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Povzetek

Vitamin D3 (holekalciferol) je eden izmed kljuénih vitaminov za naSe telo. Zaradi velike ponudbe
razli¢nih prehranskih dopolnil v prosti prodaji in zanje ohlapne zakonodaje me je zanimalo, kakSna
so odstopanja med deklarirano in dejansko vrednostjo vitamina Ds v prehranskih dopolnilih,
dostopnih slovenskim potrosnikom. Kot analizno metodo sem uporabila teko¢insko kromatografijo
visoke loéljivosti (HPLC). Odstopanja od deklarirane vrednosti sem primerjala s ceno in z mesti
nakupa posameznih prehranskih dopolnil.

Ugotovila sem, da dva od §tirih testiranih vzorcev prehranskih dopolnil nista ustrezala oznac¢bam na
svojih deklaracijah, med drugim tudi en vzorec prehranskega dopolnila iz lekarne, pri katerem
tovrstnih odstopanj nisem pri¢akovala. Neustrezno deklariran je bil tudi izdelek, kupljen preko spleta,
pri katerem sem ugotovila izrazito odstopanje od navedene vrednosti. Ustrezno deklarirana sta bila
drugo prehransko dopolnilo iz lekarne in prehransko dopolnilo, kupljeno v trgovini. Glede na ceno

sem ugotovila, da so drazja prehranska dopolnila naceloma kvalitetnejsa.

Kljuéne besede: prehranska dopolnila, holekalciferol, teko€inska kromatografija

Abstract

Vitamin D3 (cholecalciferol) is one of the key vitamins for our body. Due to the wide availability of
various dietary supplements on the market and the relatively loose regulations regarding them, | was
interested in the discrepancies between the declared and actual values of vitamin Dz in dietary
supplements available to Slovenian consumers. As an analytical method, | used high-performance
liquid chromatography (HPLC). | compared deviations from the declared value with the price and the
place of purchase of individual dietary supplements.

| found that two out of four samples of dietary supplements | tested did not comply with the labels on
their packaging. This included one dietary supplement purchased from a pharmacy, where | did not
expect such discrepancies. A product bought online was also incorrectly labelled, showing a
significant deviation from the declared value. The other dietary supplement from a pharmacy and the
one purchased in a store were accurately labelled. Regarding price, | found that more expensive

dietary supplements generally tended to be of higher quality.

Keywords: dietary supplements, cholecalciferol, liquid chromatography



1 Uvod

1.1 Namen raziskovalnega dela

V raziskovalni nalogi sem se ukvarjala z vprasanjem kakovosti prehranskih dopolnil,
dostopnih slovenskim potroSnikom. Raziskave namre¢ kazejo, da v zimskem delu
leta kar 80 % Slovenk in Slovencev primanjkuje vitamina D, pri ¢emer pomanjkanje
ni obslo niti tistih, ki so redno uzivali prehranska dopolnila (1). Tako se pojavlja
vpraSanje o morebitnih nepravilnostih pri proizvodniji in deklaraciji tovrstnih izdelkov,

ki sem se ga odlocCila raziskati.

Glavni obliki vitamina D v CloveSkem telesu sta vitamin D, oz. ergokalciferol in
vitamin D3 oz. holekalciferol, ki imata enak nacin delovanja, presnove in izlo€anja
(2). Razlikujeta se v tem, da holekalciferol telo bolje izkoristi, njegovi u€inki pa trajajo
dlje ¢asa kot pri ergokalciferolu (3), kar je poleg pogostejSega pojavljanja tovrstnih
prehranskih dopolnil na trgu vplivalo na mojo odlo€itev za analizo izdelkov s

holekalciferolom.
1.2 Metode dela

Obstaja ve¢ analiznih metod za kvantitativno doloCanje vitamina D3. Sama sem
uporabila tekoCinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC), ki se med drugim
uporablja za doloCanje vitamina Dz v Studijah stabilnosti ter v raztopinah,
prehranskih dopolnilih in farmacevtskih izdelkih (4). Metodo, opisano v ¢lanku, sem
s prilagoditvami glede koli¢ine analita, vrste detektorja in Stevila obratov pri

centrifugiranju vzela za osnovo dolo¢anja koncentracije vitamina Ds.

Poleg testiranja vzorcev prehranskih dopolnil sem izvedla tudi analizo vzorca
farmacevtskega izdelka oziroma zdravila. To sem uporabila kot kontrolo svoje
metode, saj bi v primeru vecjih odstopanj lahko ugotovila, ali je Slo za odstopanja
prehranskih dopolnil ali je k ve€jemu delezu odstopanj pripomogla tudi moja napaka.
Do te bi namrec lahko priSlo zaradi morebitne uporabe razli¢ne analitske metode od
tistih, ki jih uporabljajo posamezna podjetja. Za kontrolo sem izbrala zdravilo s
slovenskega trga, na katerem sem lahko uporabila enako metodo kot na vzorcih
prehranskih dopolnil, zaupala pa sem mu zaradi z zakonodajo urejene proizvodnje,

ki zahteva natancno navajanje zdravilne ucinkovine.



1.2.1 HPLC metoda

HPLC oz. tekoCinska kromatografija visoke locljivosti je analitska tehnika v kemiji, ki
se uporablja za lo€evanje spojin v kemijskih zmeseh. Temelji na pretoku mobilne

faze pod pritiskom skozi kolono, napolnjeno s stacionarno fazo (5).
Glavni sestavni deli HPLC sistema, ki je prikazan na sliki 1, so:

e Crpalka (“Solvent Delivery Pump “), ki poganja mobilno fazo skozi sistem;

e kolona (“Column”) s stacionarno fazo, kjer pride do lo€evanja spojin v vzorcu;
e detektor (“Detector”), ki zazna spojine po njihovem izluZevaniju iz kolone in
e kromatografski podatkovni sistem, ki upravlja napravo, loCevanje,

zaznavanje in vrednotenje rezultatov (5).

