon

benzokinonzld derivati

\ ¢ HO_ _Me
o ¢ O Me N O CieHss
CisHzs
Me 0
MQW Me
Me

Slika 10: Fotooksidacija vitamina E (prirejeno po viru 44).

Pri vitaminu K (Slika 11) pod vplivom svetlobe poteceta fotooksidacija in fotoliza, pri
¢emer v raztopini z etanolom nastaja kromenol (43). Izpostavitev vitamina K svetlobi vodi
do nastanka epoksidov, hidroksilacije in fotodimerizacije (44). CoQ10 je prav tako zelo
obcutljiv na svetlobo. Ze v dveh urah izpostavljenosti UV svetlobi na sobni temperaturi
njegova vsebnost pade na 72,3% prvotne (46). CoQ10 je podvrzen fotoionizaciji, pri cemer
nastane solvatiziran elektron in radikalski kation (47). Fotoliza CoQ10 sledi glede na

podatke Vv literaturi, reakciji prvega reda (48).
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Slika 11: Fotoliza vitaminov K3 in K2 (prirejeno po viru 44).

1.8.  ANALITIKA LIPOFILNIH VITAMINOV IN KOENCIMA Q10

Danes se za analizo lipofilnih vitaminov in CoQ10 uporabljajo Stevilne metode,
najpogosteje tekocCinska kromatografija visoke locljivosti (HPLC), sklopljena z razlicnimi
vrstami  detektorjev  (npr. UV/VIS, fluorescencni, elektrokemijski in masni
spektrofotometer) (49). Metoda HPLC omogoca hitro lo¢bo analitov in njihovo
kvantitativno vrednotenje, pri ¢emer je hkrati selektivna, natanéna in to¢na. V vecini
primerov je HPLC sklopljena z detektorjem UV/VIS, saj vsi lipofilni vitamini in CoQ10
absorbirajo svetlobo v UV in vidnem spektru (50). V zadnjem ¢asu vse bolj uporabljamo
HPLC, sklopljeno z masnim sprektrometrom (LC-MS, LC-MS/MS), saj z njo dosezemo
vecjo selektivnost in obcutljivost pri kvantitativnem vrednotenju in identifikaciji vitaminov
ter njihovih metabolitov pri zelo nizkih koncentracijah (49). Metode HPLC, sklopljene z
razliénimi detekcijskimi tehnikami, omogoca soc¢asno in natan¢no vrednotenje lipofilnih
vitaminov in CoQ10 v hrani, zdravilih in prehranskih dopolnilih (51). Najpogosteje
uporabljena metoda za loCevanje lipofilnih vitaminov in CoQIl0 je porazdelitvena
kromatografija, ki jo delimo na normalno-fazno in reverzno-fazno (49). Slednja prevladuje
v praksi (50). Tezavo pri vrednotenju fotorazgradnje lipofilnih vitaminov in CoQ10
predstavljajo Stevilni produkti, ki oteZujejo analitiko. V Studijah so fotostabilnost lipofilnih
vitaminov in CoQ10 vrednotili z analiznimi metodami, predstavljenimi v Preglednici II. V

vecini primerov so uporabili reverzno-fazno metodo HPLC.
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Preglednica I1: Analizne metode za vrednotenje fotostabilnosti lipofilnih vitaminov in
CoQ10.
Vitamin  Uporabljene analizne metode

vit. A reverzno-fazna HPLC (5535455, normalno-fazna HPLC (s6), spektrofotometricne

metode* (s7), tekocinska kromatografija ultra zmogljivosti (sg)

vit. D reverzno-fazna HPLC (sg), teko¢inska kromatografija ultra zmogljivosti (sg)
vit. E reverzno-fazna HPLC (53 54,55)
vit. K plinska kromatografija (o), reverzno-fazna kromatografija (s1)

CoQ10 reverzno-fazna HPLC (), HPLC/MS (46)

*- spektrofotometri¢ne metode niso dovolj selektivne
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2. NAMEN DELA

Zadnje case vse ve¢ ljudi uporablja izdelke, ki vsebujejo lipofilne vitamine in CoQ10.
Zanje je iz literature razvidno, da so obcutljivi na svetlobo, vendar so ti podatki
nezanesljivi, pomanjkljivi in protislovni. Pogostokrat se proizvajalci ne zavedajo
pomembnosti fotostabilnosti njihovih izdelkov, zato lahko z nepravilnim shranjevanjem
(izven originalne ovojnine) dodatno prihaja do skrajSevanja ¢asa ustreznosti izdelkov.
Osrednji namen magistrske naloge bo sistematicno vrednotenje fotostabilnosti 8 lipofilnih
vitaminov (vit. A, A-palmitat, D3, D2, E, E-acetat, K1 in K2) in CoQ10 v oksidirani in
reducirani obliki, ki se najpogosteje pojavljajo v izdelkih. VVzorce bomo v klimatski komori
z UV modulom izpostavili ultravijoli¢ni in dnevni svetlobi. Za vrednotenje fotostabilnosti
omenjenih analitov bomo testirali in uporabili predhodno razvito metodo HPLC. Uvodoma
bomo preucevali vpliv UV svetlobe na posamezen analit. Nato bomo izbrali manj stabilne
vitamine in pri njih dodatno preverili vpliv razli¢nih stresnih dejavnikov, ki lahko vplivajo
na hitrost fotoreakcij. Tako bomo raziskovali vpliv topil (acetonitril, etanol, metanol),
razli¢nih koncentracij analitov (10, 100, 500 in 1000 mg/l) in temperature (15, 20, 25, 30 in
40° C).

Ker se vitamini in CoQ10 pogosto pojavljajo v multivitaminskih izdelkih, bomo v
nadaljevanju analizirali tudi zmesi vitaminov v raztopinah in ugotavljali morebitne
interakcije med njimi. Zaradi neselektivnosti kromatografske lo¢be za dva para vitaminov
bomo pripravili dve osnovni zmesi, v katerih bomo zajeli vse vitamine, v nadaljevanju pa
bomo vrednotili Se druge zmesi za dodatno preverjanje interakcij med analiti. Odziv
posameznega vitamina bomo primerjali z odzivom njegovega derivata (posamezno in v
zmeseh).

Na koncu bomo izbrali nekaj izdelkov in na njih preverili uporabljeno metodologijo.
Izbrali bomo dve kremi z razlicnima oblikama vitamina A kot predstavnika kozmeti¢nih
izdelkov. Preverili bomo tudi fotostabilnosti lipofilnih vitaminov in CoQ10 v dveh teko¢ih
in dveh trdnih farmacevtskih oblikah. Kot predstavnika trdnih oblik si bomo izbrali en
izdelek v obliki mehkih kapsul in en v obliki filmsko oblozenih tablet.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1.

MATERIALI

3.1.1. Reagenti in topila

Acetonitril (ACN), C,H3N, M=41,05 g/mol, za HPLC (Sigma-Aldrich, Nemcija)
Destilirana voda, Fakulteta za farmacijo

Etilendiamintetraocetna kislina (EDTA), CioH14N2NayOg x 2H,0, M=372,24 g/mol,
>99% (Merck, Nemcija)

Etanol, C;HgO, M=46,07 g/mol, >99,8%, za HPLC (Gram mol, Hrvaska; Merck,
Nemcija)

Fosforjeva (V) kislina: HsPO,4, M=98,00 g/mol, >85% (Merck, Nem¢ija)

Heksan, C¢H14, M=86,18 g/mol, >99%, za analizo (Honeywell, ZDA)

Metanol, CH4O, M=32,04 g/mol, >99,9%, za HPLC (Sigma-Aldrich, Nemcdija;
Honeywell, ZDA)

MilliQ voda (MQ), Fakulteta za farmacijo

Natrijev borhidrid, HyBNa, M=37,83 g/mol, (Sigma-Aldrich, Nemcija)

Tetrahidrofuran (THF), C4HgO, M=72,11 g/mol, za HPLC (Sigma-Aldrich, Nemcija;
Honeywell, ZDA)

3.1.2. Standardi

()-o-tokoferol (vitamin E), Co9Hs002, M=430,72 g/mol (Fluka analytical, Nemc¢ija)
DL-a-tokoferol acetat (vitamin E acetat), C3;Hs,03, M=472,76 g/mol (Fluka analytical,
Nemcija)

Ergokalciferol (vitamin D2), C2sH440, M=396,65 g/mol, >98,0%, za HPLC (Supelco,
ZDA)

Filokinon (vitamin K1), C3;H602, >99,0%, vsota izomerov, za HPLC (Sigma-Aldrich,
Nemcija)

Holekacliferol (vitamin D3), Cy7H440, M=384,64 g/mol, >98,0%, za HPLC (Sigma-
Aldrich, Nem¢ija)

Menakinon (vitamin K2), C331H400,, M= 444,65 g/mol, za HPLC (Supelco, ZDA)
Retinol (vitamin A), CyH300, M= 286,45 g/mol, >98,0%, za HPLC (Sigma-Aldrich,

Nemcija)
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e Retinil palmitat (vitamin A palmitat), C3sHgoO2, M=524,86 g/mol, za HPLC (Sigma-
Aldrich, Nemcija)
e Ubikinon (koencim Q10), CsgHgoO4, M=863,37 g/mol, delovni standard (Kaneka

Corporation, Japonska)

3.1.3. Testirani izdelki
Metodologijo, ki smo jo uporabljali na raztopinah posameznih vitaminov, smo prenesli

tudi na testirane izdelke, predstavljene v Preglednici IlI.

Preglednica I11: Podatki o testiranih vitaminskih pripravkih

1  Liftactiv Kozmeti¢ni Krema 0,2 (m/m) % December
Advanced Filler izdelek retinol* 2016
(Vichy) 64KD06

2  Hydra Active3 Kozmeti¢ni Krema Retinil palmitat * 12 mesecev
Nacht (Loreal) izdelek po odprtju

28N100

3 Konakion Zdravilo na Raztopina za 1 ml raztopine April 2018
(Roche) recept injiciranje ali vsebuje 10 mg

peroralna fitomenadiona (vit. F3162F02
raztopina K1) (63)
4  AD3 (Krka) Zdravilo na Peroralne V 1 ml peroralnin December
recept kapljice, kapljic je 6000 IU 2017
emulzija retinil palmitata in
2000 IU D3 (64) C68523

5  FidiKoencim 10 Zdravilo Mehka V 1 kapsuli je 30 mg Januar 2017

(FidiMed) brez kapsula CoQ10 in 24 mg
recepta vseracemnega-o- A10526-01

tokoferil acetata (65)

18



Leja Zadravec Magistrska naloga

6

FidiVit Multi  Prehransko = Tableta 1 tableta vsebuje 10 Julij 2018
(FidiMed) dopolnilo pug vit. D3, 30 ug
vit. K2, 5 mg B- 1101380100
karotena in 10 mg
vit. E v obliki
mesanih

tokotrienolov. *

* podatek naveden na ovojnini; * ni podatka

3.1.4. Naprave in pribor

Analitska tehtnica Excellence Plus (Mettler Toledo, Svica)

Avtomatske pipete 20-200 pl, 100-1000 pl (Eppendorf, Nemcija)

Centrifuga Centric 322A (Tehtnica, Slovenija)

Centrifuga Centric 400R (Tehtnica, Slovenija)

Hladilnik (Gorenje, Slovenija)

Stresalnik Vibromix 10 (Tehtnica, Slovenija)

Stresalnik Vibromix 403 EVT (Tehtnica, Slovenija)

Sistem HPLC 1100-1200 (Agilent Technologies, ZDA), ki vsebuje kvarterno ¢rpalko,
avtomatski vzorcevalnik, termostat za kolono in UV-VIS detektor

Klimatska komora ICH 260 L z UV svetlobnim modulom (Memmert, Nemcija)
Kolona Luna C18 150 x 4,6 mm, 5 pum (Phenomenex, ZDA)

Predkolona Luna C18 4 x 3,0 mm (Phenomenex, ZDA)

Sistem za pripravo vode MilliQ A10 Advantage (Millipore Corporation, ZDA)
Steklovina (Case, merilne bucke, merilni valji, polnilne pipete, zamaski, viale, ¢olnicki
za tehtanje, petrijevke, epruvete)

Ostalo: nastavki za pipete, spatule, zamaSki =za viale, zaSCitne rokavice,
mikrocentrifugirke, plasticne epruvete z navojem

TurboVap (Calipier, ZDA)

Ultrazvocna kadicka Sonis 4 (Iskra Pio, Slovenija)

19



Leja Zadravec Magistrska naloga

3.2. ANALIZNA METODA

3.2.1. Optimizacija metode HPLC

Za vrednotenje fotostabilosti vzorcev smo uporabili Ze predhodno vzpostavljeno metodo
HPLC. Analizno metodo, ki omogoca socasno hitro lo¢bo ve¢ lipofilnih vitaminov (vit. A,
A-palmitat, D3, E ali E-acetat in K1) in CoQ10, je razvila avtorica Sre¢nik. Z izbrano
analizno metodo ne moremo loc¢iti med vitaminoma E in E-acetat zaradi podobnih
retencijskih ¢asov (50). Poleg prej omenjenih vitaminov smo nameravali v metodo
vkljuciti tudi vitamina D2 in K2. Pri preverjanju metode HPLC smo spreminjali tudi
valovno dolzino, pri kateri smo detektirali posamezne vitamine. Ti imajo namre¢
absorpcijske maksimume pri razli¢nih valovnih dolzinah. Snemali smo pri 260, 265, 270,

275, 280, 285, 290, 300, 310 in 320 nm.

3.2.2. Kon¢ni kromatografski pogoji HPLC

e Stacionarna faza: kolona Luna C18 150 x 4,6 mm, 5 pm

e Mobilna faza: ACN:THF:MQ=50:45:5

e Temperatura kolone: 25 °C

e Pretok mobilne faze: 1 ml/min

e Volumen injiciranja: od 2 do 20 pl (odvisno od vzorca)

e Valovna dolZina: 270, 280, 285, 290, 320, 325 nm (odvisno od vzorca)*

e Temperatura avtomatskega vzorcevalnika: 25 °C

*Posamezne vitamine v raztopini smo detektirali pri valovni dolzini, kjer imajo
absorpcijski maksimum, vitamine v zmeseh in pripravke pa pri 270 nm. Izjema so bili
pripravki 1 in 2, ki smo ju detektirali pri valovni dolzZini 325 nm, ter pripravek 5, katerega

smo analizirali pri valovni dolZini 280 nm.

3.3. PRIPRAVA VZORCEV

3.3.1. Priprava raztopin vitaminov za dolocanje ustrezne valovne dolZine

Pripravili smo raztopine posameznih vitaminov in CoQ10 s koncentracijo 1 g/l. Natehtali
smo 10 mg posameznega vitamina in ga kvantitativno prenesli v 10 ml bucko ter do
oznake dopolnili z acetonitrilom. Neposredno v viale smo izvedli 10-kratno redCitev
(prenesli smo 100 pl raztopine in dodali 900 pul ACN), da smo dobili raztopine s

koncentracijo 100 mg/I.

20



Leja Zadravec Magistrska naloga

3.3.2. Priprava raztopin vitaminov in CoQ10 za vrednotenje analizne metode

Za vrednotenje linearnosti smo pripravili raztopine posameznega vitamina CoQ10 z
razliénimi koncentracijami (20, 50, 100 in 200 mg/l). Na zacetku smo natehtali 2 mg
posameznega vitamina in CoQ10 ter ga kvantitativno prenesli v 10 ml bucko. Raztopili
smo ga v ACN. Dobili smo zacetno koncentracijo 200 mg/l. Da smo dobili Zelene
koncentracije, smo zacetno koncentracijo redcCili z ACN v viale, tako kot je navedeno v

Preglednici IV.

Preglednica 1V: Priprava raztopin posameznih analitov z razli¢nimi koncentracijami

Koncentracija [mg/l]  Volumen raztopine vitamina s Dodatek ACN [pl]

koncentracijo 200 mg/l [pl]

20 100 900
50 250 750
100 500 500
200 1000 0

Za vrednotenje ponovljivosti smo pripravili raztopine vitaminov in CoQio s koncentracijo
100 mg/l. V mikrocentrifugirko smo natehtali 1 mg posameznega analita in ga raztopili s
pomocjo UZ kopeli v 1 ml ACN. V vialo za analizo smo prenesli 100 pl raztopine in

dodali 900 pl ACN.

3.3.3. Priprava standardnih raztopin vitaminov za Studijo fotostabilnosti

Priprava raztopin za preliminarno Studijo fotostabilnosti

Natehtali smo 1 mg posameznega vitamina, ga kvantitativno prenesli v 10 ml bucko in ga

raztopili v ACN s pomoc¢jo UZ.

Priprava raztopin za studijo fotostabilnosti

Trikrat smo lo¢eno natehtali 2,5 mg vit. A, A-palmitata, vit. D2, D3, vit. E, E-acetata, K1,
K2 in oksidiranega CoQ10 ter jih kvantitativno prenesli v 25 ml bucko. S tremi topili
(acetonitril, etanol in metanol) smo posamezne vitamine dopolnili do oznake. Raztopine

smo sonicirali na UZ kopeli toliko ¢asa, dokler se vitamini niso raztopili v izbranem topilu.
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Priprava raztopin za preucevanje vpliva razlicne zacetne koncentracije analita na

fotostabilnost

Za posamezno koncentracijo smo pripravili lo¢eno raztopino. Naredili smo raztopine
posameznih vitaminov, ki pri katerih je fotorazgradnja potekala hitreje (vit. A-palmitat, K1
in CoQ10), s koncentracijami 10, 100, 500 in 1000 mg/l po postopku Priprava raztopin za
Studijo fotostabilnosti, pri ¢emer smo pri razliénih zafetnih koncentracijah uporabili
razli¢ne natehte in volumne buck, predstavljene v Preglednici V. PreuCevane analite smo

raztopili v vseh treh izbranih topilih (ACN, EtOH in MeOH).

Preglednica V: Priprava raztopin z razli¢nimi za¢etnimi koncentracijami analitov
Natehta [mg] 1 2,5 12,5 25
Volumen bucke [ml] = 100 25 25 25

3.3.4. Priprava standardne raztopine reduciranega CoQ10

Reducirano obliko CoQ10 smo pripravili iz komercialno dostopne oksidirane oblike po
postopku, razvitem v Laboratoriju za stabilnost zdravil na Katedri za biofarmacijo in
farmakokinetiko, in sicer smo najprej pripravili raztopino oksidiranega CoQ10 v heksanu s
koncentracijo 500 mg/l in odpipetirali 15 ml v 50 ml plasticno epruveto z navojem, ki smo
jo predhodno zascitili pred svetlobo. Tej raztopini smo dodali 37,5 mg NaBH, in 7,5 ml
MeOH ter meSali 3 minute na vibracijskem meSalu. Nato smo pustili 5 minut, da je potekla
reakcija redukcije CoQ10. Po 5 minutah smo dodali 7,5 ml 0,1 M EDTA in ponovno
stresali na vibracijskem meSalu 30 sekund. Temu je sledilo centrifugiranje pri 25 °C, 3
minute na 4000 obratih. Nato smo odpipetirali po 1 ml heksanske faze v 2 ml
mikrocentrifugirke in susili na TurboVap pri 40 °C s pomocjo dusika pod tlakom. Ko je bil
vzorec posusen, smo ga raztopili v 1 ml ACN (v nadaljevanju smo reducirano obliko
CoQ10 raztapljali tudi v EtOH, MeOH), ga prenesli na UZ kadi¢ko (10 minut) in ponovno
mesali 30 sekund na vibracijskem meSalu. Raztopino smo kvantitativno prenesli v 5 ml
bucko in dopolnili z istim topilom za raztapljanje. Vsako pripravo reduciranega CoQ10
smo izvedli v treh ponovitvah. UspeSnost redukcije smo izracunali po enachi I in jo

izrazili v odstotkih.
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AUC Q10 _red.: povrsina pod krivuljo za CoQ10-red. (povprecje treh ponovitev)
AUC Q10_ox.: povrsina pod krivuljo za CoQ10-oks. (povprecje treh ponovitev)
% redukcije: uspesnost redukcije v odstotkih

3.3.5. Priprava zmesi vitaminov v standardni raztopini
Pripravili smo dve raztopini, ki sta vsebovali zmesi razli¢nih vitaminov. V prvo raztopino
(zmes 1) smo dodali A, A-palmitat, D3, E, K1, K2 in oksidirano obliko CoQ10, v drugo
(zmes 2) pa A, A-palmitat, D2, E-acetat, K1, K2 in oksidirano obliko CoQ10. V kon¢ni
raztopini smo nameravali imeti posamezen vitamin s koncentracijo 100 mg/l. Ker se je pri
CoQ10 pojavil problem s topnostjo, ta se namre¢ pri visji koncentraciji v izbranih topilih
izobori, smo pripravili analite v raztopini z naslednjimi koncentracijami v treh topilih
(ACN, MeOH, EtOH):

- 250 mg/l CoQ10

- 1000 mg/l posamezni vitamini (A, A-palmitat, D3/D2, E/E-acetat, K1, K2)
V 50 ml bucko smo odpipetirali 20 ml pripravljene raztopine CoQ10 in po 5 ml raztopin

preostalih vitaminov. Zmesi analitov v raztopini smo pripravili v vseh treh topilih.

V nadaljevanju smo pripravili 3 dodatne raztopine zmesi vitaminov v ACN:

- zmes 3: vit. A-palmitat in vit. K1,

- zmes 4: vit. A-palmitat, vit. K1, CoQ10,

- zmes 5: vit. A-palmitat in vit. K1, CoQ10 in vit. E.
Najprej smo pripravili raztopine posameznega vitamina v enakih koncentracijah (250 mg/I
CoQ10 in 1000 mg/l za posamezne vitamine) navedenih v prejsSnjem odstavku. V 50 ml
bucko smo odpipetirali 20 ml pripravljene raztopine CoQ10 in po 5 ml raztopin izbranih
vitaminov ter z ACN dopolnili do oznake. Vsako zmes smo izpostavili vplivu UV svetlobe

v treh paralelah.

3.3.6. Priprava realnih vzorcev

Ekstrakcija lipofilnih vitaminov iz kozmeti¢nih izdelkov (pripravka 1 in 2)

Kremo (pripravek 1 in pripravek 2) smo najprej natehtali v stekleno petrijevko (0,8 g za
analizo pripravka 1 in 5 g za analizo pripravka 2) in izpostavili svetlobi v klimatski
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komori. VVzorce za analizo smo pripravili v treh paralelah po postopku iz diplomske naloge
avtorice Perhavec (66). Najprej smo pripravek natehtali v 15 ml plasti¢no epruveto z
navojem (Preglednica V1), ji dodali 2 ml ACN in 5 minut sonicirali z UZ. Dodali smo 8 ml
heksana, meSali 5 minut na vibracijskem meSalu in centrifugirali 10 minut pri 5000
vrtljajih na minuto. VV mikrocentrifugirko smo prenesli ustrezen volumen heksanske faze
(Preglednica V1), in susili s prepihovanjem z duSikom pod tlakom pri 40 °C. Suhi ostanek
smo raztopili v mobilni fazi (MF), s pomoc¢jo UZ in nato 1 minuto mesali na vibracijskem

mesalu. Vsebino smo nato prenesli v viale za analizo s HPLC.

Preglednica VI: Pogoji pri pripravi vzorca za analizo iz razlicnih kozmeti¢nih

izdelkov

1 0,2 0,5 10
2 1 1 20

Priprava vzorca za vrednotenje fotostabilnosti vitamina K1 v pripravku 3

Za preucevanje fotostabilnosti vitamina K1 v izdelku smo pripravek 3 kvantitativno
prenesli iz primarne ovojnine v transparentno vialo in jo izpostavili UV svetlobi. Za
primerjavo fotostabilnosti vitamina K1 v pripravku 3 z vitaminom K1 v raztopini
posameznega vitamina smo pripravili raztopino pripravka 3 s koncentracijo 1000 mg/l. V
vialo smo prenesli 100 pl pripravka 3 (vsebuje 10000 mg/l vitamina K1) in dodali 900 ul
ACN. V viali smo pripravek izpostavili UV svetlobi. VVzorce smo pripravili v dveh
paralelah.

Vzorce za analizo fotostabilnosti smo pripravili po postopku iz magistrske naloge avtorice
Sre¢nik (50). Pripravek 3 s koncentracijo 10000 mg/l smo v vsaki ¢asovni tocki najpre;j
red¢ili. Namesto 1000-kratne red¢itve smo izvedli 500-kratno red¢itev z mobilno fazo. Z
avtomatsko pipeto smo v 5 ml bucko prenesli 100 pl pripravka 3 in dodali manjsi volumen
mobilne faze. Vzorec smo nato sonicirali 10 minut na UZ (raztopina je pred soniciranjem
opalescentna, po soniciranju pa se zbistri). Raztopino smo nato ohladili na sobno
temperaturo in jo do oznake dopolnili z mobilno fazo. 100 pl smo prenesli v vialo in dodali
900 pl mobilne faze. Razred¢en pripravek 3 (koncentracija 1000 mg/l) smo neposredno

injicirali na kolono.
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Priprava vzorca za vrednotenje fotostabilnosti vitaminov A-palmitat in D3 v

pripravku 4
Pripravo vzorca za analizo fotostabilnosti iz pripravka 4 smo pripravili po postopku iz

magistrske naloge avtorice Sre¢nik (39). Pripravek 4 smo neposredno, brez dodatnega
redcenja, injicirali na kolono. Zmanjsali smo le volumen injiciranja na 3 pl. Vzor¢ili smo v

treh paralelah. VVzorce smo v komori izpostavili UV svetlobi v transparentnih vialah.

Ekstrakcija lipofilnih vitaminov in CoQ10 iz mehkih kapsul (pripravek 5)

Vzorce za analizo fotostabilnosti smo pripravili po optimiziranem postopku iz magistrske
naloge avtorice Sre¢nik (50). Kapsulo (pripravek 5) smo prerezali s skalpelom in jo
prenesli v 100 ml bucko ter do oznake dopolnili z n-heksanom. Nato smo 10 minut
sonicirali na UZ, 20 minut stresali na stresalniku in 10 minut centrifugirali pri 3200
vrtljajih na minuto. VV mikrocentrifugirko smo prenesli 0,5 ml heksanske faze in susili s
prepihovanjem z dusikom pod tlakom pri 40 °C do suhega. Heksansko fazo smo susili v
treh paralelah. Suhi ostanek smo raztopili v 2 ml MF, sonicirali 10 minut na UZ in meSali s

pomocjo vibracijskega mesala 30 sekund.

Ekstrakcija lipofilnih vitaminov in CoQ10 iz tablet (pripravek 6)

Pripravek 6 smo pripravili po optimiziranem postopku iz magistrske naloge avtorice
Sre¢nik (50), po katerem smo tableto najprej prenesli v 15 ml plasticno epruveto z
navojem, dodali 2 ml 0,1% HsPO,4 in meSali 5 minut na vibracijskem meSalu. Nato smo
dodali 8 ml n-heksana, sonicirali 10 minut na UZ, meS$ali z vibracijskim meSalom 2 minuti
in centrifugirali 10 minut pri 5000 vrtljajih na minuto. 2 ml heksanske faze smo prenesli v
plasti¢no mikrocentrifugirko in susili do suhega s prepihovanjem z duSikom pod tlakom pri
40 °C. Heksansko fazo smo susili v treh ponovitvah. Suhi ostanek smo raztopili 0,5 ml v

MF, 10 minut sonicirali in 30 sekund mesali s pomoc¢jo vibracijskega mesala.

Priprava vzorca za test preverjanja fotostabilnosti med pripravo vzorca (pripravek 5)

Pripravili smo raztopino po postopku Ekstrakcija lipofilnih vitaminov in CoQ10 iz mehkih
kapsul v tocki 3.3.6. Odmerili smo jo v 5 ml bucke in opazovali fotostabilnost vitaminov.
V kolikor je med Studijo stabilnosti priSlo do hlapenja heksana, smo s heksanom dopolnili

do oznake. Za vrednotenje vpliva svetlobe na stabilnost lipofilnih vitaminov in CoQ10 v
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raztopini za analizo smo izbrali obdobje 4 ur. V vsaki ¢asovni tocki smo vzorec analizirali

v treh paralelah.

3.4. VREDNOTENJE ANALIZNE METODE

Ze predhodno validirana metoda za merjenje lipofilnih vitaminov in CoQ10 (50) je
vkljucevala vrednotenje CoQ10 in vitaminov A, A-palmitat, D3, E, E-acetat ter K1, ne pa
tudi vrednotenja vitaminov D2 in K2. Zato smo za vse analite izvedli delno vrednotenje
analizne metode. Za vrednotenje ponovljivosti in linearnosti metode smo pripravili

raztopine posameznega vitamina po postopku, opisanem v tocki 3.3.2.

3.4.1. Ponovljivost metode

Natan¢nost smo vrednotili s ponovljivostjo, pri ¢emer smo za vsak vzorec vrednotili
znotraj-dnevno ponovljivost in ponovljivost injiciranja. Ponovljivost znotraj dneva smo
preverili v 3 paralelah, ponovljivost injiciranja pa smo vrednotili s Sestkratnim injiciranjem
istega vzorca. Ponovljivost smo izrazili kot relativni standardni odmik (RSD), izrazen v
odstotkih. Kot kriterij sprejemljivosti smo za znotraj-dnevno ponovljivost postavili mejo

RSD < 5%, za ponovljivost injiciranja pa RSD < 2%.

3.4.2. Linearnost metode

Linearnost metode smo za vsak analit posebej ovrednotili z umeritveno premico, ki smo jo
dolocili iz grafa odvisnosti odziva posameznega analita (povrsina pod kromatografskim
vrhom analita) od koncentracije. Umeritveno premico smo dolo€ili s pomoc¢jo linearne

regresije v programu MS Excel. Za mejo sprejemljivosti smo dologili kriterij R?>0,999.