Crpalko, kolono in detektor povezujejo cevi in povezovalne kapilare, ki omogog&ajo

stalen pretok mobilne faze in vzorca skozi sistem (5).

Liquid
Sample
=
[] Column
m \(Stationary Phase)  Detector
» = —m ? >
Solvent

Delivery Pump

Convert the amount of each
" component into an electrical signal

Mobile Phase

Separate mixture
component

Slika 1: Shema HPLC sistema (14)



TekoCa mobilna faza prenaSa vzorec skozi kolono do detektorja, pri Cemer se
spojine oziroma analiti loCijo zaradi razlicno moc¢nih interakcij s stacionarno fazo.
Detektor analite zazna po njihovem izluZzevanju iz kolone, nato pa kromatografski
podatkovni sistem pretvori zaznani signal. Rezultat analize s HPLC-jem je
kromatogram, Kkjer je os x merilo za €as, 0s y pa prikazuje specifien signal, ki ga

generira detektor (5). Primer kromatograma je prikazan na sliki 2.
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Slika 2: Primer HPLC kromatograma (5)
1.2.2 Razlika med zdravilom in prehranskim dopolnilom

Zdravilo je vsaka snov ali kombinacija snovi, ki so predstavljene z lastnostmi za

zdravljenje ali prepre€evanje bolezni pri ljudeh ali Zivalih. (6)

Prehranska dopolnila so Zivila, katerih namen je dopolnjevati obi¢ajno prehrano. So
koncentrirani viri posameznih ali kombiniranih hranil ali drugih snovi s hranilnim ali
fizioloSkim ucinkom, ki se dajejo v promet v farmacevtskih oblikah (tabletah,
kapsulah, pastilah, vreCkah s praskom, ampulah s tekoCino, kapalnih steklenickah
itd.), tako da se jih lahko uziva v odmerjenih majhnih koli¢inskih enotah. Kljub temu
da so v farmacevtskih oblikah, znacilnih za zdravila, niso namenjena preprecevanju
in zdravljenju bolezni in bolezenskih stanj. Sestavine prehranskih dopolnil se lahko

razvr§€ajo med nova zivila. (6)



1.3 Hipoteze

Pred zaCetkom raziskovalnega dela sem postavila naslednje hipoteze:

1. Prehransko dopolnilo, ki je kupljeno v lekarni, ima na deklaraciji to¢no
zapisano koncentracijo holekalciferola.

2. Prehransko dopolnilo, ki je kupljeno preko spleta ali v trgovini, na deklaraciji
nima to¢no zapisane koncentracije holekalciferola.

3. Nizja, kot je cena prehranskega dopolnila, ve€ja so odstopanja dejanske

koncentracije vitamina Dz od zapisane vrednosti na deklaraciji.
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2 Teoreticni del

2.1 SplosSno o vitaminu D

Vitamini so organske snovi, ki jih v prehrani potrebujemo v majhnih koli¢inah in imajo
razlicne naloge. Za ljudi je esencialnih 13 vitaminov. Razvr§€amo jih na vitamine,

topne v vodi, in na vitamine, topne v mascobah (7).

Vitamin D spada med mascobotopne vitamine, vendar ga zaradi naCina delovanja
in moznosti nastajanja tudi v telesu uvrS€amo med prohormone. Gre za skupino
sekosteroidov s kalciotropnim delovanjem, katerih glavna naloga je uravnavanje

nivoja kalcija in fosfatov v krvi. (2)

Glavni obliki vitamina D sta ergokalciferol (vitamin D), ki ga v telo vnaSamo z
rastlinsko hrano, in holekalciferol (vitamin D3), ki ga lahko sami sintetiziramo v koZi
ali ga vnaSsamo s hrano Zivalskega izvora. Poleg holekalciferola in ergokalciferola
se v naSem organizmu nahajajo Stevilni presnovki vitamina D, ki so praviloma tudi

biolosko aktivnejsi (2).

HO™ HO™
Vitamin D, Vitamin D3
Ergocalciferol Cholecalciferol
C2gHa40 C27H440

Slika 3: Primerjava strukture ergo- in holekalciferola (13)

Slika 3 prikazuje primerjavo glavnih oblik vitamina D. Pri ergokalciferolu opazimo

dodatno metilno skupino in dvojno vez.
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Obliki vitamina D se po jakosti delovanja in farmakokineti¢nih lastnostih nekoliko
razlikujeta, ob tem pa so njune farmakodinamske lastnosti in s tem nacin delovanja
ter naCin presnove in izloanja enaki. Teh oblik zato fizioloS8ko ne loCujemo in jih

zaobjamemo s skupnim izrazom vitamin D. (2)
2.2 Vnos vitamina D in biosinteza v ¢loveSkem telesu

Clovesko telo vitamin D prejme iz zauzite hrane in s procesom biosinteze, zato so
prehranske potrebe po tem vitaminu odvisne tudi od koli€ine biosintetiziranega
(endogenega) vitamina D. Po najnovejSih priporocilih bi v popolni odsotnosti

biosinteze ¢lovesko telo dnevno potrebovalo 20 pg (800 I. E.1) vitamina D (8).

Hrane, ki naravno vsebuje vitamin D, je malo, saj mle¢ni izdelki, sadje in zelenjava
vitamina D prakticno ne vsebujejo. Velike koliine tega vitamina so v ribjem olju in
olju ribjih jeter, gobah, manjSe koli¢ine pa najdemo npr. v govejih jetrih, sirih in
rumenjaku. Koli¢ina vitamina D v mesu se zelo spreminja in je odvisna od vitamina
D v Zivalski krmi. UpoStevati je treba, da tudi priprava hrane vpliva na vsebnost

vitamina D, tako lahko kuhanje in cvrtje znizata vrednost za 20-40 % (2).

Glavni vir vitamina D pri vecini ljudi predstavlja endogena sinteza vitamina D v kozZi.
(8) Gre za sintezo vitamina D3, holekalciferola, ki nastane iz 7-dehidroholesterola
pod vplivom UVB-sevanja (son¢ni zarki, LED-svetilke ipd.). Ob tem lahko nastajajo
tudi Stevilne fotoizomerne oblike holekalciferola, ki niso bioloSko aktivne in tako
preprecujejo hipervitaminozo D. Intenzivnost te sinteze je zelo odvisna od koli€ine
UVB-zarkov in se zato zelo spreminja z letnim ¢asom in geografsko Sirino (2). Tako
je lahko v tropskih obmodjih za biosintezo vitamina D izpostavljenost soncu
zadostna Cez celo leto, na nekaterih geografskih obmocjih, kot je npr. severna
Evropa, pa zaradi nizke intenzitete UVB-Zarkov ta predstavlja pere¢ problem (8). V
Sloveniji je najizrazitejSe pomanjkanje vitamina D v zimskih mesecih oziroma od
novembra do aprila, kar je bilo ugotovljeno pri 80 % prebivalstva, vklju€no s tistimi,
ki so redno jemali prehranska dopolnila, pri ¢emer se postavlja vprasanje o

doslednem uzivaniju in kvaliteti uporabljenih prehranskih dopolnil (1).

! Enota I. E. (iz mednarodne enote) je mednarodna enota za izraZanje koli¢ine v mas¢obi topnih
vitaminov. 1 enota I. E. izraza razlicno masno enoto za vsak vitamin (za vitamin D: 1 I. E. = 0,025

Hg).-
12



2.3 Vloga vitamina D v nasem telesu

2.3.1 FizioloSka vloga vitamina D

Vitamin D je odgovoren za uravnavanje nivoja kalcija v krvi in tkivih. Skupaj z
drugima dvema kalciotropnima hormonoma (paratiroidnim hormonom in
kacitoninom) uravnava absorpcijo kalcija iz hrane, reabsorpcijo iz se€a in njegovo
shranjevanje v kostnem tkivu. Vitamin D torej deluje v vseh glavnih organih, ki so
kljuni za uravnavanje koncentracije kalcija v krvi, in sicer v tankem Crevesju,

ledvicah in kosteh (2).

Vitamin D je skupaj s kalcijem pri dojenckih in malckih pomemben pri razvoju in
izgradnji kosti ter zob, pri odraslih pa prepreCuje oslabitev in zmehc€anje kosti.
Poudariti je treba, da je pomembna vioga vitamina D za ohranjanje zdravih kosti
izpolnjena le, e je poleg ustrezne preskrbljenosti z vitaminom D zagotovljen tudi
zadosten vnos kalcija. Vitamin D ugodno vpliva tudi na zivéno-miSi¢ne funkcije,

vnetja in izrazanje Stevilnih genov. (9)
2.3.1.1 Vitamin D in respiratorne bolezni

Nizke serumske koncentracije vitamina D so povezane z vecjim tveganjem za
okuzbe in okvare dihal, kot so plju€nica, bronhitis, gripa, akutni respiratorni distresni
sindrom (ARDS10), sepsa in smrt zaradi pljuCnih vnetij. To spoznanje je privedlo do
hipoteze, da je lahko nizka raven vitamina D povezana z vecjim tveganjem za
okuzbo s COVID-19 in resnostjo poteka bolezni. Obsezna metaanaliza, ki je
vkljuCevala 10.000 preiskovancev, je pokazala, da je dodajanje vitamina D
zmanjSalo tveganje za pojav akutnih okuzb dihal pri vseh preiskovancih.
1,25(0OH)2D, aktivha hormonska oblika vitamina D, ima pomembno vilogo tudi v
pljugih, saj s protivnetnim delovanjem prepreéuje $tevilne okuzbe. Stevilni pozitivni
ucinki nadomesc€anja vitamina D so se pokazali pri bolnikih z astmo in pri
prepreCevanju okuzb dihal, Se posebej pri pacientih s hudim pomanjkanjem vitamina
D. (10)

13



2.3.2 Posledice pomanjkanja vitamina D

Pomanjkanje vitamina D povzro¢a zmanjSanje serumske koncentracije kalcija in
fosforja, kar vodi v motnje pri mineralizaciji kosti. Klinicni simptomi pomanjkanja
vitamina D se pri dojenckih in otrocih odraZajo kot rahitis, ki se kaZze predvsem v
deformacijah kosti, nepravilnem razvoju skeleta, kosti postanejo Sibke in se lahko
upognejo, na rastnih hrustancih se pojavijo odebelitve in izrastline, lahko pride do
razvojnih okvar in pojava hipokalciemije, zmanjSane miSicne moci in miSi¢nega
tonusa. Pri odraslih pomanjkanje vitamina D vodi v osteomalacijo, pojav bolezni
»mehkih kosti« zaradi napredovane dekalcifikacije kosti. Pojavi se veCje tveganje
za zlom kosti, za bole€ine v kosteh in miSicah ter za miSi¢no oslabelost. Bolezen
lahko pozneje vodi v zmanjSanje kostne gostote in nastanek osteoporoze v starosti.
Tako pri rahitisu kot pri osteomalaciji se lahko pojavijo tudi zaostanek v razvoju,