35. PREUCEVANJE FOTOSTABILNOSTI

Stabilnost vitaminov na svetlobi smo opazovali v klimatski komori z UV-modulom pri
stalni temperaturi (25 °C). Vir svetlobe v klimatski komori je standardno svetilo (D65), ki
simulira dnevno svetlobo in UV sevanje v spektralnem obmocju 320-400 nm (67). Vzorce
smo pripravili po postopkih, opisanih v to¢ki 3.3., in jih vrednotili z metodo HPLC z UV-
VIS detektorjem (tocka 3.2.). Vsak vzorec smo pripravili in analizirali v treh paralelah.
Najprej smo izvedli preliminarno Studijo fotorazgradnje vitaminov in CoQ10 v raztopini,
kjer smo ugotavljali pri 25 °C hitrost fotolize ob ¢asu 0, po 1, 2 in 24 urah. Raztopine

vitaminov in CoQ10 s koncentracijo 100 mg/l v  ACN smo pripravili po postopku,
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opisanem v tocki 3.3.3. (Priprava raztopin za preliminarno Studijo fotostabilnosti) in
ugotovili, da pri analitih vitamin K1, A-palmitat in CoQ10 vsebnost upada bistveno hitreje
kot pri preostalih vitaminih. Na osnovi teh rezultatov smo tudi definirali ¢asovne tocke
spremljanja fotostabilnosti posameznih vitaminov.

Pri nadaljnjem preucevanju fotostabilnosti lipofilnih vitaminov in CoQ10 v raztopini smo
vzorce pripravili po postopkih, opisanih v tocki 3.3.3. (Priprava raztopin za Studijo
fotostabilnosti). Pripravljeno raztopino posameznega vitamina (v 25 ml bucki) smo
enakomerno razdelili v 3 epruvete z zamaskom (8 ml v vsako) in jih pri temperaturi 25 °C
izpostavili UV svetlobi. Posamezne analite in analite v zmeseh z drugimi analiti smo
vzor¢ili v razli¢nih ¢asovnih tockah, sama shema vzor¢enja je predstavljena v Preglednici

VII. Vzorce smo izpostavili UV svetlobi v steklenih epruvetah v treh paralelah.

Preglednica VII: Shema vzorcenja lipofilnih vitaminov in CoQ10 v raztopinah
analitskih standardov v razli¢nih ¢asovnih tockah [h]
e L T S T L A L)
vit. K1 0 0,25 05 0,75 1 1,25 1,5 1,75 2
vit. K2
vit. A-palmitat
red. Q10 0 05 1 1,5 2 3 4
oks. Q10
vit. A 0 2 4 28 48 120 168 288
vit. D2 720
vit. D3
vit. E
vit. E-acetat 720
Zmesi lipofilnih 0 0,25 05 0,75 1 1,25 1,5 1,75 2 3 4
vitaminov  in
CoQ10

V vsaki ¢asovni tocki smo preverili, ali je fotorazgradnja izklju¢no posledica vpliva

svetlobe. Zato smo vzporedno analizirali kontrolni vzorec, ki je bil na 25 °C in zasCiten
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pred svetlobo. Pri fotorazgradnji vitaminov smo ugotavljali tudi vpliv dejavnikov: topila,
koncentracija in temperatura. Izbrane vrednosti parametrov opisuje Preglednica VIII.

Preglednica VIII: Vpliv izbranih parametrov na fotostabilnost vitaminov in CoQ10

Temperatura [°C] ° 15 20 25 30 40
Zacetna koncentracija [mg/l] © 10 100 500 1000
Topilo * acetonitril etanol metanol

°parameter smo preverjali pri vitaminih K1, A-palmitat in CoQZ10-oks.; * parameter smo
preverjali pri vseh analitih, posamezno in v zmeseh; metanol smo pri preverjanju vpliva

zacetne koncentracije izpustili

Preucevanje fotostabilnosti izdelkov

Lipofilne vitamine in CoQ10 v pripravkih smo izpostavili UV svetlobi v razli¢ni ovojnini.
Pripravka 1 in 2 smo v komoro postavili v petrijevkah, pripravka 3 in 4 v prozornih vialah,
pripravka 5 in 6 pa v primarni ovojnini. Fotostabilnost razli¢nih pripravkov smo spremljali
razli¢no dolgo. Vmesne Casovne to¢ke smo izbrali glede na farmacevtsko obliko pripravka
in glede na to, katere vitamine je pripravek vseboval. V vsaki ¢asovni tocki smo vzeli
pripravek iz komore in ga pripravili za analizo po postopkih, napisanih v tocki 3.3.6.
Pripravka 1 in 2 smo vzor¢ili ob ¢asu 0, 4 in 24 ur, pri pripravku 2 smo imeli §¢ vmesno
casovno tocko po 2 urah. Fotostabilnost v pripravku 3 smo preucevali po ¢asu 0, 0,5, 1,75,
2,75, 24 in 72 urah, v pripravku 4 pa v ¢asovnih tockah: 0, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 2, 3 in 24
urah. Pripravek 5 smo analizirali ob ¢asu 0 in po 1, 2, 3, 4 tednih, pripravek 6 pa ob ¢asu 0
in po 1, 3, 5 tednih. Preucevali smo tudi vpliv svetlobe na pripravo vzorca za vrednotenje
vsebnosti in fotostabilnost lipofilnih vitaminov in CoQ10 v pripravku ob ¢asu 0 in po 0,5,
1,15, 2, 3 ter 4 urah.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1. ANALIZNA METODOLOGIJA

4.1.1. Optimizacija analizne metode

Za vrednotenje vitaminov smo izbrali analizno metodo avtorice Sre¢nik (50) in jo
prilagodili oz. optimizirali za namen vrednotenja fotostabilnosti posameznih lipofilnih
vitaminov. Pri tem smo najprej izbrali optimalno valovno dolzino detekcije za izbrane
analite, saj je bila v prehodni metodi le-ta prilagojena glede na vsebnost vitaminov v
izdelkih. Zato smo najprej posneli kromatograme standardnih raztopin posameznih
vitaminov (vit. A, A-palmitat, D2, D3, E, E-acetat, K1, K2 in CoQ10 v obeh oblikah) in
njihovih zmesi pri razli¢nih valovnih dolzinah. V okviru naSe Studije smo za detekcijo
posameznega vitamina izbrali tisto valovno dolzino, pri kateri ima detektirani analit
absorpcijski maksimum v vi§jem obmo¢ju (nad 260 nm). Izbrani analiti imajo namreé
absorpcijske maksimume pri razli¢nih valovnih dolZinah. Pri izbiri za detekcijo vitaminov
v zmeseh in multivitaminskih izdelkih smo se osredotocili na vitamina D in K, ki se v
multivitaminskih pripravkih pojavljata v pg obmocju, medtem ko se pa preostali vitamini:
vit. A, A-palmitat, E, E-acetat in CoQ10 (v reducirani in oksidirani obliki) pojavljajo v mg
obmocju. Hkrati smo se pri izbiri ustrezne valovne dolzine za detekcijo lipofilnih
vitaminov in CoQ10 v zmeseh in izdelkih, osredotocili na tiste, ki imajo pri enaki masni

koncentraciji nizji odziv.

—— A\ —@— A-palmitat D2in D3 —@— E —@— E-acetat K1lin K2 =——@=— Q10-0%. =——@=— Q10-red
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100 A o~ —
z v X< 7
~ 80 'P
: >
(Y]
T 60
= ‘ ’
=
& 40
z
20
et >
.
0
260 270 280 290 300 310 320

valovna dolZina [nm]

Slika 12: Graf spreminjanja odzivov analita (relativno glede na maksimalni odziv) v odvisnosti od valovne dolZine

detekcije.
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Na Sliki 12 je vidino, da odzivi vitaminov D2, D3 in K1, K2 z naras¢anjem valovne
dolzine upadajo. Absorpcijski maksimum imajo v obmoc¢ju med 260 in 270 nm, natan¢neje
sicer pri 265 nm. Odzivi preostalih vitaminov so pri valovni dolZini 265 nm precej nizki, z
naraS¢anjem valovne dolzine do 270 nm pa se odzivi ve€ine vitaminov, razen vitaminov A,
A-palmitat in E-acetat, bistveno povecajo. Ti vitamini se v izdelkih nahajajo v veéjih
koli¢inah. Za detekcijo vitaminov v zmeseh in izdelkih smo zato izbrali detekcijsko
valovno dolZino 270 nm. Izdelke, ki so vsebovali samo en vitamin, pa smo opazovali pri
njegovem absorpcijskem maksimumu. Znano je, da je odziv oksidirane oblike CoQ10
priblizno desetkrat oz. petkrat vecji kot odziv reducirane pri 270 oz. 280 nm (68).
Razmerje odzivov med oksidirano in reducirano obliko naj bi bil ¢im manjSe. Zato smo se
odlo¢ili, da pripravek 5, ki je vseboval obe obliki CoQ10 in ga preucevali pri valovni
dolZini 280 nm. Odzivi vitaminov K in D se pri tej valovni dolZini Ze bistveno zmanjsajo,
vendar so Se vedno dovolj visoki za ustrezno detekcijo, medtem ko se odzivi preostalih
vitaminov $e povecajo.

Posamezen vitamin smo torej detektirali pri njegovem absorpcijskem maksimumu, prav
tako izdelke, ki so vsebovali samo en analit. Pripravek, ki je vseboval obe obliki CoQ10
smo analizirali pri valovni dolzini 280 nm, vitamine v zmeseh in multivitaminskih izdelkih

pa pri 270 nm.

Analitika vitaminov D2 in K2

Vitamin D se v izdelkih pogosto pojavlja tudi v obliki vitamina D2, vitamin K pa v obliki
K2. Ker predhodno vzpostavljena analizna metoda ni vkljucevala analitike vitaminov K2
in D2, smo najprej preverili, ali se pri izbranih kromatografskih pogojih lo¢ita od
preostalih vitaminov in CoQ10 (50). Na podlagi podobne strukture in podobnih fizikalno-
kemijskih lastnosti smo sklepali, da bodo retencijski Casi teh dveh vitaminov podobni
retencijskima ¢asoma vitaminov D3 in KI1. Pri vitaminu K2 smo dobili lepo
kromatografsko lo¢itev od preostalih vitaminov (Slika 13), pri vitaminu D2 pa zal ne (Slika
14). Pri kromatografski loCitvi vitamina D2 je namre¢ priSlo do prekrivanja
kromatografskih vrhov z vitaminom D3, ki je vitaminu D2 sorodna in zelo podobna
spojina s primerljivim retencijskim ¢asom. To pa v bistvu niti ni predstavljalo vecje
omejitve za uporabo analizne metode, saj je v posameznih multivitaminskih izdelkih

prisotna le ena od oblik vitamina D.
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Slika 13: Kromatogram lipofilnih vitaminov in oksidiranega CoQ10 v raztopini (koncentracija 100 mg/l).

maly -

Okl vit. D3

n A vit. Dz}'l\ H\_

-200 - YE— T T T
0 1 2 3 4 5 min

Slika 14: Kromatogram vitaminov D2 in D3 v raztopini.

Priprava reduciranega CoQ10

V Studijo fotostabilnosti smo Zzeleli vkljuciti tudi reducirano obliko CoQ10. Ker pa ta
oblika CoQ10 ni na razpolago komercialno, smo jo pripravili iz oksidirane, in sicer
skladno s predhodno razvitim postopkom (opisano v podpoglavju 3.3.4.). V tem postopku
se kot topilo za raztapljanje posusene heksanske faze uporablja acetonitril (ACN). Poleg
tega smo dodatno preverili tudi uporabo etanola in metanola kot topil za raztapljanje, saj
smo zeleli preucevati fotostabilnost v vseh treh topilih. Po konc¢ani reakciji smo uspesnost
pretvorbe CoQ10 iz oksidirane v reducirano obliko ugotavljali glede na odzive obeh oblik

pri valovni dolzini 280 nm, Kjer je odziv oksidirane oblike petkrat vecji od reducirane (68).
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UspeSnost redukcije v vseh treh topilih po raztapljanju suhega vzorca smo izracunali S
pomod¢jo Enache 1 in jo izrazili v odstotkih. Rezultati uspeSnosti redukcije CoQ10 so

predstavljeni v Preglednici 1X.

Preglednica IX: Prikaz uspe$nosti postopka priprave reducirane oblike CoQ10 v treh

razli¢nih topilih.

ACN 98 97 97
EtOH 99 99 99
MeOH 96 96 /

Uspesnost redukcije je bila v vseh primerih blizu 100 %, zato lahko potrdimo, da je bil
uporabljen postopek pretvorbe v reducirano obliko CoQ10 ustrezen v vseh treh topilih in
lahko to obliko CoQ10 uporabimo v nadaljnjih Studijah fotostabilnosti.

4.1.2. Preverjanje analizne metode

Predhodno validirana metoda za analizo lipofilnih vitaminov in CoQ10 je vklju¢evala
vrednotenje CoQ10 in vitaminov A, A-palmitat, D3, E, E-acetat ter K1, ne pa tudi
vrednotenja vitaminov D2 in K2 (50). Zato smo za vse analite izvedli delno vrednotenje
analizne metode. Z delno validacijo analizne metode smo preverjali ustreznost in zmoznost
socasnega kvantitativnega in kvalitativnega loCevanja ter vrednotenja lipofilnih vitaminov
in CoQ10 Ze predhodno razvite in ovrednotene analizne metode (50). Slika 15 prikazuje
lipofilne vitamine in CoQ10, ki smo jih lahko lo¢ili z izbrano analizno metodo. Socasna
lo¢ba vitaminov D2 in D3 ter vitaminov E in E-acetat z izbrano analizno metodo ni mozna.
Zaradi podobnih retencijskih ¢asov vitaminov D2 in D3 ter vitaminov E in E-acetat prihaja
do prekrivanja kromatografskih vrhov. Tako na Sliki 15 lahko zasledimo le enega od
analogov vitaminov D v obliki D3 in E v obliki E-acetat. Soc¢asna loc¢ba vitamina K2 od
preostalih lipofilnih vitaminov in CoQ10 je bila uspedna (Slika 13).

Rezultati preverjanja linearnosti in natancnosti so predstavljeni v Preglednici X.
Koncentracijsko obmocje za preverjanje linearnosti je za vse testirane analite med 20 in
200 mg/l. Izbrano obmo¢je je tudi delovno obmocje v kasnejsi Studiji fotostabilnosti, pri

¢emer je bila koncentracija 100 mg/1 zacetna delovna koncentracija.
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Slika 15: Kromatogram lipofilnih vitaminov in CoQ10, ki so bili Ze ovrednoteni s predhodno razvito metodo pri

koncentraciji 100 mg/I

Iz Preglednice X lahko razberemo, da je metoda linearna za vse analite v testiranem

koncentracijskem obmocju (R? je bil za vsako umeritveno premico < 0,999).

Preglednica X: Rezultati preverjanja linearnosti (R?) znotraj koncentracijskega

obmoc¢ja med 20 in 200 mg/l in natan¢nosti (RSD) pri koncentraciji 100 mg/I

vit. A

vit. A-palmitat
vit. D2

vit. D3

vit. E

t. E-acetat

v
vit. K1
vit. K2
Q10-oks.
Q10-red.

y = 4,741x + 26,84

y =5,891x - 0,6443
y = 49,31x - 54,95

y =51,27x + 102,6

y = 0,5796X + 0,4454
y =2,261x + 0,7492
y =27,45x + 32,43

y =37,69x + 24,78

y =19,60x + 19,17

y =3,564x + 3,110

0,9995
1,0000
0,9999
0,9999
0,9996
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,9998
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0,52
0,14
0,65
0,33
0,36
1,01
0,28
0,18
0,49
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Natan¢nost smo preverjali na nivoju znotraj-dnevne ponovljivosti. 1z Preglednice X je
razvidno, da lahko z uporabljeno analizno metodo dobimo ponovljive rezultate, saj RSD
vrednosti ne presegajo meje sprejemljivosti (RSD < 5%). Preverili smo tudi ponovljivost
injiciranja na primeru vitamina D2. Rezultat je bil RSD = 0,16 %, kar ne presega meje
sprejemljivosti (RSD < 2%).

Delovno koncentracijsko obmoc¢je metode smo dodatno razsirili s spremembo v volumnu
injiciranja (od 2 — 20 ul). Tako smo lahko injicirali raztopine s koncentracijami izven
delovnega obmocja v $tudiji (npr. 500 in 1000 mg/l). Potrdili smo namre¢, da so 0dzivi
analitov pri vi§ji koncentraciji in zmanjSanim volumnom injiciranja podobni tistim z nizjo
koncentracijo in ve¢jim volumnom injiciranja.

Rezultati delnega ovrednotenja metode so pokazali, da je metoda linearna v testiranem
koncentracijskem obmocju ter ustrezno natancna. S spremembo volumna injiciranja smo
dosegli razsiritev delovnega obmocja, pri ¢emer smo s spremembo volumna injiciranja
dobili premosorazmerne vrednosti odzivov. Metoda je ustrezna in primerna za preuc¢evanje

fotostabilnosti lipofilnih vitaminov in CoQ10.

4.1.3. Priprava na Studijo fotostabilnosti

Izbira ustreznega topila

Fotostabilnost lipofilnih vitaminov in CoQ10 smo nameravali preucevati v raztopinah.
Izbira ustreznega topila za pripravo raztopin pri preuc¢evanju fotorazgradnje je klju¢nega
pomena, saj topilo lahko vpliva na fotorazgradnjo lipofilnih vitaminov in CoQ10. Zeleli
smo uporabiti vodne raztopine, vendar so preiskovani analiti izredno lipofilne spojine,
njihova topnost pa je v vodi zelo nizka in neenotna (razli¢na topnost posameznih analitov).
Dodatno smo Zeleli opazovati fotostabilnost izbranih analitov pri isti masni koncentraciji,
da bi lahko primerjali fotostabilnost posameznega vitamina z drugimi vitamini. Pred
zacetkom Studije smo izvedli test, S katerim smo ugotavljali topnost, kjer smo prilagajali
polarnost raztopin z razli¢nimi delezi ACN/MQ. Zeleli smo dose¢i masno koncentracijo
100 mg/l za vsak analit v raztopini. Ta koncentracija namre¢ izkazuje ustrezen odziv za
vsak posamezen analit in moznost spremljanja Kinetike upada koncentracije. Kinetika
fotolize lipofilnih vitaminov in CoQ10 je tako bolj omejena s koncentracijo kot pa z
intenziteto svetlobe. Ker s kombinacijami vode in acetonitrila nismo uspeli pripraviti vseh
analitov pri Zeleni koncentraciji, smo se v nadaljevanju osredotocili na pripravo raztopin S
100% topili. Kot primerna topila smo izbrali ACN, EtOH in MeOH. Ta topila so tudi
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splosno sprejemljiva. Lipofilni vitamini in CoQ10 se sicer boljSe topijo v THF in n-
heksanu, vendar obe topili nista najbolj primerna izbira. Tako n-heksan kot THF sta
zdravju Skodljiva (THF je tudi kancerogen), hkrati pa Skodujeta okolju. Dodatno je n-
heksan je nekompatibilen z reverzno-fazno kromatografijo, saj uni¢uje kromatografsko
kolono in zmanjSuje njeno sposobnost locevanja. Zato bi morali vzorce v teh topilih pred
injiciranjem dodatno susiti in raztopiti v bolj primernem topilu, kar pa predstavlja dodaten
korak pri pripravi vzorca, ki podaljSa pripravo vzorca in hkrati vpliva tudi na toc¢nost
rezultatov. p-karoten ni dovolj topen v izbranih topilih, topi se samo v n-heksanu in THF,
zato smo ga izkljucili iz Studije proucevanja fotostabilnosti posameznih vitaminov in
CoQ10.

Za kasnejSo Studijo fotostabilnosti smo zato izbrali topila ACN, EtOH in MeOH. Vsi

analiti so se v izbranih topilih pri isti masni koncentraciji (100 mg/l) raztopili.

Mesto postavitve vzorca v komori

Pri prvih poskusih vrednotenja fotostabilnosti lipofilnih vitaminov in CoQ10 smo imeli
teZave s ponovljivostjo rezultatov. V isti ¢asovni tocki smo vsako analizo izvedli v treh
paralelah (tri vzorce smo izpostavili svetlobi) in zaznali velika nihanja v hitrosti
fotorazgradnje (RSD > 15%). Ugotovili smo, da je tezava s ponovljivostjo med paralelami
povezana z mestom postavitve vzorca v komori. Vzorce smo v zacetku postavljali na
poljubno mesto v komori (po navadi na obrobni del komore). Kasneje smo vzorce vedno
postavili na sredino komore in ob ustrezni postavitvi vzorcev v komori se je ponovljivost
bistveno izboljSala ter je kasneje znaSala manj od 2%. Iz opazovanj sklepamo, da je
intenziteta svetlobe razli¢na na razli¢nih mestih v komori. Torej lahko zaklju€imo, da je

mesto postavitve vzorca v komori izredno pomembno.

Ugotavljanje reda reakcije

Za napovedovanje sprememb pod vplivom svetlobe je klju¢no, da ugotovimo red reakcije
in kinetiko fotoliznih procesov za posamezen analit z namenom, da kvantitativno
ovrednotimo stabilnost. Eden od uveljavljenih in pogosto uporabljenih pristopov

ugotavljanja reda reakcije je statisticna oz. graficna metoda na osnovi eksperimentalnih

awan

(69).
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Slika 16 in slika 17 prikazujeta dva reprezentativna primera uporabljene grafi¢ne metode.
Vsaka slika je sestavljena iz treh grafov, na vsakem je predstavljen red reakcije (0., 1. in 2.
red). 1z Slike 16 lahko opazimo, da upad koncentracije vitamin K2 v raztopini najbolje
opisuje kinetika 1. reda. Kinetiko fotorazgradnje vitamina D3 pa najbolje opisuje 2. red
(Slika 17). Za vse vitamine v vseh treh topilih pa so rezultati uporabe graficne metode

zbrani v preglednici (Priloga I).
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Slika 16: Ugotavljanje kinetike fotorazgradne vitamina K2 v EtOH; reakcija sledi 1. redu

S 1. redom reakcije najbolje opiSemo upad koncentracije vitaminov A-palmitat, D2, K1,
K2 in oksidirane oblike CoQ10, z 2. redom pa upad koncentracije vitaminov A, D3, E in
reduciranega CoQ10. Vitamin E-acetat v EtOH prav tako sledi 2. redu, v ACN in MeOH
zaradi pocasnega upada koncentracije nismo mogli dolocili reda reakcije oz. konstante

reakcijske hitrosti. V literaturi je na razpolago malo podatkov o kinetiki fotorazgradnje
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lipofilnih vitaminov in CoQ10, razpolozljivi podatki za CoQ10 (48) pa se skladajo z
nasimi rezultati. Pri vitaminu A-palmitat v ACN in vitaminu D2 v EtOH smo opazili
spremembo reda reakcije. Upad koncentracije vitamina A-palmitat v ACN in vitamina D2
v EtOH sicer bolje opiSe 2. red, vendar bomo zaradi moznosti neposredne primerjave v

vseh topilih vitamina obravnavali po 1. redu reakcije.
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Slika 17: Ugotavljanje kinetike fotorazgradne vitamina D3 v EtOH; reakcija sledi 2. redu

V nadaljevanju smo vitamine obravnavali po redu, ki jih najbolje opisuje. Prav tako smo
tudi pri ostalih vitaminih, v kolikor je priSlo do spremembe reda reakcije, prikazali red,
dolo¢en za posamezen vitamin (1. red: vitamini A-palmitat, D2, K1, K2 in oksidiran
CoQ10; 2. red: vitamini A, D3, E in reduciran CoQ10).
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4.2. VPLIV DEJAVNIKOV NA FOTOSTABILNOSTI VITAMINOV

Znano je, da so lipofilni vitamini nestabilni, hitreje se pretvarjajo na svetlobi. Glavni vzrok
pospeSene fotorazgradnje je njihova struktura z dvojnimi konjugiranimi vezmi (70).
Proucevanja fotostabilnosti smo se lotili sistematicno: najprej smo raziskali nestabilnost
posameznega vitamina na svetlobi in nato Se preverjali dodatne vplive, ki lahko spremenijo
kinetiko fotoreakcije vitamina. Pri vseh vitaminih smo preucevali vpliv topila na njihovo
fotostabilnost. Pri vitaminih A-palmitat, K1 in CoQ10 smo dodatno opazovali vpliv
temperature in koncentracije na hitrost fotorazgradnje. Zanje smo v preliminarni Studiji
ugotovili, da se razgrajujejo hitreje (v 1 dnevu je 100% razgradnja), zato smo lahko izvedli
ve¢ testov v krajSem casu. Zaradi podobnih strukturnih lastnosti lahko sklepamo na
podobno obnaSanje tudi pri ostalih lipofilnih vitaminih. Vzorce za preucevanje vplivov
razli¢énih dejavnikov na fotostabilnost lipofilnih vitaminov in CoQ10 smo pripravili po
postopku, opisanem v tocki 3.3.3. Vsako meritev smo izvedli v treh paralelah, rezultate pa

predstavili kot njihovo povprecje.

4.2.1. Vpliv temperature

Temperatura lahko vpliva na spremembo hitrosti fotoreakcij. V literaturi smo nasli razli¢ne
informacije o vplivu temperature na fotokemijske procese. Sprememba temperature za 10
°C lahko podvoji hitrost fotoreakcij, na drugi strani pa je mnogo fotokemijskih procesov
neodvisnih od temperature (34, 38). Prav zaradi nasprotujocih si literaturnih podatkov smo
zeleli preverili vpliv tega dejavnika na preiskovanih vitaminih. V skladu s postopkom
3.3.5. smo opazovali ¢asovni upad koncentracije izbranih lipofilnih vitaminov in CoQ10
(vitamin A-palmitat, K1 in oksidiran CoQ10) v raztopini pod UV svetlobo in pri razli¢nih
temperaturah (15, 20, 30 in 40 °C). Na reprezentativnem primeru pri vitaminu A-palmitat
(Slika 18) lahko opazimo, da temperatura vpliva na obseg fotorazgradnje. V Preglednici XI
so zbrane konstante hitrosti fotorazgradnje v razli¢nih topilih pri izbranih temperaturah za

vse tri testirane analite.
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Slika 18: Vpliv temperature na upad koncentracije vitamina A-palmitata v ACN pod vplivom UV svetlobe

Preglednica XlI: Konstante hitrosti 1. reda za vitamine v razli¢nih topilih pri

razli¢nih temperaturah

ACN 15 °C 1,470 ST 0,2134
20 °C 1,138 3,216 0,2261
30°C 1,246 2,544 0,2422
40 °C 1,021 2,907 0,1759
EtOH 15°C 2,580 1,596 0,1836
20°C 2,003 1,614 0,2088
30°C 1,841 1,453 0,2226
40 °C 1,622 1,618 0,1694
MeOH 15°C 2,724 1,697 0,2209
20°C 2,595 2,204 0,2069
30°C 2,436 1,473 0,2345
40 °C 2,175 2,022 0,1890

Pricakovali smo, da se bo fotostabilnost preucevanih analitov zmanjSevala z narascanjem
temperature, vendar so rezultati v nasprotju s priCakovanji. 1z Preglednice XI lahko
opazimo, da temperatura vpliva na hitrost fotolize vitaminov, in sicer vpliva na vsak
analiziran analit drugaée. Pri A-palmitatu in pri oksidiranem CoQ10 opazimo upadanje
hitrosti reakcije z naras¢anjem temperature, pri vitaminu K1 hitrost reakcije niha oz. se
hitrost reakcije znacilno ne spreminja s temperaturo. Za klasi¢ne reakcije kemicne
nestabilnosti so ugotovili, da se stabilnost lipofilnih vitaminov in CoQ10 z nara$¢anjem

temperature zmanjSuje. Prav tako pa so ugotovili, da zanje velja Arrheniusova enacba (32),
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ki pomeni odnos med temperaturo in hitrostjo kemiéne reakcije. Ce je veljavna, nam ta
skrajSuje ¢as ugotavljanja stabilnosti in jo lahko uporabimo za napovedovanje stabilnosti
vitaminov (31). Za dobljene rezultate pa Arrheniusova enacba ne velja. Vendar smo v
literaturi zasledili trend, ki se ujema z naSimi rezultati. Znano je, da v fotooksidacijske
procese v reakcijo vstopa kisik, pri ¢emer je topnost kisika obratno sorazmerna s povisano
temperaturo, kar pomeni, da se z viSanjem temperature koncentracija kisika, ki je na voljo
za sodelovanje v fotoreakcijah, zmanjSuje (34). Ugotovili so tudi, da ima singletni kisik pri
nizji temperaturi daljSo Zivljenjsko dobo, kar lahko dodatno vpliva na vec¢ji obseg
fotorazgradnje analitov (71).

Zaklju¢imo lahko, da temperatura vpliva na fotostabilnost preucevanih vitaminov, pri visji

temperaturi je njihova stabilnost na svetlobi nekoliko vecja.

4.2.2. Vpliv koncentracije

Fotooksidacija je koncentracijsko odvisna, saj se s poveCevanjem koncentracije zmanjSuje
nestabilnost vitaminov na svetlobi (34). Mozna je tudi sprememba kinetike reda. Preverili
smo, ali to dejstvo drzi tudi za preucevane vitamine. Na Sliki 19 smo ponazorili vpliv
razli¢nih koncentracij vitamina K1 na hitrost fotorazgradnje. Rezultate za druge izbrane
analite v razli¢nih topilih pa smo zbrali v Preglednici XII. Studijo vpliva koncentracije smo
izvedli le v ACN in EtOH, saj je zaradi slabSe topnosti izbranih analitov pri visjih

koncentracijah prislo v MeOH do izoboritve.
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Slika 19: Vpliv zacetne koncentracije na upad koncentracije vitamina K1 v ACN pod vplivom UV svetlobe pri 25 °C

Preglednica XII: Konstante hitrosti 1. reda pri razli¢nih koncentracijah vitaminov v

razli¢nih topilih
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ACN 10 1,885 8,234 0,3571
100 1,396 4,499 0,2206
500 0,5383 1,914 0,1200
1000 0,3888 1,236 /

EtOH 10 5,673 6,415 0,2915
100 2,064 2,439 0,2433
500 0,8754 0,9874 0,1162
1000 0,7564 0,6529 /

/- med testom fotostabilnosti je prislo do izoboritve CoQ10, analiza ni bila mozna;

Pri vseh vitaminih opazimo povezavo med koncentracijo in hitrostjo reakcije, vecja kot je
koncentracija, manjSa je konstanta reakcijske hitrosti in pocasnejsa je fotorazgradnja.