tetani€ni krci, okvara sréne miSice in nepravilnosti zob. (10)
Vecje tveganje za pomanjkanje vitamina D imajo:

e dojencki, ki so dojeni, saj materino mleko pogosto ne vsebuje zadostne
koli¢ine vitamina D,

o starejSi ljudje, saj se s starostjo zmanjSa sposobnost koze za tvorbo vitamina
D ob izpostavljenosti son¢ni svetlobi,

e ljudje, ki redko izpostavljajo koZo son&ni svetlobi zaradi pomanjkanja zunanje
aktivnosti ali pokrivanja telesa in glave,

e ljudje s temnejSo koZo, saj ta manj ucdinkovito proizvaja vitamin D ob

izpostavljenosti soncu (3).

Vec¢ vitamina D potrebujejo tudi ljudje z bolezenskimi staniji, ki omejujejo absorpcijo
mascob (Crohnova bolezen, celiakija ali ulcerozni kolitis), z debelostjo ali tisti, ki so

prestali operacijo Zelodénega obvoda (3).
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2.3.3 Posledice prevelikega vnosa vitamina D

Prevelika serumska koncentracija vitamina D (ve€ kot 150 ng/mL krvi) lahko
povzroCa slabost, bruhanje, miSi¢no oslabelost, zmedenost, bolecine, izgubo
apetita, dehidracijo, pretirano uriniranje in zZejo ter ledviéne kamne. V skrajnih

primerih lahko povzroci tudi odpoved ledvic, nepravilen sréni utrip ali celo smrt (3).

Pri procesu biosinteze vitamina D koza sama uravnava nastajanje vitamina D, zato
v tem primeru hipervitaminoza D ni mozna. NajveCkrat so visoke ravni vitamina D

posledica prekomernega uZivanja tovrstnih prehranskih dopolnil (3).

Tabela 1: Zgornja meja za dnevni vnos vitamina D glede na starost (3)

Starost Zgornja meja za dnevni vnos vitamina D
0—6 mesecev 25 pug (1,000 1. E.)
7-12 mesecev 38 pg (1,500 1. E.)
1-3 let 63 ug (2,500 1. E.)
4-8 let 75 g (3,000 1. E.)
9-18 let 100 pg (4,000 1. E.)
19+ let 100 pg (4,000 1. E.)
Nosecnice in dojeCe zenske 100 pg (4,000 1. E.)

V tabeli so navedene zgornje dnevne meje za vnos vitamina D, ki vklju€ujejo vnos
iz vseh virov — hrane, pijaC in prehranskih dopolnil. V dolo€enih primerih
pomanjkanja lahko zdravnik za namene zdravljenja priporo€i visje odmerke od

priporocenih (3).
2.4 Dosedanje raziskave prehranskih dopolnil z vitaminom D3

Pred zaCetkom dela sem se pozanimala o Zze obstojecih raziskavah prehranskih
dopolnil z vitaminom D in nasla analizo prehranskih dopolnil, dostopnih slovenskim
potro$nikom, ki je bila objavljena v reviji Zveze potrosnikov Slovenije. Ta raziskava
se je osredotoCala na dopolnila v obliki kapsul, kapljic in prsil, nisem pa zasledila

prehranskih dopolnil v obliki tablet (11), zato sem se sama odlocila raziskati tudi te.
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3 Eksperimentalni del

3.1 Opis dela

Analizirala sem tablete oziroma kapsule Stirih prehranskih dopolnil in enega
zdravila, ki vsebujejo vitamin Dz in so dostopni v prosti prodaji. Koncentracijo
vitamina D3 sem doloCala s pomoc¢jo umeritvene krivulje z metodo visokotlacne

tekoCinske kromatografije (HPLC).

Podatki o posameznih vzorcih so zbrani v tabeli 2.

Tabela 2: Podatki o analiziranih vzorcih

Vsebnost
. ; . Cena
Oznaka Y/taminaDsv en . . Mesto na
tableti/kapsuli, Dodatne sestavine Oblika
vzorca ; nakupa 1000
zapisanana | E
deklaraciji izdelka T
manitol, natrijev
karbokarboksimetil skrob,
koruzni Skrob, mikrokristalna
sp001 celuloza, smukec, magnezije 0.36
= 1000 I. E. (25 pg) stearat, brezvodni koloidni tableta = lekarna €
zdravilo silicijev dioksid, natrijev askorbat,

vseracemni a-tokoferol,
modificirani Skrob, saharoza in
srednjeverizni trigliceridi
sladilo izomalt, sredstvo proti 021
sp002 1000 I. E. (25 pg) sprijemanju magnezijeve soli tableta = lekarna €
jedilnih masc€obnih kislin
stabilizator mikrokristalna
celuloza, sredstvo proti 0.09
sp003 2000 I. E. (50 ug) sprijemanju dikalcijev fosfat, tableta = lekarna €
sredstvo proti sprijemanju
magnezijev stearat
repi¢no olje, zelatina, sredstvo za

sp004 1000 I. E. (25 ug) = ohranjanje vlage, glicerol, barvilo mehka trgovina 005
; . kapsula €
riboflavin
mascobne kisline srednjeveriznih
trigliceridov, zelatina, preCiS¢ena  mehka 0,03
Sp00S 2000 1. E. (50 ng) voda, glicerin, a-tokoferol, s kapsula splet €

tokoferoli bogat izvlecek
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3.1.1 Uporabljene kemikalije

Uporabljene kemikalije so skupaj s podatki o Cistosti in njihovem proizvajalcu zbrane
v tabeli 3.