Razlika je najbolj vidna pri vitaminu K1, kjer je razmerje v EtOH med najvi$jo in najnizjo
konstanto 10, v ACN pa priblizno 7. Razmerje med najvi$jo in najniZjo konstanto za
vitamin A-palmitat v ACN je 5, v EtOH pa 7,5; za oksidirano obliko CoQ10 v ACN 3 inv
EtOH 2,5. Dobljeni rezultati se ujemajo z literaturnimi podatki in nasimi pri¢akovanji. Za
vse analizirane vitamine lahko potrdimo, da se z zmanjSevanjem koncentracije zmanjsuje
tudi njihova fotostabilnost. PospeSena fotorazgradnja analitov pri niZji koncentraciji je
posledica relativno vecjega stevila fotonov (na eno molekulo analita), s katerimi vzbujamo

molekulo do reaktivnega vzbujenega stanja, ki vodi v nestabilnost (72).

4.2.3. Vpliv topila

Topilo je eden izmed pomembnih dejavnikov, ki lahko vplivajo na stabilnost (tudi na
fotostabilnost) spojin v raztopinah (30), zato smo preverili, kako so vitamini obstojni na
svetlobi v razli¢nih topilih. Njihovo razgradnjo smo opazovali v acetonitrilu, etanolu in
metanolu. Na Sliki 20 smo ponazorili ¢asovni upad koncentracije vitamina K1 v izbranih
topilih pod vplivom UV svetlobe, rezultate za vse preucevane vitamine pa predstavili v

Preglednici XIII.
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Slika 20: Upad koncentracije vitamina K1 v razlic¢nih topilih pod vplivom UV svetlobe pri 25 °C

Preglednica XI11: Konstante hitrosti 1. reda (vit. A-palmitat, D2, K1, K2, Q10-0ks.) in
2. reda (vit. A, D3, E, E-acetat in Q10-red.) v razli¢nih topilih

Analiti k ACN EtOH MeOH
Topila

vit. A [h*/mg]  0,0028 5,088E-05 2,508E-06
vit. A-palmitat ' [h™] 1,396 2,064 3,239

vit. D2 [h™] 0,0137 0,0011 0,0016
vit. D3 [h*/mg] 2,065E-05 1,159E-05 6,378E-06
vit. E [h*l/mg] 1,711E-05 0,0002 3,922E-05
vit. E-acetat [h*l/mg] / 1,327E-06 /

vit. K1 [h?] 4,499 2,439 2,816

vit. K2 [h™] 4,174 2,235 2,210
Q10-o0ks [h™] 0,2206 0,2433 0,2289
Q10-red [h*/mg]  0,0003 0,0014 0,0002

/- nismo mogli doloditi hitrosti reakcije, ker je bil v ¢asu opazovanja upad koncentracije minimalen

Iz Preglednice XIII lahko razberemo, da topila razliéno vplivajo na fotorazgradnjo
vitaminov. [z eksperimentalnih rezultatov ne moremo reci, da eno izmed topil bolj poveca
fotolizo vseh vitaminov. Naceloma pa v teoriji velja, da naras¢anje nepolarnosti topila
omogoca daljsi obstoj tripletnega kisika (0,) in podaljsa Cas njegovega delovanja, kar pa

hkrati poveca obseg razgradnje ucinkovine (34). Acetonitril je izmed vseh izbranih najbol;
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nepolarno topilo. Rezultati za vitamine A, D2, D3, K1 in K2 se torej ujemajo z domnevami
iz literature, saj so najmanj stabilni prav v acetonitrilu. Vitamin A-palmitat je najmanj
obstojen v metanolu. Vitamini E in obe obliki Q10 se najhitreje razgrajujejo v etanolu,
najvecja stabilnost na svetlobi pa je v acetonitrilu. Ti analiti delujejo kot antioksidanti.
Predhodno so ugotovili, da je antioksidativna aktivnost odvisna od izbire topila. V eni od
Studij so opazovali antioksidativno aktivnost vitamina E in ugotovili, da je bila najvecja v
acetonitrilu, najmanj$a pa v terc-butanolu (73). Ce te izsledke prenesemo in povezemo z
naSimi rezultati, bi pricakovali, da bo najvecja stabilnost na svetlobi v metanolu ali etanolu.
V acetonitrilu je povecana antioksidativna aktivnost, kar bi lahko sklepali, da se bo hitreje
porabljal, saj bo v raztopini lovil radikale in se pri tem porabljal. Acetonitril je izmed
izbranih topil najbolj nepolarno, zato ima *0, najdalj$o Zivljenjsko dobo. Po drugi strani pa
predvidevamo, da je antioksidativno delovanje lahko tudi razlog za veéjo stabilizacijo v
acetonitrilu. Molekule analita v raztopini namre¢ postopoma prehajajo do reaktivnega
vzbujenega stanja, posledicno zaradi povecane antioksidativne aktivnosti prihaja do
regeneracije antioksidanta. Vec¢ina vitaminov je najbolj stabilnih v metanolu; ti vitamini so
vitamin A, D3, E, K2 in reducirana oblika CoQ10. V etanolu sta najbolj stabilna vitamina
D2 in K1, v acetonitrilu pa vitamini A-palmitat, E in oksidiran CoQ10. Razlika v
fotostabilnosti analitov v razli¢nih topilih je najbolj vidna pri vitaminu A, kjer je razmerje
med najvisjo in najnizjo konstanto 55. Pri vitaminu D2 in E je razlika 12, pri reducirani
obliki Q10 7, pri ostalih vitaminih pa je razlika med 1 in 2. Za vitamin E-acetata v
acetonitrilu in metanolu nismo dolocili reakcijske hitrosti, ker je bil v ¢asu opazovanja
upad koncentracije minimalen.

Pri preucevanju fotostabilnosti vitaminov K1 in K2 je med Studijo prihajalo do
organolepti¢nih sprememb. Za znacilno rumeno barvo v trdnem stanju in v raztopinah ob
¢asu 0 je odgovoren kinonski obro¢, ki je strukturni del vitaminov K1 in K2 (74). Torej
pripravljeni vzorci vitaminov K1 in K2 v acetonitrilu so bili ob ¢asu 0 bledo zeleno—
rumeni, ki pa se je ze po 15 minutni izpostavitvi UV svetlobi spremenila, raztopina je
postala brezbarvna. Pripravljeni vzorci v etanolu in metanolu v vseh koncentracijah so bili
ob casu 0 bledo rumeni. Obarvanost vzorcev v etanolu in metanolu se je s ¢asom
spreminjala, pri razli¢nih koncentracijah je bil ¢as spremembe barve razli¢en. Spremembe
organolepti¢nih lastnosti SO v nadaljevanju opisane na primeru raztopin s koncentracijo
100 mg/l. Po 15-minutni izpostavitvi UV svetlobi je pri vzorcih v etanolu in metanolu

prislo do spremembe barve v bakreno oranzno. Pri tem je koncentracija K1 in K2 v
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etanolni in metanolni raztopini upadla na 40-50 % zacetne koncentracije. V kromatogramu
smo opazili dodatne vrhove. Bakrena barva je po 60 minutah presla nazaj v rumeno. Do
spremembe bakrene barve v rumeno je prislo tudi med analizo v vialah, ko je ta nekaj ¢asa
stala v temi v avtomatskem vzor¢evalniku. Bakreno oranzna barva je bila intenzivnejsa pri
vitaminu K2. Sklepamo, da so za spremembo barve odgovorni vmesni intermediati
fotoreakcij. Namre¢ znano je, da pri fotolizi vitamina K v raztopini z etanolom nastane
obarvan produkt kromenol (43). Ob nadaljnjem izpostavljanju UV svetlobi se raztopina
vitamina K1 oz. K2 razbarvala. Pri ostalih vitaminih ni pri§lo do organolepti¢nih
sprememb.

Ker je, kot lahko razberemo iz rezultatov, topilo razli¢no vplivalo na Kkinetiko razgradnje

vitaminov, smo vse nadaljnje poskuse izvajali v vseh treh topilih.

43. PRIMERJAVA FOTOSTABILNOSTI POSAMEZNIH VITAMINOV

V nadaljevanju smo Zzeleli primerjati posamezne vitamine v razli¢nih topilih glede na
hitrost njihove fotorazgradnje. VV grobem smo jih razdelili na manj fotostabilne (zgornji
graf vsake slike) in bolj fotostabilne vitamine (spodnji graf vsake slike). Med manj stabilne
vitamine smo uvrstili vitamine A-palmitat, K1, K2, oksidiran CoQ10 in reduciran CoQ10.
Slednji se razgrajuje pocasi, vendar smo ga umestili v skupino manj nestabilnih zaradi
laZje primerjave z njegovim analogom. Med bolj stabilne vitamine smo uvrstili vitamine A,
D2, D3, E in E-acetat. Upad koncentracije razli¢nih vitaminov najbolje opiseta 1. red
(vitamini A-palmitat, D2, K1, K2 in oksidiran CoQ10) in 2. red (A, D3, E in reduciran
CoQ10).

4.3.1. Primerjava fotostabilnosti vitaminov v acetonitrilu

Na sliki 21 je predstavljen upad koncentracij posameznih vitaminov v acetonitrilu.
Razberemo lahko, da je fotorazgradnja vitaminov K1 in K2 najhitrejSa in med njima ni
vidnih razlik v fotostabilnosti. Pri vitaminu A-palmitat na zacetku vidimo hiter upad
vsebnosti, ki mu po 15 minutah sledi po¢asnejse upadanje. Medtem ko se oksidirana oblika
CoQI10 pocasi razgrajuje ze od samega zacetka in v 4 urah pade pod 40%, reducirana
oblika upada pocasneje (po 4 urah Se > 80%) in je bistveno bolj stabilna kot oksidirana
oblika.

Vitamin A je sicer na sobni temperaturi v temi Ze sam po sebi nestabilen, vendar pod

vplivom svetlobe upada pocasneje kot njegov palmitatni ester. Dobljeni rezultati o
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fotostabilnosti vitamina A in A-palmitata se skladajo z literaturnimi podatki. Pri
fotoreakciji vitamina A-palmitata najprej pride do fotoizomerizacije v cis-retinil palmitat,
temu pa sledi takojSnja fotoliza. Ti procesi fotoizomerizacije so hitrejSi pri vitamin A-
palmitatu kot pri vitaminu A (75), zato je verjetno vitamin A bolj fotostabilen kot vitamin
A-palmitat. Za oba derivata vitamina D smo pri¢akovali podobno stabilnost na svetlobi, a
so rezultati pokazali drugace (Slika 21) Vitamin D3 se je izkazal za bistveno bolj
fotostabilnega od vitamina D2. Pri vitaminu D2 in E-acetatu opazimo tudi posebnost: po
zaCetnem upadu je priSlo do porasta (pri vitaminu D2 po 4 urah, pri E-acetatu pa po 2-5
dneh); temu je sledil postopen upad. Za vitamin E-acetat lahko zaklju¢imo, da je v
primerjavi z ostalimi analiti stabilen, saj je bila njegova vsebnost v acetonitrilu po 1
mesecu Se vedno nad 90 %.

Med testom fotostabilnosti vitamina E-acetat smo se sooc€ili z vprasanjem, ali je v ¢asu
opazovanja sploh prislo do upada koncentracije in nastanka razgradnjih produktov (npr.
vitamin E), ki imajo podoben retencijski ¢as, mi pa smo to zaznavali kot stabilnost. Zaradi
te dileme smo dodatno preverili vzorce z vitaminom E-acetat z drugo analizno metodo, ki
je sposobna lociti vitamina E in E-acetat. Na ta naCin smo z gotovostjo potrdili, da je
vitamin E-acetat bolj stabilen od vitamina E, slednji pa je Se manj stabilen od obeh
vitaminov D (Slika 21).

Slika 22 predstavlja primerjavo konstant Kinetike 2. reda za izbrane analite v acetonitrilu.
Opazimo lahko, da je obseg fotolize najvecji pri vitaminu K1 in K2. Temu sledita A-
palmitat in oksidiran CoQ10. Bolj fotostabilna od oksidirane oblike CoQ10 sta vitamin A,
D2 in reduciran CoQ10. Se ve&jo fotostabilnost opazimo pri vitaminih E in D3. Najbolj
fotostabilen je E-acetat. Zanj nismo uspeli dolociti konstante fotolize, saj je bila le-ta v

¢asu opazovanja minimalna.
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Slika 21: Upad vsebnosti posameznih vitaminov v acetonitrilu pod vplivom UV svetlobe pri 25 °C
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Slika 22: Primerjava hitrosti fotorazgradnje (In k) izbranih analitov v ACN pri 25 °C

4.3.2. Primerjava fotostabilnosti vitaminov v etanolu
V etanolu prihaja do majhne razlike v hitrosti fotolize med vitaminoma K1 in K2: vitamin
K2 je malo bolj stabilen od K1 (Slika 23).
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Slika 23: Upad vsebnosti posameznih vitaminov v etanolu pod vplivom UV svetlobe pri 25 °C

Oksidirana oblika CoQ10 je Se vedno v etanolu manj stabilna od reducirane, vendar bolj
stabilna kot v acetonitrilu. Na drugi strani je stabilnost reducirane oblike slabsa kot v
acetonitrilu (razlikuje se za 6,2%). Razgradnja vitamina A-palmitata je bolj enakomerna: ni
hitrega upada na zacCetku in pocasnejSega upada v nadaljnje. Ta pojav (relativno hiter
zacetni upad in postopno zmanjSevanje koncentracije) opazimo pri vitaminu A, Ki se je v
etanolu izkazal za bolj stabilnega od vitamina E. Tudi v etanolu se je vitamin D2 pokazal
za manj stabilnega od vitamina D3. Prav tako je pri vitaminu D2 in E-acetatu v etanolu
viden zaceten porast koncentracije, ki v nadaljevanju upade. E-acetat v etanolu velja za
stabilnega (njegova vsebnost po 30 dneh je okrog 90%).

Slika 24 predstavlja primerjavo konstant kinetike 2. reda za izbrane analite v etanolu.
Opazimo lahko, da je hitrost fotolize najvecja pri vitaminih K1, K2 in A-palmitat. Bolj
fotostabilni sta obe obliki CoQ10. Bolj fotostabilna od CoQ10 sta vitamina E in A. Za
vitamin D2 in D3 opazimo, da sta v etanolu podobno stabilna pod vplivom svetlobe.