Tabela 3: Podatki o uporabljenih kemikalijah

Ime kemikalije Podatki o Cistosti in proizvajalcu
cholecalciferol (standard) < 98 % Sigma-Aldrich, Co.
metanol (za standard in vzorce) 98 % Sigma-Aldrich, Co.
metanol (HPLC) 99,9 % J. T. Baker
fosforjeva kislina HPLC grade
acetonitril (HPLC) 99,9 % LabExpert
metanojska kislina 98-100 % EMSURE

3.1.2 Merilni instrumenti
Instrumenti, ki sem jih uporabila pri merjenju:

e Thermo Accela 1250 HPLC s PDA-detektorjem (Thermo Fischer Scientific),
e avtomatska analizna tehtnica (OHAUS),

e avtomatska pipeta (100-1000 pL),

e elektronska pipeta (Eppendorf).

3.1.3 Laboratorijski inventar
Laboratorijski pripomocki, ki sem jih uporabila pri delu:

e stresalnik Vibromix 10 (OHAUS),

e ultrazvo¢na kopel (Sonic),

e centrifuga (Hettich),

e injekcijskaigla,

e viala HPLC z zamaskom na navoj,

e mikrofilter 13 mm 0,45 um PP (Advion Interchim),
e CaSa (50 mL),

e plasti¢na centrifugirka (»falkonka),

e konica za pipete (»tips«),
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e brizga (BD Discardit Il).
3.1.4 Priprava osnovnih raztopin

e 0,1 %fosforjeva kislina v milliQ?

V reagencno steklenico sem odpipetirala 2,5 mL fosforjeve kisline (HPLC grade) in

z merilnim valjem dodala 2,5 L milliQ.
e 0,1 % metanojska kislina v milliQ

V reagenc¢no steklenico sem odpipetirala 2,5 mL metanojske kisline (98-100 %
EMSURE) in z merilnim valjem dodala 2,5 L milliQ.

e Osnovna raztopina standarda vitamina D3 (holekalciferol) za umeritveno

krivuljo

Zatehtala sem 50 mg holekalciferola (Cistost < 98 %) in z elektronsko pipeto dodala
priblizno 50 mL metanola. Nato sem dala raztopino na ultrazvok za pribliZzno 5 minut,
da se je standard v celoti raztopil. Standard sem pripravila v koncentraciji 1000

mg/L.

790 53197993700 G4 4

meiroge Yo 7]

AR VI

Slika 4: Osnovna raztopina standarda
vitamina D (holekalciferol)

2 MilliQ je dvakrat destilirana voda.
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3.1.5 Priprava raztopin izbranih vzorcev

VZORCI sp001, sp002 in sp003 (tablete): V plasti¢no centrifugirko sem zatehtala
eno tableto in ji dodala 1,0 mL 0,1 % fosforjeve kisline. Raztopino sem na stresalniku
stresala (vorteksirala) 2 minuti. Nato sem dodala 4,0 mL metanola (4 x 1,0 mL) in
med vsakim dodatkom metanola vzorec Se nekaj sekund vorteksirala, da sem dobila
lepo homogeno zmes. Vzorec sem dala v ultrazvoéno kopel za 10 minut in ga nato
ponovno stresala. Po stresanju sem vzorec centrifugirala 10 minut pri 4 °C in 5000
obratih na minuto. Supernatant sem pred HPLC-analizo filtrirala skozi 0,45 pm PP-

filter.

VZORCA sp004 in sp005 (kapsule): Kapsulo sem predrla s pomocjo injekcijske
igle. Vsebino sem iztisnila iz kapsule v plasti¢no centrifugirko in zabeleZila zatehtano
maso tekoCine. Nato sem dodala 4,0 mL metanola (4 x 1,0 mL) in med vsakim
dodatkom metanola vzorec 8e za par sekund stresala, da sem dobila lepo
homogeno zmes. Vzorec sem postavila v ultrazvo¢no kopel za 10 minut in ga nato
ponovno stresala. Po stresanju sem vzorec centrifugirala 10 minut pri 4 °C in 5000
obratih na minuto. Supernatant sem pred HPLC-analizo filtrirala skozi 0,45 pm PP-

filter.

Slika 5: Primer Slika 6: Primer tehtanja Slika 7: Primer dodajanja Slika 8: Primer
prebadanja kapsule vzorca metanola stresanja
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Slika 9: Ultrazvocna kopel Slika 10: Centrifugiranje Slika 11: Filtriranje

3.1.6 Priprava raztopin za umeritveno krivuljo

Za umeritveno krivuljo sem pripravila 11 raztopin standarda
vitamina Ds razlignih koncentracij, in sicer od 10000 mg/L do1 =~
mg/L z zaporedno razredditvio. Tako sem pripravila 11 |«

kalibracijskih raztopin.