Najvecjo fotostabilnost izkazuje E-acetat.
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Slika 24: Primerjava hitrosti fotorazgradnje (In k) izbranih analitov v EtOH pri 25 °C

4.3.3. Primerjava fotostabilnosti vitaminov v metanolu

V metanolu opazimo, da do najhitrejSe fotorazgradnje prihaja pri vitaminu A-palmitatu, za
katerega je znacilen hiter zacetni upad koncentracije in nato v nadaljevanju pocasnejse
upadanje koncentracije (Slika 25). A-palmitatu sledita vitamina K1 in K2. Razlika hitrosti
fotoreakcije se v metanolu Se poveca: K2 je $e bolj fotostabilen od K1. V tem topilu je
oksidiran CoQ10 Se bolj stabilen kot v acetonitrilu in etanolu (vsebnost po 4 urah > 40%),
prav tako je bolj stabilna reducirana oblika (vsebnost po 4 urah > 90%). Od bolj
fotostabilnih vitaminov najhitreje upada koncentracije vitamina E. Za vitamin A in D2,
vidimo znacilen dvig in nato postopen upad koncentracije. Ta fenomen se pojavi tudi pri
ostalih dveh vitaminih. Koncentracija vitamina E-acetata v zadnji ¢asovni tocki ponovno
naraste.

Slika 26 predstavlja primerjavo konstant kinetike 2. reda za izbrane analite v metanolu.
Opazimo lahko, da je obseg fotolize najve¢ji pri vitaminih A-palmitat in K1. Temu sledita
vitamin K2 in oksidiran CoQ10. Bolj fotostabilna od oksidirane oblike CoQ10 sta
reduciran CoQ10 in vitamin E. Se vegjo fotostabilnost opazimo pri vitaminih D2, D3 in A.
Najbolj fotostabilen je E-acetat. Zanj nismo uspeli dolociti konstante fotolize, saj je bila le-

ta v Casu opazovanja minimalna.
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Slika 25: Upad vsebnosti posameznih vitaminov v metanolu pod vplivom UV svetlobe pri 25 °C
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Slika 26: Primerjava hitrosti fotorazgradnje (In k) izbranih analitov v MeOH pri 25 °C

Najbolj fotonestabilni vitamini v vseh treh topilih so K1, K2 in A-palmitat. Bolj
fotostabilen v vseh treh topilih je oksidirana oblika CoQ10. Temu po fotostabilnosti sledi
reducirana oblika CoQ10, ki je najbolj stabilna v metanolu, najmanj pa v etanolu. Vitamin
A je v acetonitrilu manj stabilen od reduciranega CoQ10, v etanolu bolj od vitamina E, v
metanolu pa bolj od E in D2. Vitamin D2 je v acetonitrilu manj fotostabilen od vitamina E
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in bolj od vitaminov E in A v etanolu. Vitamin D3 je bolj obstojen pod vplivom svetlobe
od predhodno navedenih analitov. Najman;jsi obseg fotorazgradnje je v metanolu, najvec;ji

pa v acetonitrilu. Najvecjo fotostabilnost v vseh topilih smo opazili pri E-acetatu.

4.4, FOTOSTABILNOST ZMESI VITAMINOV

Vitamini se v farmacevtskih izdelkih redko pojavljajo posami¢no, pogosteje izdelki
vsebujejo razlicne zmesi vitaminov (multivitaminski izdelki). Ti pa so tekom proizvodnje
in same uporabe tudi izpostavljeni UV svetlobi. Zato je pomembno, da razis¢emo
fotostabilnost vitaminov v razlicnih zmeseh z drugimi vitamini in morebitne interakcije
med njimi. Raztopine razli¢énih zmesi smo pripravili po postopku, opisanem v tocki 3.3.4.
Zmes 1 sestavljajo vitamini A, A-palmitat, D3, E, K1, K2 in oksidiran Q10, zmes 2 pa
vitamini A, A-palmitat, D2, E-acetat, K1, K2 in oksidiran Q10. Zmes 1 in zmes 2 se
razlikujeta v samo 2 vitaminih: D in E. Razlog za izvedbo poskusa v dveh razli¢nih vzorcih
je povezana z analizno metodo, saj v kromatogramu pri izbrani analizni metodi (3.2.)
prihaja do prekrivanj kromatografskih vrhov dveh derivatov vitaminov. Kromatografski
vrh vitamina D2 se prekriva s kromatografskim vrhom vitamina D3, podobno je pri E in E-
acetatu. Poleg fotostabilnosti analitov v zmeseh in interakcij med njimi smo preucevali tudi
vpliv topila.

Slika 27 prikazuje upad vsebnosti lipofilnih vitaminov in CoQ10 v zmesi 1 (zgornji graf)
in 2 (spodnji graf) pod vplivom svetlobe na primeru etanolnih raztopin. Konstante
reakcijske hitrosti za posamezne vitamine in v zmesi z drugimi vitamini v razli¢nih topilih
prikazuje Preglednica XIV.

Vitamine smo Ze predhodno v grobem razdelili na manj fotostabilne (vitamini A-palmitat,
K1, K2 in oksidiran CoQ10) in bolj fotostabilne (vitamini A, D2, D3, E, E-acetat). Iz
Preglednice XIV lahko razberemo, da je bila hitrost fotorazgradnje za manj fotostabilne
vitamine najve¢ja v raztopinah, kjer je bil v topilu le posamezen vitamin. V zmesi z
drugimi vitamini je bila hitrost reakcije pri teh vitaminov manjSa, kar pomeni, da jih je
prisotnost drugih vitaminov stabilizirala. Obratno velja za vitamine A, D2, D3, E in E-
acetat. Njihova fotorazgradnja v raztopini je bila manj$a, ko je bil v topilu en sam vitamin,
v zmesi z drugimi vitamini pa se je hitrost reakcije povecala. Torej jih je prisotnost drugih

vitaminov destabilizirala.
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Slika 27: Upad vsebnosti vitaminov v zmesi 1 (zgornji graf) in v zmesi 2 (spodnji graf) pod vplivom UV svetlobe pri 25 °C
na primeru raztopin z etanolom

Glede na rezultate lahko domnevamo, da so ti vitamini stabilizirali manj fotostabilne
vitamine, Se zlasti vitamin E, saj so razlike pri njem tudi najveéje. Zmes 1 in 2 se
razlikujeta le v dveh vitaminih. V primerjavi s zmesjo 2 so v zmesi 1 v acetonitrilu so bolj
stabilni vitamini A-palmitat, K1 in K2, manj pa vitamin A in CoQ10. V etanolu so v zmesi
2 sta vitamina K1 in K2 napram zmesjo 1 manj stabilna, medtem ko so vitamini A, A-
palmitat in Q10 bolj. V metanolu pa so vsi navedeni vitamini (A, A-palmitat, K1 in K2),
razen Q10 bolj stabilni v zmesi z vitaminoma E in D3. Kot je razvidno iz rezultatov, lahko
ugotovimo, da se je vitamin E v raztopini v zmesi s preostalimi vitamini izkazal, da deluje

na preostale vitamine bolj stabilizirajoce, kot njegov derivat vitamin E-acetat.
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Preglednica XIV: Konstante hitrosti 1. reda [h™] (vit. A-palmitat, D2, K1, K2, Q10-
oks.) in 2. reda [I/mgh] (vit. A, D3, E, E-acetat in Q10-red.) v zmeseh in za posamezen
vitamin v razli¢nih topilih

Zmes Zmes Posamezen Zmes1l Zmes?2 Posamezen Zmes @ Zmes?2 Posamezen

1 2 vit. Vit. 1 Vit.
vit. A 0,1057 0,0030 0,0028 0,0023 0,0002 5,088E-05 0,0017 0,0018 2,508E-06
vit.  A- 0,1257 0,2550 1,396 0,6108 0,4032 2,064 0,4822 0,6934 3,239
palmitat
vit D2/ 0,0992 0,0137 / 0,0001 0,0011 / 0,0006 0,0016
vit. D3 0,0001 / 2,065E-05 2,331E- / 1,159E-05 0,0002 / 6,378E-06

04

vit. E 0,1057 / 1,711E-05 0,0017 / 0,0002 0,0002 / 3,922E-05
vit. KI  0,0391 0,6957 4,499 0,0220 10,4434 2,439 0,0808 0,6204 2,8157
vit. K2 0,0135 0,5400 4,174 0,0131 0,3399 2,235 0,0136 0,7093 2,2096

Q10-oks. 0,1326 0,1304 0,2206 0,1605 0,0556 0,2433 0,0519 0,0010 0,2289

/ - vitamin ni prisoten v zmesi, E-05=*10"°

Vitamin E deluje kot antioksidant in preprecuje fotooksidacijo preostalih vitaminov Vv
zmesi, vitamin E-acetat pa nima zmoznosti prepreCevanja oksidacije zaradi zaestrene
fenolne skupine, ki je odgovorna za lovljenje radikalov. Zaestritev proste hidroksilne
skupine omogoca do dvakrat bolj u¢inkovito absorpcijo (76) in vecjo stabilnost.

Poleg interakcij med vitamini in njihovega vpliva na stabilizacijo smo opazovali tudi vpliv
topila na fotorazgradnjo vitaminov v zmesi. Opazili smo, da sta vitamina A-palmitat (obe
zmesi) in E-acetat najbolj fotostabilna v acetonitrilu, vitamini A (zmes 2), K1, K2, D2 in
D3 pa v etanolu. Najpocasnejsi upad koncentracije CoQ10 (obe zmesi), vitaminov E in A v
zmesi 1 je v metanolu. Iz Preglednice XIV lahko tudi opazimo, da topilo razli¢no vpliva na
fotostabilnost analitov v zmesi v primerjavi s posameznim vitaminom. Upad koncentracije
vitaminov (Preglednica XII1) A-palmitat, E in oksidirane oblike CoQ10 je bil najmanjsi v
acetonitrilu, ko je bil v raztopini posamezen analit. Fotostabilnost vitaminov D2 in K1 je
bila najvecja v etanolu, vitaminov A, D3 in K2 pa v metanolu. Vpliva topila na
fotostabilnost E-acetata v zmesi in raztopini posameznega vitamina, ne moremo primerjati

(hitrosti reakcije E-acetat v raztopini posameznega vitamina nismo mogli dolo¢iti). V istem
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topilu torej opazimo razliko med fotostabilnostjo posameznega vitamina in fotostabilnostjo

analita v zmesi.

Za bolj nazorno primerjavo med fotostabilnostjo vitamina v zmesi in fotostabilnostjo
posameznega vitamina Vv raztopini Smo po enachi 2 izraCunali indeks obsega

fotorazgradnje (Preglednica XV).

Preglednica XV: Razmerja med konstantami reakcijskih hitrosti vseh vitaminov v

zmesi in posameznih vitaminov; izrac¢unano po Enacbi 2

ACN EtOH MeOH

Zmesl Zmes2 Zmesl Zmes2 Zmesl Zmes?2
vit. A 38 1 46 3 682 726
vit. A-palmitat 0,1 0,2 0,3 0,2 0,1 0,2
vit. D2 / 7 / 0,1 / 0,4
vit. D3 4 / 20 / 34 /
vit. E 6178 / 9 / 6 /
vit. K1 0,009 0,2 0,01 0,2 0,03 0,2
vit. K2 0,003 01 0,01 7 1 457
Q10-oks. 0,6 0,6 0,7 0,2 0,2 0,004

/ - vitamin ni prisoten v zmesi

Tudi iz razmerij lahko sklepamo na stabilizacijo (indeks < 1) oz. destabilizacijo (indeks >
1) vitamina v zmesi. ManjSe kot je razmerje, veéja je stabilizacija in obratno. Najbolj
stabilizirani vitamini v vseh zmeseh in topilih so vitamin A-palmitat, K1 in oksidiran Q10.
Za vitamin E-acetat v acetonitrilu in metanolu, ko je bil v raztopini posami¢no, nismo
mogli dolociti kinetike fotoreakcije, saj je bil upad koncentracije minimalen oz. ga nismo
zaznali (koncentracija v kon¢ni casovni tocki je bila 95% v acetonitrilu in 105% v
metanolu). V zmesi z drugimi vitamini njegova vsebnost pade v acetonitrilu na 71%, v
metanolu pa do 86%, zato lahko re¢emo, da je bil E-acetat v zmesi z drugimi vitamini manj
stabilen, njegova fotorazgradja pa je bila hitrejSa. Najvecje razmerje med konstanto

vitamina v zmesi in konstanto posameznega vitamina opazimo pri vitaminu E. Ta je
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najvecja v acetonitrilu, visoka pa tudi v preostalih topilih, kar kaZe na njegovo povecano
razgradnjo.

Vitamin E in CoQ10 delujeta kot antioksidanta. V zmesi, ki vsebuje oba vitamina, se je
izkazalo, da je priSlo do vecje stabilizacije vitamina A-palmitat in K1, kot v zmesi brez
vitamina E. Zato smo v nadaljevanju natancneje raziskali interakcije med njimi. Pripravili
smo dodatno 3 razlicne zmesi vitaminov v acetonitrilu po postopku, opisanem v tocki
3.3.5. Zmes 3 vsebuje 2 vitamina: A-palmitat in K1, v zmesi 4 je obema vitaminoma dodan
Se oksidiran Q10. Zmes 5 pa poleg vitaminov K1, A-palmitat in Q10 vsebuje Se vitamin E.
V preglednici XVI so predstavljena razmerja med konstantami vitaminov v zmesi in

posamezno, izracunanih po enacbi 2.

Preglednica XVI: Razmerja med konstantami reakcijskih hitrosti vitaminov v zmesi

In posamezno, izracunana po Enacbi 2

vit. A-palmitat 0,5 0,4 0,01
vit. K1 0,3 0,2 0,2
Q10-oks. / 1,3 0,5
vit. E / / 283

/ - vitamin ni prisoten v zmesi

Vitamina A-palmitat in K1 sta v zmesi 3 nestabilna, vendar je njuna stabilnost v zmesi
veéja kot v primeru vsakega posameznega vitamina v raztopini. Vitamina K1 je bilo po eni
uri v raztopini posameznega vitamina le e 1%, v zmesi 3 pa 16%; vitamina A-palmitat pa
je bilo v raztopini po eni uri Se 22 %, v zmesi 3 pa okrog 40%. Torej sta v zmesi 3
stabilizirana, njuna stabilizacija je vecja, ko dodamo oksidiran Q10. Stabilizacija vitamina
A-palmitat se ¢ poveca ob dodatku vitamina E, zato je v izdelke smiselno k A-palmitatu
dodajati vitamin E v obliki a-tokoferola. Dodatek vitamina E k vitaminu K1 nima veéjega
vpliva na njegovo fotostabilnost, saj je ta enako stabiliziran, ko je ta v zmesi z oksidirano
obliko CoQ10. Prav tako je bila stabilizacija CoQ10 je ve¢ja ob dodatku vitamina E.
Vitamini A-palmitat, E in oksidiran koencim Q10 so v zmesi 5 v primerjavi z zmesjo 1, ki
vsebuje Se druge lipofilne vitamine, v acetonitrilu bolj stabilni, njihova hitrost fotoreakcije

je pocasnejSa. Obratno pa opazimo pri vitaminu K1. Ta je bolj stabilen v zmesi 1. Vitamin
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E v obliki a-tokoferola stabilizira preostale vitamine v zmesi 5, pri tem se sam porablja.
Vsekakor je torej najbolj smiselna zmes vitaminov E in A-palmitata.