P

Slika 12: Priprava
. ) raztopin za umeritveno
3.1.7 Priprava vzorcev za HPLC-analizo krivuljo

V vialo sem odpipetirala 750 L filtriranega supernatanta vzorca. Vsak vzorec sem

pripravila v treh paralelkah.
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3.1.8 Meritev s HPLC-sistemom

Tabela 4: Kromatografski pogoji za merjenje vitamina D3

InStrument Thermo Accela 1250 HPLC with PDA detector
Kolona Accucore C18, 4,6 x 100; 2,6 pm
Temperatura kolone 60 °C
Volumen injektiranja 2 uL
Pretok 800 pL/min
Mobilna faza A 0,1 % formic acid v MilliQ
Mobilna faza B acetonitrile
Potisna teko€ina acetonitrile
Metoda gradientna

Kalibracijske raztopine in vzorce sem trikrat pomerila. Dobljeni kromatogrami so bili
nato obdelani s programsko opremo, s katero sem dobila povrsino vrha kot rezultat
meritve. Za dolo€itev vitamina v vzorcih sem z njimi primerjala kromatograme
standarda. Dobljene meritve sem nato analizirala s pomo€jo Excela in iz
kalibracijskih raztopin narisala umeritveno krivuljo ter dolocila linearno obmocdje.
Neznano koncentracijo vitamina Dz sem izraCunala s pomocjo enacbe linearne

funkcije.
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3.2 Meritve in rezultati

3.2.1 Umeritvena krivulja

Tabela 5: Meritve kalibracijskih raztopin

Povpreéna RSD

Oznaka Y [mg/L] Povrsinal PovrSina2 Povrsina3 povrina
std1 0,960476563 39526 38435 42216 40059,00 5%
std2 1,920953125 92846 97214 70304 86788,00 17 %
std4 3,84190625 182692 137620 196851 172387,67 18 %
std8 7,6838125 299604 312383 332830 314939,00 5%
std16 15,367625 603209 600234 779397 660946,67 16 %
std32 30,73525 1135427 1428052 1137398 1233625,67 14 %
std63 61,4705 2244789 2819855 2054076 2372906,67 17 %
std125 122,941 4939338 5949845 5262317 5383833,33 10 %
std250 245,882 8173288 8376916 8210952 8253718,67 1%
std500 491,764 11660156 13317000 12250970 12409375,33 7%

std1000 983,528 14091261 16139030 15874553 15368281,33 7%

Grafikon 1: Povprecéna povrsina vrha z znanimi koncentracijami standarda vitamina Dz znotraj

linearnega obmocja
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S podatki sem dolocila linearno enacbo umeritvene krivulje y = 39148 x + n, pri
Cemer je y povprecna povrSina vrha, x pa koncentracija. n je pri vitaminih O.

Varianca znasa 0,9992.

3.2.2 Vzorci

Tabela 6: Rezultati izmerjenih povr$in vrhov vitamina Ds pri posameznih vzorcih

Oznakavzorca V [mL] Povriéina Pov;éina Pov;éina P;);/\;I)rrgeicr':‘r;a RSD
sp001-1 5 182882 172902 148561 168115 10,5 %
sp001-2 5 172317 154500 147227 158015 8,2 %
sp001-3 5 173041 151222 144504 156256 9,5 %
sp002-1 5 168168 158760 165250 164059 2,9%
sp002-2 5 143342 154869 158321 152177 52%
sp002-3 5 160668 156539 166628 161278 3,1%
sp003-1 5 210751 260324 271120 247398 13,0 %
sp003-2 5 210990 260797 278275 250021 14,0 %
sp003-3 5 279709 259599 278472 272593 4,1 %
sp004-1 5 28380 31256 34354 31330 9,5%
sp004-2 5 31977 29190 30061 30409 4,7 %
sp004-3 5 30003 27917 27405 28442 4,8 %
sp005-1 5 23366 21923 21041 22110 5,3 %
sp005-2 5 22500 22704 20707 21970 5,0 %
sp005-3 5 23937 22576 20358 22290 8,1%

V tabeli 6 so zbrane meritve testiranih vzorcev na podlagi posnetih kromatogramov.

Tabela 7: Konéni rezultati

Vsebnost vitamina D3

Oznaka (holekalciferola) v eni tableti ali . Preracunane
i : Oblika Mesto ;
vzorca kapsuli, ki je zapisana na deklaraciji vrednosti l. E.
; nakupa
izdelka
sp001 1000 I. E. (25 pg) tableta lekarna 822
sp002 1000 I. E. (25 ug) tableta lekarna 813
sp003 2000 I. E. (50 pg) tableta lekarna 1311
sp004 1000 1. E. (25 pg) ggg&g trgovina 1339
Sp005 2000 1. E. (50 pg) gsg&g splet 445
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V tabeli 7 so navedene vrednosti vitamina Ds, ki so zapisane na deklaracijah

posameznih izdelkov, in vrednosti vitamina D3z ki sem jih ugotovila z analizo.

Vzorec sp001 je sluzil kot kontrola moje napake, saj bi z njim v primeru izrazitih
odstopanj ugotovila, da moja metoda analize ni bila primerna, obenem pa lahko
primerjam, ali je kvaliteta prehranskih dopolnil primerljiva z zdravilom. Zdravila so
namre€ pod strozjim inSpekcijskim nadzorom, zato sem predpostavila, da nimajo
vecjih odstopanj od navedenih vrednosti. Pri analiziranem zdravilu sem izracunala
-17,8 % odstopanja. Sklepam, da je do odstopanja prislo pri pripravi vzorca, saj sem
verjetno izbrala drugacno topilo kot podjetje, ki je vzorec testiralo za deklarirano
vrednost, prav tako dopus€am moZznost napake pri svojem delu.

V skladu s smernicami Evropske komisije je prehranskim dopolnilom dovoljeno
odstopanje v obmocju od -20 % do +50 %, vkljuéno z merilno negotovostjo (12). Na
podlagi teh smernic sem ugotavljala, ali so prehranska dopolnila v dopustnem
obmocdju odstopanja. Tista, ki so bila, sem nato primerjala $e z zdravilom, da bi

ugotovila, ali se po kakovosti lahko z njim primerjajo.
Tabela 8: Izracunana odstopanja od deklariranih vrednosti

lzraGunano odstopanje od

Oznaka vzorca . .
deklarirane vrednosti

sp002 -18,7 %
sp003 -34,4%
sp004 +33,9 %
sp005 -77,7%

Pri vzorcu sp002 opazimo odstopanje, primerljivo z odstopanjem zdravila. Prav tako
je to odstopanje v dopustnem obmocju glede na smernice Evropske komisije.

Pri vzorcu sp003 opazimo odstopanje, ki ni v dovoljenem obmocju glede na
smernice Evropske komisije.

Pri vzorcu sp004 opazimo odstopanje, ki je v dopustnem obmocju glede na
smernice Evropske komisije, ni pa primerljivo z odstopanjem pri zdravilu.

Pri vzorcu sp005 opazimo izrazito odstopanje, ki za vec kot 3-krat presega spodnjo

mejo dovoljenega obmocja glede na smernice Evropske komisije.
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3.3 Diskusija

Z raziskovalno nalogo sem zelela ugotoviti, ali so podatki o vsebnosti vitamina Ds,
ki so zapisani na deklaraciji prehranskih dopolnil, to¢ni. Analizirala sem tablete in
kapsule stirih prehranskih dopolnil, dostopnih v prosti prodaji, za kontrolo svoje
napake pa sem analizirala Se en vzorec zdravila. Na embalaZi vseh izdelkov sta
navedeni masa vitamina D3 in enota I. E. v eni tableti oziroma kapsuli, hkrati pa so

navedene $e pomozne sSnovi.

1. Prehransko dopolnilo, ki je kupljeno v lekarni, ima na deklaraciji toéno

zapisano koncentracijo holekalciferola.
To hipotezo lahko le delno potrdim.

V lekarni sta bila kupljena vzorca sp002 in sp003, oba v obliki tablet. Vrednost
vzorca sp002 (813 I. E.) je bila primerljiva z deklarirano (1000 I. E.), njeno
odstopanje pa je bilo prav tako primerljivo z zdravilom. Za vzorec sp003 pa je ze
sama preracunana vrednost (1311 I. E.) precej nizja od deklarirane (2000 I. E). Do
dolo¢enega odstopanja je lahko prislo tudi, ker vzorec sp003 vsebuje ve¢ dodatnih

sestavin kot vzorec sp002, kar se vidi tudi na kromatogramu pri 1,5 minute.

2. Prehransko dopolnilo, ki je kupljeno preko spleta ali v trgovini, na

deklaraciji nima toéno zapisane koncentracije holekalciferola.
To hipotezo lahko le delno potrdim.

Preko spleta in v trgovini sta bila kupljena vzorca sp004 in sp005. Pri vzorcu sp004
je ugotovljena vrednost (1339 I. E.) vi§ja od navedene (1000 I. E.), a je Se vseeno v
dovoljenem obmoc€ju odstopanja, zato hipoteze, da vrednost holekalciferola na
njegovi deklaraciji ni to¢na, ne morem potrditi. Pri vzorcu sp005 pa je bila
ugotovljena vrednost holekalciferola (445 |. E.) izrazito prenizka glede na
deklarirano vrednost (2000 I. E.), zato lahko potrdim, da na deklaraciji nima to¢no
zapisane koncentracije holekalciferola.

Vzorca sp002 in sp003 sta bila tako kot zdravilo v obliki tablete, zato predvidevam,
da jima je bila analitska metoda bolj naklonjena kot vzorcema sp004 in sp005, ki sta

bila v obliki kapsul. Vzorca kapsul prav tako nisem mogla primerjati z zdravilom, saj
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v Sloveniji zdravila z vitaminom D3 v obliki kapsul ni. Vseeno menim, da kapsulam
manj naklonjena metoda ne bi mogla povzrociti tolikSnih odstopanj pri pravilno
deklariranih prehranskih dopolnilih, saj se tudi njuni napaki ne moreta primerjati.
VpraSanje o ustreznosti deklaracije vzorca sp004 zato pus€am odprto, za vzorec

sp005 pa kljub temu menim, da je zaradi tako izrazitega odstopanja neustrezen.

3. Nizja, kot je cena prehranskega dopolnila, ve€ja so odstopanja dejanske
koncentracije vitamina D3 od zapisane vrednosti na deklaraciji.

To hipotezo lahko potrdim.
Tabela 9: Primerjava odstopanj vrednosti holekalciferola in cen

lzraGunano odstopanje od

Oznaka vzorca Cenana 1000 I. E. deklarirane vrednosti
sp001 (zdravilo) 0,36 € -17,8 %

sp002 0,21€ -18,7 %

sp003 0,09 € -34,4 %

sp004 0,05 € +33,9 %

sp005 0,03 € -77,7 %

Iz tabele je razvidno, da s padajoCo ceno vzorca odstopanje dejanske vrednosti
holekalciferola od navedene naras¢a. Drugace velja le za vzorca sp003 in sp004,
razliko pripisujem mestu nakupa. Drazji vzorec sp003 je bil namrec kupljen v lekarni,

cenejsi sp004 pa v trgovini.
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4 ZakljuCek

Za raziskovalno nalogo o vitaminu D sem se odlocila, ker ima ta vitamin pomembno
vlogo v naSem telesu, hkrati pa ga ve€jemu delezu Slovenk in Slovencev pozimi
primanjkuje, nekaterim kljub uzivanju prehranskih dopolnil. Zato sem Zzelela
ugotoviti, ali prehranska dopolnila z vitaminom Ds res vsebujejo toliko aktivne

ucinkovine, kot je navedeno na njihovih deklaracijah.