Pri opazovanju vitaminov v zmesi smo zasledili interakcije. Najvecjo stabilizacijo opazimo
v zmeseh vitaminov z vitaminom E v obliki o-tokoferola. Ta izsledek se ujema s
pricakovanji in z literaturnimi podatki (4,8,19). Gre namre¢ za antioksidant, ki ga je
smiselno dodajati preostalim lipofilnim vitaminom (Preglednica XV), najbolj smiselna

kombinacija pa je z vitaminom A-palmitat (Preglednica XVI) in vitaminom A (57).

45. FOTOSTABILNOST VITAMINOV V IZDELKIH

Splosno je znano, da so lipofilni vitamini in CoQ10 relativno nestabilni na UV-svetlobi.
Pod vplivom UV-svetlobe so podvrZzeni Stevilnim fotoreakcijam: fotooksidacijam,
fotoizomerizacijam, fotoadicijam in drugim reakcijam, ki potekajo pod vplivom svetlobe
(34). Pri tem nastajajo Stevilni produkti fotoreakcij, ki lahko povzro€ajo Skodo v
organizmu (npr. tvorba radikalov) (42). Zato je pomembno, kako rokujemo s izdelki, ki
vsebujejo lipofilne vitamine in CoQ10, od same proizvodnje do zauZitja. Ze pri sami
proizvodnji vitaminskega izdelka in pripravi vzorcev lahko prihaja do manjSih izgub
vsebnosti pod vplivom svetlobe, se vec¢jih pa po odprtju ovojnine in izpostavitvi izdelka
svetlobi. Proizvajalci se pogostokrat ne zavedajo pomembnosti fotostabilnosti svojih
izdelkov, z nepravilnim shranjevanjem pa dodatno skrajSujemo ¢as ustreznosti izdelka.
Zadnje case vse veC ljudi zaradi neustrezne prehrane posega po zdravilih in prehranskih
dopolnilih, ki vsebujejo CoQ10 in lipofilne vitamine ter njihove derivate. V to populacijo
sodijo predvsem dojencki, otroci in starostniki, saj s prehrano ne pridobijo zadostne
koli¢ine le-teh. Zlasti zanje je pomembno, da je izdelek, ki ga bodo zauZili, varen,
ucinkovit in kakovosten. Prav tako so vitamini in CoQ10 prisotni tudi v kozmeti¢nih
izdelkih. Po njih pa posega Se vecji del populacije. Za lipofilne vitamine in CoQ10 je iz
literature razvidno, da so obcutljivi na svetlobo, vendar so ti podatki nezanesljivi,
pomanjkljivi in protislovni. Poleg tega je nadzor prehranskih dopolnil in kozmeti¢nih
izdelkov slabsi kot pri zdravilih, posledicno so lahko taksni izdelki slabSe kakovosti in s
potencialno vecjim tveganjem za uporabnika. Ravno zato smo v zakljuCku magistrske
naloge preverili fotostabilnost lipofilnih vitaminov in CoQ10 v realnih pogojih (dejanskih
izdelkih). Razli¢ne farmacevtske oblike (Preglednica III) smo v komori izpostavili UV

svetlobi pri temperaturi 25 °C in opazovali upadanje vsebnosti. 1zbrali smo taksne izdelke,
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ki vsebujejo manj fotostabilne lipofilne vitamine. VVzorce za vrednotenje fotostabilnosti
smo pripravili po postopkih iz poglavja 3.3.6.

45.1. Fotostabilnost lipofilnih vitaminov v kozmeti¢nih izdelkih

V kozmeti¢nih izdelkih pogostokrat kot aktivne snovi najdemo tudi lipofilne vitamine in
CoQ10. Od vitaminov se najveckrat pojavijo vitamini A, E in njuni derivati (77). Vitamini
v kozmeti¢nih izdelkih so neposredno izpostavljeni vplivu UV svetlobe. Za preucevanje
fotostabilnosti lipofilnih vitaminov v kozmeti¢nih izdelkih smo izbrali dva izdelka, ki
vsebujeta razli¢ni obliki vitamina A: retinol in retinil palmitat. V pripravku 1 je ta v obliki
retinola, medtem ko je v pripravku 2 v obliki retitnil palmitata. Kljub temu, da vitamine v
kozmeticnih izdelkih oglaSujejo kot aktivne sestavine, pri vecini izdelkov ni navedene
dejanske vsebnosti. Zato smo na zacetku Studije fotostabilnosti vitamina A v obeh
pripravkih izmerili njegovo vsebnost. Ugotovili smo, da je v pripravku 1 0,24 m/m %
retinola, kar ustreza deklarirani vrednosti (Preglednica III). Za pripravek 2 pa smo dolo¢ili,
vrednosti za topikalni nanos vitamina A. Ta namre¢ za vitamin A znaSa 0,3 m/m % (78).
Rezultati Studije fotostabilnosti retinola v pripravku 1 in retinil palmitata v pripravku 2 so
predstavljeni na Sliki 28.

Pripravek 1 —@=—Pripravek2
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Slika 28: Upad vsebnosti vitamina A pod vplivom svetlobe v pripravku 1 (z retinolom) in 2 (z retinil palmitatom)

Dobljeni rezultati (Slika 28) se skladajo s pricakovanji. Opazili smo enak trend upadanja
vsebnosti retinola in retinil palmitata kot pri proucevanju fotostabilnosti posameznega

vitamina v raztopini (Preglednica XIII). Vitamin A v obliki retinola je bolj stabilen od
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njegovega palmitatnega estra. Retinol je v pripravku 1 v visoki vsebnosti (0,24 m/m %).
Visja koncentracija pa pomeni tudi vecjo fotostabilnost vitamina (Preglednica XII). Za
retinil palmitat smo ugotovili, da je na svetlobi manj stabilen od retinola (Preglednica
XII). Dodaten vpliv na povecano fotorazgradjo retinil palmitata v pripravku 2 ima tudi
nizja koncentracija.

Oba preucevana vitamina v pripravkih 1 in 2 sta obc¢utljiva na svetlobo, zato je izbira prave
ovojnine izrednega pomena. Moramo izbrati tak vsebnik, ki zagotavlja vec¢jo stabilnost in
zas¢ito pred vplivi razlicnih dejavnikov, ki zmanjSujejo vsebnost vitaminov, med njimi
tudi pred vplivom svetlobe. Pripravek 1 je shranjen v tubi, pripravek 2 pa v loncku. Pri
slednjem je moznost zmanjSanja vsebnosti A-palmitata Se vecja, saj je le-ta ob vsakem
odprtju lon¢ka ponovno izpostavljen dejavnikom okolja, predvsem pa svetlobi. Pri tubah
pa svetloba ne more vplivati na razgradnjo vitamina, zato so tube bolj primerni vsebniki za

vecjo zascito izdelka pred svetlobo.

4.5.2. Fotostabilnost lipofilnih vitaminov v tekocih farmacevtskih oblikah

Pri preucevanju fotostabilnosti lipofilnih vitaminov v tekoc¢ih farmacevtskih oblikah smo
tudi izbrali izdelke, ki vsebujejo vitamine, katerih fotoliza poteka hitreje. Pripravek 3 je
zdravilo na recept, ki vsebuje vitamin K1. Poleg fotostabilnosti vitamina K1 v pripravku 3
smo dodatno opazovali vpliv koncentracije vitamina. V pripravku 3 je navedena
koncentracija vitamina K1 10 000 mg/I. Stabilnost K1 v pripravku 3 smo primerjati tudi s
fotostabilnostjo vitamina K1 v raztopini s koncentracijo 1000 mg/l (predhodna Studija
Vpliv koncentracije - tocka 4.2.2.), zato smo pripravek 3 red¢ili z ACN po postopku,
opisanem v tocki 3.3.6., in ga kot taksSnega izpostavili vplivu svetlobe. Dobljene rezultate
smo primerjali z raztopino K1 v ACN pri enaki koncentraciji. Pri pripravku 3 lahko
opazimo, da svetloba bistveno vpliva na vsebnost vitamina K1 (Slika 29).

Ugotovili smo, da je pripravek 3 v originalni obliki bolj stabilen zaradi zelo visoke
koncentracije vitamina K1. V zacetnih ¢asovnih tockah vsebnost vitamina upada hitreje,
nato se pa hitrost reakcije upocasni. V primerjavi s standardno raztopino vitamina K1 v
acetonitrilu je raztopina pripravka 3 pri enaki koncentraciji vitamina K1 v acetonitrilu bolj
stabilna. Vsebnost vitamina K1 v standardni raztopini (1000 mg/l) je po 2 urah pod 20%,
medtem ko je v tem Casu vitamin K1 (1000 mg/I raztopina z acetonitrilom) v pripravku 3
Se okrog 60%. Razlog vecje stabilizacije vitamina K1 v raztopini pripravka 3 je verjetno

tudi ve¢ja polarnost medija. Vitamin K1 je v pripravku 3 raztopljen v vodi za injekcije.
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Slika 29: Upad vsebnost vitamina K1 v pripravku 3 v primerjavi s standardno raztopino vitamina K1 pod vplivom

svetlobe pri 25 °C

Zaklju¢imo lahko, da je vitamin K1 v pripravku 3 stabiliziran z visoko koncentracijo,
so¢asno pa z izbiro medija. Ceprav je znano, da je le-ta netopen v vodi, je njegova topnost
povecana z dodatkom solubilizatorjev glikoholne kisline in lecitina (79).

V nadaljevanju smo izbrali izdelek, ki vsebuje en bolj in en manj fotostabilen vitamin,
hkrati pa smo Zeleli gledati tudi interakcije med vitamini v realnih vzorcih. Izbrali smo
pripravek 4, ki vsebuje vitamin A-palmitat kot manj fotostabilen vitamin in vitamin D3 kot
bolj fotostabilen vitamin. Pri pripravku 4, ki je bil izpostavljen UV svetlobi lahko opazimo
hiter upad vsebnosti vitamina D3 na zacetku, nato se hitrost fotorazgradnje mo¢no zmanjsa
(Slika 30). Vsebnost torej upada poc¢asneje in je po enem dnevu okrog 80 % glede na
zacetno vrednost. Razlog za hitro zacetno razgradnjo je, da je vitamin D3 v vodni raztopini
splosno bolj nestabilen kot v raztopini z metanolom (44). Pri¢akovano je svetloba bolj kot
na vitamin D3 vplivala na hitrost fotorazgradnje vitamina A-palmitat. Tudi za vitamina A-
palmitat je fotorazgradnja na zacetku pospeSena, vendar se V tem primeru hitro upadanje
vsebnosti vitamina tudi nadaljuje.
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Slika 30: Upad vsebnosti vitaminov A-palmitat in D3 v pripravku 4 pod vplivom svetlobe pri 25 °C
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Dobljeni rezultati se ujemajo s trednom, ki smo ga opazili v predhodno narejeni Studiji
fotostabilnosti lipofilnih vitaminov in CoQ10 v zmeseh (Preglednica XIV). Namrec
vitamin A-palmitat destabilizira vitamin D3 in pospeSi njegovo fotorazgradnjo oziroma
vitamin D3 v raztopini stabilizira A-palmitat in se pri tem porablja sam. Sklepamo, da gre
za podobno situacijo tudi v primeru pripravka 4.

Dobljeni rezultati se ujemajo s pricakovanji. Vitamini v tekoc¢ih farmacevtskih oblikah so
obcutljivi na svetlobo. Zato je potrebno, da tako pripravek 3 kot pripravek 4 shranjujemo v
temni ovojnini. Uporaba slednje je smiselna zaradi fotonestabilnosti vitaminov, ki so v

pripravkih 3 in 4, saj na svetlobi prihaja do razgradnje le-teh.

4.5.3. Fotostabilnost lipofilnih vitaminov in koencima Q10 v trdnih farmacevtskih
oblikah

V nadaljevanju smo raziskali fotostabilnost lipofilnih vitaminov in CoQ10 v trdnih
izdelkih. Iz nabora trdnih farmacevtskih oblik smo izbrali izdelek v obliki mehkih kapsul
(pripravek 5) in v obliki filmsko oblozenih tablet (pripravek 6). Trdne farmacevtske oblike
veljajo za bolj stabilne napram tekocim farmacevtskim oblikam, zato smo pri¢akovali
pocasnejso razgradnjo lipofilnih vitaminov in CoQ10 na svetlobi. Pripravka 5 in 6 smo v
prozornih pritisnih omotih (primarna ovojnina) izpostavili vplivu svetlobe.

Pripravek 5 je v obliki mehkih kapsul, hkrati pa vsebuje vitamine, ki so bolj fotostabilni
(E-acetat) in manj fotostabilni (3-karoten, reducirano in oksidirano obliko C0oQ10). Slika
31 prikazuje spremembo vsebnosti E-acetata, f-karotena in reducirane oblike CoQ10 v
pripravku 5 v odvisnosti od ¢asa pod vplivom svetlobe. Razvidno je, da svetloba v ¢asu
opazovanja (1 mesec) ni bistveno vplivala na razgradnjo vitaminov v preiskovanem
pripravku. Vsebnost se prakticno ni spremenila. Rezultati se skladajo s pricakovanji:
razgradnji procesi na svetlobi v trdnih farmacevtskih oblikah so pocasnej$i. Lipofilni
vitamini in CoQ10 so v pripravku 5 z izbiro ustrezne farmacevtske oblike (mehke kapsule)
dodatno zas¢iteni. Zaklju¢imo lahko, da so vitamina E-acetat in -karoten ter reduciran
CoQ10 v mehkih kapsulah stabilni.
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Slika 31: Upad vsebnost lipofilnih vitaminov in CoQ10 v pripravku 5 pod vplivom svetlobe pri 25 °C

Zadnje case vse ve¢ pripravkov, tako kot pripravek 6, vsebuje kombinacijo vitaminov K2
in D3. V predhodni Studiji fotostabilnosti posameznih vitaminov (Preglednica XIII) smo
ugotovili, da je vitamin K2 fotonestabilen vitamin, v Studiji fotostabilnosti zmesi
vitaminov (Preglednica XIV) pa, da je bila fotorazgradnja v manjSem obsegu.
Fotorazgradnja vitamina D3 je bila v zmesi pospeSena. Pripravek 6 smo izbrali, saj smo
zeleli preuditi, kako bo vitamin K2 wvplival na fotostabilnost lipofilnih vitaminov v
pripravku 6. Slika 32 prikazuje spremembo vsebnosti lipofilnih vitaminov E-acetat, -
karoten, D3 in K2 v pripravku 6 v odvisnosti od ¢asa pod vplivom svetlobe. Vsebnost vseh
vitaminov se je vidno znizala. Najvecji upad je bil pri B-karotenu. S Slike 32 lahko
razberemo, da je vsebnost B-karotena upadla v roku 5 tednov v najve¢jem obsegu (kon¢na
vsebnost je bila le Se 28% glede na zacetno vrednost). Zagotovo lahko zakljuc¢imo, da je
tudi vitamin K2 v pripravku nestabilen. Tudi pri preostalih vitaminih opazimo upad. V
nasprotju s pri¢akovanji je vsebnost vitamina D3 po 5 tednih izpostavitve svetlobi enaka
vsebnosti K2. Se bolj nas je presenetilo, da je po 1. tednu preudevanja fotostabilnosti
vsebnost vitamin D3 upadala hitreje kot vsebnost vitamina K2. To je v nasprotju z rezultati
pri proucevanju fotostabilnosti posameznih vitaminov v raztopini. Vitamin D3 je bil v
raztopini bolj stabilen od vitamina K2 (Preglednica XIV). Z gotovostjo pa ne moremo
trditi, da so vsi vitamini v pripravku 6 nestabilni, saj nismo vzporedno delali dodatnih

kontrol.
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Slika 32: Upad vsebnosti lipofilnih vitaminov v pripravku 6 pod vplivom svetlobe pri 25 °C

Za pripravek 5 so bili rezultati v skladu s pri¢akovanji, saj so vitamini fotostabilni.
Rezultati pri vrednotenju pripravka 6 pa so nas presenetili. Za takSne rezultate obstaja vec
razlogov. NajpomembnejSa razloga sta izvedba Studije in neenakomernost vsebnosti.
Izvedli smo namre¢ analizo samo enega vzorca v vsaki ¢asovni tocki. Za vecjo natancnost
in relevantnost rezultatov bi bilo smiselno izvesti analizo vsebnosti v skladu z zahtevami
Evropske farmakopeje. Ta namre¢ zahteva, da za test enakomerne vsebnosti enoodmernih
farmacevtskih oblik izberemo deset naklju¢no izbranih vzorcev in izvedemo analizo.
Izdelek je ustrezen, v kolikor je vsebnost posameznega vzorca med 85 in 115 odstotki
glede na povprec¢no vrednost (80). S tem bi zmanjSali variabilnost vsebnosti vitaminov
med vzorci in dobili boljSi vpogled v fotostabilnost lipofilnih vitaminov v izdelku. Na
kon¢ni rezultat vrednotenja vsebnosti in stabilnosti lahko vpliva tudi sama priprava vzorca
za analizo. Pri pripravi vzorca za analizo pa lahko prav tako prihaja do nihanja med
razlicnimi ¢asovnimi to¢kami pri pogojih v okolju, kjer poteka priprava vzorca.