Ugotovila sem, da je imela kar polovica testiranih vzorcev na deklaraciji zapisano
neustrezno vsebnost vitamina D3, med drugim tudi prehransko dopolnilo iz lekarne,

ki me je s svojim odstopanjem najbolj presenetilo.

Predvidevam, da postopek priprave vzorcev za obe izmed oblik (tablete in kapsule)
ni bil optimalen, saj v ¢lanku, katerega metodo sem uporabila, ni bilo opisanega
postopka za mehke kapsule. Prav tako na slovenskem trgu ni zdravila v tej obliki,
zato je mozno, da primerjava zdravila v obliki tablete in prehranskega dopolnila v
obliki kapsule ni bila idealna. Za ta del raziskave bi bila zato v prihodnosti smiselna
optimizacija metode, predvsem za ekstrakcijo vzorca v obliki kapsule. Poleg tega bi
Zelela testirati e veC prehranskih dopolnil, raziskavo pa bi razsirila tudi na druge
oblike, kot so razprsila in kapljice, za katera bi bila tako kot pri mehkih kapsulah
potrebna optimizacija metode. Tako bi me v prihodnosti zanimala tudi primerjava

posameznih oblik prehranskih dopolnil.

Ob mnoziéni ponudbi prehranskih dopolnil na trgu se zavedam, da vseh dopolnil,
zlasti tistih na spletu, ne moremo povsem nadzirati, zato bi bilo poleg strozjih
regulacijskih ukrepov nujno tudi vecje ozavesc€anije potroSnikov o ustreznem nakupu

in uporabi prehranskih dopolnil.
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6 Priloge

6.1 Primer izraCuna koncentracije vitamina Dz na osnovi

umeritvene krivulje (vzorec sp001-1, povpre¢na meritev)

1) Rezultati izmerjenih povrSin vrhov:

Oznakavzorca V [mL] Povprve.cna
povrsina
sp001-1 5 168115

2) Vstavimo povrsino vrhov v linearno enacbo umeritvene krivulje:
povpreéna povrSina vrhov: y = 168115
linearna enacba: y = 39148 x

_y 168115
© 39148 39148

x = 4,29 mg/L = y (vitD3) avg

Oznakavzorca V[mL] vy (vitDs) avg [mg/L]

sp001-1 5 4,29

3) lzraCunamo maso vitamina Ds:

mg

m (vitD3) =yavg o V = 4,29 7 ° 1000

L =0,0215mg

Oznaka vzorca m (vitD3) avg [mg]

sp001-1 0,0215

4) PreraCunamo vrednost mase v I. E.:
0,0215mg... x
0,0250mg ...1000 I.E.
x = 860 I.E.



6.2 Kromatogram standarda vitamina D3 pri koncentraciji pribl. 63 mg/L pri izbranin kromatografskin

pogojih




6.3 Kromatogram vzorca sp001




6.4 Kromatogram vzorca sp002




6.5 Kromatogram vzorca sp003




6.6 Kromatogram vzorca sp004
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6.7 Kromatogram vzorca sp005
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6.8 Sekvenca

Al st w3 24111121t
: 2 D3 wed 241711102 dot
it D %I 2411 gt del
Al ahdd D 2411118 dst
A5 atd16 D3 met 24111 121 B dat
AS gg viD3 ot 241111 ad32.dat
a7 63 veD3watl  281171-nb3da
atd125 viDImet] 24711124125 dat!
<1250 Pk 241111 202509
A 500 DI wet] 241197224500 det
AN st 000 iDImet]  2411-11-std1000.dat
A2 2p1-1 veDImatl 241111201 1dat
A3 P12 203wt 28101159 2t
A4 2iep13 veDImet]  24-11-11-sp)-3dat
Al 2|sp2-1 wDImat|  287170p2 148
A8, 2 viD3 met 41111202 2.det
Al ? 3 VEDImel| 2411112238
1 1p3 D3 met] 4711112931 st
Al 2 viD3 et 2011113298
A 3 VeD3 n;l 241111493 3t
VDI wet]  241111p41 dat
A spd-2 D3met]  2411-11epd-2dat
A3 3pd- iD3Imet]  2470-11-5pd A dat
A24 1 kD3 et 241111395 1.dat
A2S 052 VD3 ul 2411-11-2p5 2 dat
AZ5| 2 353 i3 et 24111155 3dat
_:_.%] tdl VD3 et 241111 -adlrdat
atd2y veD3 et 241111 adlr dat
A3 shdds kD3 et 241171 -dte dat
X st viD3met]  2411-11-sadS dot
A5 atd16 veDImet] 261171 d16edot
A d3a WD T.:! 241111 22d%ndat
A7 =] D3 24111122063 dat
AB 2] atd) 2 D3 mel] 241117541 e dat
12500 VD3 wet| 24111159250 dat
Al SO0 D3 et 24.1117-5td500r dat
A ;mm D3 ] 24-171 1501 000 dat
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A2 gm vitD3 ﬂ 411110 dot
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AS 2 ) 6 VD3I met] 241117 16 dot
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A0 ﬂuﬁh D3 met] 24111725000 dot.
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A2 wln D3, 2471-113p1-Tndat
A 1p1-2n w03 l 267117 3p1-2n.881
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A6 2{3p2-2n viDImet!  281111-5p22ndot’
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A8 2031 veD3dmet]  247117-sp3- ndat
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A0 25033 viD3met]  241111-2p3-3n.dat)
A211 2lspdin viDImetl  2471-11-spd-Tmdst
AZ2 2|3pd-2n viDImet]  241117:p4-2n.det
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