Zato smo v zakljucku te Studije Zeleli ovrednotiti tudi, kolikSen vpliv ima svetloba na samo
pripravo vzorca za vrednotenje vsebnosti in stabilnosti vitaminov. Obstojnost lipofilnih
vitaminov in CoQ10 na svetlobi smo izvedli med ekstrakcijo le-teh iz kapsul na primeru
pripravka 5. Pripravili smo raztopino po postopku iz poglavja 3.3.6. Za opazovanje smo
izbrali obdobje 4 ur, saj je to asovno obdobje relevantno zaradi same priprave vzorca na
analizo. Pripravek 5 vsebuje vitamine A v obliki $-karotena, E-acetat in obe obliki CoQ10.
Ugotovili smo, da svetloba ni imela nekega vpliva na zmanjSanje vsebnosti lipofilnih
vitaminov pri pripravi raztopine za vrednotenje stabilnosti vitaminov in CoQ10 v

pripravku 5 (Slika 33). Kon¢na vsebnost vitamina E-acetat, B-karotena in reducirane oblike
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CoQ10 je med 90 in 100%. Pri oksidirani obliki CoQ10 pa lahko opazimo nihanje

vsebnosti, a spremembe vsebnosti niso znacilne.
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Slika 33: Vsebnost lipofilnih vitaminov v raztopini pripravka 5 pod vplivom svetlobe pri 25 °C

Rezultati za vitamin E-acetat in reducirano obliko CoQ10 so v skladu s pricakovanji, kajti
le-ti se ujemajo z izsledki Studije fotostabilnosti posameznih vitaminov v raztopini
posameznega vitamina (tocka 4.2.). Tako E-acetat kot reduciran CoQIl0 sta v cCasu
opazovanja (4 ur) stabilna. Presenetili nas niso niti rezultati za oksidirano obliko CoQ10.
Ti se ujemajo z dognanji Studije fotostabilnosti zmesi lipofilnih vitaminov in CoQ10 (tocka
4.3.). Hitrost fotorazgradnje oksidiranega CoQ10 v zmesi (po 4 urah okrog 80%) je bila
manjSa kot v raztopini posameznega analita (v raztopini je bilo po 4 urah manj kot 40%
zacetne koncentracije), Se manjSa pa je bila v raztopini med pripravo vzorca. Koncna
vrednost oksidiranega CoQ10 po testu preverjanja fotostabilnosti lipofilnih vitaminov in
C0Q10 med pripravo vzorca je bila okrog 100 %.

V Studiji preverjanja fotostabilnosti med pripravo vzorca smo torej ugotovili, da svetloba v

¢asu opazovanja ni imela vpliva na fotostabilnost lipofilnih vitaminov in CoQ10.
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5. SKLEPI

Predhodno razvito metodo HPLC-UV smo optimizirali in jo ovrednotili. Izkazala se je

za ustrezno. Ustrezno loc¢bo izbranih lipofilnih vitaminov in  CoQ10 smo dosegali s

kolono Luna C18 150%x4,6 mm, 5 um; mobilno fazo ACN:THF:MQ = 50:45:5 (v/Vv/v).

Raztopine posameznih lipofilnih vitaminov in CoQ10 smo vrednotili pri njihovih

absorpcijskih maksimumih, v zmeseh in pripravkih pa pri valovni dolzini 270 nm.

Izjema so bili pripravki 1 in 2 (valovna dolzina 325 nm) ter 5 (280 nm).

= Dokazali smo, da je uporabljena metoda linearna za vse izbrane lipofilne vitamine
in CoQ10 v koncentracijskem obmocju od 20 do 200 mg/l in daje ponovljive
rezultate. Vsi testirani validacijski parametri so bili znotraj postavljenih mej
sprejemljivosti.

= Uporabljena metoda HPLC-UV omogo¢a analizo 8 posameznih lipofilnih
vitaminov (A, A-palmitat, D2, D3, E, E-acetat, K1 in K2) ter CoQ10 (reducirana in
oksidirana oblika). So¢asno lahko z njo med seboj lo¢imo obe obliki CoQ10 in 6
lipofilnih vitaminov, saj se pri teh pogojih vitamina D2 in D3 ter vitamina E in E-
acetat kromatografsko ne locita.

Pri preucevanju fotostabilnosti smo preliminarno ugotavljali ¢asovni upad koncentracij

vitaminov v razli¢nih raztopinah pri izpostavitvi UV svetlobi. Za lazjo medsebojno

primerjavo smo za vse analite prevzeli za vse analite 2. red reakcije. Po stabilnosti so si

sledili v naslednjem vrstnem redu:

= v acetonitrilu: K1=K2<A-palmitat<<Q10-0ks.<«<A<«Q10-red. <D2«<D3<E«KE-
acetat

= v etanolu: K1x=K2<A-palmitat<<Q10-o0ks.<Q10-red. KE<A<D2 ~D3<«E-acetat

= v metanolu: A-palmitat~ K1<K2<<Q10-0ks.<«<Q10-red.<E<D2<D3<A<«E-acetat

Ugotavljali smo tudi kinetiko fotolize lipofilnih vitaminov in CoQ10. Ugotovili smo,

da vitamini A-palmitat, D2, K1, K2 in oksidirana oblika CoQ10 sledijo kinetiki 1. reda,

vitamini A, D3, E, E-acetat in reduciran CoQ10 pa kinetiki 2. reda. Vitamin E-acetat je

izkazoval precejSnjo stabilosta, saj je bil njegov koncentracijski upad znotraj enega

meseca minimalen. Njegove kinetike pa zal nismo mogli dolo¢iti.

V okviru fotostabilnostne Studije smo preucevali tudi razli¢ne dejavnike, ki Se dodatno

vplivajo na fotostabilnost posameznega vitamina. Vplive razli¢nih topil smo preucevali

na vseh vitaminih in obeh oblikah CoQ10, medtem ko smo vplive koncentracije in
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temperature ugotavljali na analitih, ki so manj obstojni (vitamina K1 in A-palmitat ter

oksidirana oblika CoQ10). Prisli smo do naslednjih ugotovitev.

Pri visji temperaturi (do 40 °C) je stabilnost lipofilnih vitaminov na svetlobi
nekoliko vecja.

Zacetna koncentracije je vplivala na stabilnost vitaminov K1 in A-palmitata ter
oksidiranega CoQ10: nizja zacetna koncentracija — slabsa fotostabilnost.

Vecina vitaminov (A, D2, D3, K1 in K2) je bila najmanj stabilna v acetonitrilu,
vitamin E in obe obliki Q10 v etanolu, vitamin A-palmitat pa v metanolu. Vecina
vitaminov (A, D3, E, K2 in reducirana oblika CoQ10) je bila najbolj stabilna v
metanolu, v etanolu sta bila nastabilnejSa vitamina D2 in K1, v acetonitrilu pa

vitamini A-palmitat, E in oksidirani CoQ10.

e V raztopinah razli¢nih zmesi vitaminov smo opazovali njihove medsebojne interakcije

in so¢asno vpliv razli¢nih topil, ki lahko vplivajo na fotostabilnost.

V vseh topilih prihaja med lipofilnimi vitamini in CoQ10 do medsebojne
stabilizacije. Tako so bili vitamini A-palmitat, K1, K2 in oksidirani CoQ10 v zmesi
s preostalimi vitamini bolj stabilni, medtem ko smo pri vitaminih A, D2, D3, E in
E-acetatu opazili vecjo destabilizacijo.

Vitamini A-palmitat, D2, D3, E, K1 in K2 so bili najbolj fotostabilni v acetonitrilu,
vitamini A in Q10 pa v metanolu. NajmanjsSi obseg fotorazgradnje vitamina E-
acetata smo dolo¢ili v etanolu.

Vitamin A-palmitat je bil najbolj stabiliziran ob dodatku vitamina E, zato je najbolj
smiselna uporaba prav te kombinacija. Na stabilizacijo vitamina K1 in oksidirano

obliko CoQ10 pa dodatek vitamina E ni imel statisticno znacilnega vpliva.

e lIzkusnje in izsledke fotostabilnostnih Studij vitaminov v standardnih raztopinah smo

uspesno prenesli na realne vzorce. lzvedli smo namre¢ fotostabilnostno Studijo

lipofilnih vitaminov in CoQ10 v kozmeti¢nih izdelkih, tekoCih ter trdnih farmacevtskih

oblikah ter preverili vplive priprave vzorcev na njihovo fotostabilnost.

Tudi v kozmetiénih izdelkih se je vitamin A-palmitat izkazal za bolj
fotonestabilnega od vitamina A. Vitamin A je bil v testiranem kozmeti¢nem izdelku
dodatno stabiliziran z visoko koncentracijo.

V tekoc¢ih farmacevtskih oblikah se je vitamin K1 (pripravek 3) zaradi visoke
koncentracije in najverjetneje vodnega medija izkazal za stabilnejSega kot v

standardnih raztopinah, ki smo jih preucevali v okviru fostabilnostne Studije.

64



Leja Zadravec Magistrska naloga

= Koncentracija vitamin A-palmitata v pripravku 4 je hitro upadala ze od samega
zacCetka Studije, pri vitaminu D3 pa smo opazili hiter upad vsebnosti na zacetku,
nato pa njeno postopno upadanje.

= Vitamini v mehkih kapsulah so bili zelo stabilni. Nismo zaznali upada vsebnosti
prisotnih vitaminov E-acetata, B-karotena in reducirane oblike CoQ10.

= Vitamini v tabletah so bili nestabilni. Najvecji upad smo zasledili pri B-karotenu in
vitaminu K2.

= Lipofilni vitamini in CoQ10 analiziranega pripravka v raztopini za analizo so bili
stabilni. Tako lahko zaklju¢imo, da priprava vzorca ni vplivala na rezultate nase
fotostabilnostne Studije.

e V okviru Studije fotostabilnosti smo ugotovili osnovne zakonitosti fotostabilnosti
lipofilnih vitaminov in CoQ10. Opazili smo enak trend upadanja njihove vsebnosti tako
v raztopinah kot v konénih izdelkih. Izdelke z lipofilnimi vitamini in CoQ10 je
potrebno shranjevati v temni ovojnini, saj ob izpostavitvi UV svetlobi med
shranjevanjem prihaja do njihove fotorazgradnje. Lipofilni vitamini in CoQ10 so bili
med pripravo vzorcev za analizo fotostabilni, a kljub temu pa priporocamo uporabo

temne steklovine in zmerno zas¢ito pred svetlobo.
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7. PRILOGE

Priloga I: Predstavitev razli¢nih redov fotorazgradnjih reakcij za posamezen vitamin pri 25 °C.
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vit. A

Vit.

A-

palmitat

vit. D2

vit. D3

vit. E

Vit.
acetat
vit. K1

- Ored  Llred[h™] 2red Ored 1. red 2.red

[mg/I*h] [h*1/mg] [mg/*h]  [h™] [h*1/mg]

k 1,829 00557 0,0028 02877  0,0038  5,088E-05

R 08598  0,9480 0,9992 07327 09283  0,9542

k 6921 1,39 0,0333 83,13 2,064  0,0681

R? 07590  0,9013 0,9890 0,8601 09890  0,9663

k 06694 00137 0,0004 00747 00011  1,86E-05

R? 09357 09955 0,9645 09493 09805  0,9838

k 00720  0,0011 2,065E-05  0,0567  0,0008  1,159E-05

R? 09854  0,9910 0,9956 09350 09683  0,9945

k 02183  0,0025 1,711E-05 05227  0,0081  0,0002

R> 09618  0,9630 0,9854 09689 09892  0,9864

k |/ 00118 00001  1,327E-06

R? 0633 05887 09408

k 91,14 4499 0,7746 87,25 2439  0,1036

R 08448  0,9993 0,8265 0,8757 09989  0,8941

0.red
[mg/1*h]
0,0542
0,2174
85,04
0,7026
0,0935
0,9764
0,0419
0,9516

0,2455
0,9320
/

88,34
0,8876

1. red 2.red

[h™] [h*1/mg]
0,0007  2,508E-06
0,4546  0,5190
85,04 0,3081
0,7026  0,8901
0,0016  3,084E-05
0,9957  0,9944
0,0005  6,378E-06
0,9667  0,9762
0,0048  3,922E-05
0,9872  0,9947
2,816 0,1599
0,9962  0,9222
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vit. K2 k 9021

R? 0,7642
Q10-oks k 15,74

R® 10,9796
Q10-red k 2,851

R? 0,9347

4,174
0,9983
0,2510
0,9969
0,0312
0,9374

0,5948
0,7380
0,0044
0,9758
0,0003
0,9523

85,33
0,9161
15,65
0,9761
8,598
0,9501

2,235

0,9973
0,2433
0,9968
0,0488
0,9234

/-ni rezultata zaradi minimalne fotorazgradnje v &asu opazovanja fotostabilnosti, E-05=*10°

0,0816
0,8861
0,0041
0,9817
0,0014
0,9405

84,88
0,8768
14,45
0,9743
0,0002
0,9238

2,210

0,9975
0,2289
0,9985
0,0208
0,9193
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0,0800
0,9177
0,0037
0,9833
0,0002
0,9238
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