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SOUHRN

Bakalarska prace je zaméfena na ziskani souhrnnych poznatki o vitaminu B2
(riboflavinu) a vitaminu B6 (pyridoxinu). V této praci jsou shrnuty informace o
zminovanych vitaminech B2 a B6, jejich historii, vlivu na lidsky organismus a informace o
metodach jejich Stanoveni.

Uvodni &ast prace je vénovéna teoretickym informacim, mezi které jsou zahrnuty
struktury vitamind B2 a B6, fyzikalné-chemické vlastnosti, vyskyt v potravinach a
doporuceny denni pfijem. Dale jsou v této praci zminovany zdravotni aspekty spojené
s vitaminy B2 a B6.

Druha cast prace popisuje metody, které 1ze vyuzit pfi stanoveni vitaminu B2 a B6.

Mezi tyto metody patii metoda mikrobiologickd, fluorimetrickd, polarografickd a

chromatograficka.

Klicova slova: Vitamin B2
Riboflavin
Vitamin B6
Pyridoxin

Analyza potravin



SUMMARY

This bachelor thesis is focused on presenting summary information about vitamin
B2 (riboflavin) and vitamin B6 (pyridoxine). In this thesis there are a summary of
information about above-mentioned vitamins B2 and B6, their history, an effect of the
vitamin on a human organism and also information about their determination presented.

The first part discusses the theoretical information including structures of vitamins
B2 and B6, physical and chemical properties, the presence of these vitamins in food and
recommended daily intake. The information about health aspects connected with vitamins
B2 and B6 is presented as well.

The second part describes the methods that can be used for the determination of
vitamin B2 and B6. These methods include the microbiological, fluorimetric,

polarographic and chromatographic methods.
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SEZNAM ZKRATEK

FAD Flavinadenindinukleotid

FMN Flavinmononukleotid

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
MF Mobilni faze

SF Staciondrni faze

CNS Centralni nervova soustava

uv Ultrafialova oblast

PN Pyridoxin
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1.Uvod

Lidské znalosti o vitaminech jsou nedokonalé, nebot’ v nasem organismu jsou
stale objevovany jejich nové funkce. Vitaminy jsou tzv. esencidlni latky, které jsou
soucasti potravy a lze je definovat jako organické exogenni esencialni biokatalyzatory
heterotrofnich organismt. Zna¢né pfispivaji ke spravnému vyvoji, ristu a procesu
vstfebavani zivin v téle. Vitaminy jsou latky biologicky aktivni, které si organismus neumi
sam syntetizovat Z jednoduchych sloucenin, a proto je musi pfijimat v potrave. Plisobi jako
prekurzory biokatalyzatorti a vyznamnou roli vykonavaji svym katalytickym G¢inkem pfi
fad¢ reakci latkové pfemény. Mnohé vitaminy maji antioxidacni vlastnosti a vytvari i
dulezité oxidaéné redukéni systémy. Neucastni se kryti energetickych potieb a nejsou ani
stavebnimi nebo strukturdlnimi jednotkami organismu.

Vitaminy jsou nenahraditelné pro spravnou funkci lidského téla, a proto se
provadi kontroly jejich obsahu nejen ve vyslednych produktech potravinaiského prumyslu,
ale i v surovinach. Vitaminy se déli nejéastéji dle spoleénych fyzikalnich vlastnosti a
rozpustnosti ve vod¢ ¢i Vtucich. Vitaminy rozpustné ve vod€ jsou latky hydrofilni
(hydrosolubilni), které se neukladaji ve vétsi mife v organismu, a proto je nutny jejich
pravidelny pfijem. Patii sem vitaminy skupiny B (B3, By, Bs, Bs, Bg, B7, Bg B12) a vitamin
C (kyselina L-askorbova). Naopak vitaminy rozpustné v tucich jsou latky lipofilni
(liposolubilni), které se v organismu ukladaji a diky tomu neni nutné je dopliovat kazdy
den. Mezi lipofilni vitaminy patti vitaminy A, D, E a K.

Z tady védecky podlozenych materialti je znamé, ze nedostatek nebo nadbytek
nékterého z vitaminii muze zpusobit V organismu naruseni jednotlivych metabolickych
drah, které¢ mohou vést i k vdznym onemocnénim. Pfi nedostate¢ném piijmu vitaminu se
po Case vytvaii hypovitamindza projevujici se nespecifickymi poruchami a urceni jejich
pficin byva velice obtizné. Pfi dlouhodobém nedostatku vitaminu z potravy vznika
avitaminoza, kterd se projevuje zcela typickymi poruchami. Opakem nedostatku vitaminu
je hypervitaminéza, ktera je zpisobena nadbytkem.

Tato prace podrobnéji rozebira analyzu vitamind B2 (riboflavinu) a B6
(pyridoxinu). Pozornost je pfedev§im vénovana charakteristice a stanoveni uvedenych

vitaminu.
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2.B-komplex

B-komplex, neboli skupinu vitaminu B, lze zafadit do latek rozpustnych ve vodé.
Jsou to vitaminy hydrofilni, které pfispivaji ke spravnému fungovani metabolismu,
nervového systému, krvetvorby a vyznacuji se vytvafenim enzymovych aktivatorti a
koenzym.

Mnozstvi vitamini B-komplexu potfebné ke spravnému fungovani organismu je
velice nizké, a proto se da dostateéné zasobovani organismu zajistit pestrou smiSenou
stravou. Toto mnozstvi je ovSem zavislé na mnoha faktorech, jako je napiiklad stafi,
pohlavi, zdravotni stav, zivotni styl a stravovaci nadvyky. V ramci posuzovani vyzivoveé
situace se nejvice sleduje piijem thiaminu (B1), riboflavinu (B2) a pyridoxinu (B6).
V potravé jsou zdroje vSech uvedenych vitaminii podobné, tudiz je mozné predpokladat, ze
pfi pifijmu dostatecného mnozstvi té€chto vitamini nevznikne avitaminoza (Uplny
nedostatek vitaminu) ¢i hypovitamindza (Castecny nedostatek vitaminu) 1 u zbylych
vitamind B-komplexu. Pfirodni produkty nikdy neobsahuji vitaminy fady B samostatné,
ale vzdy v komplexu. [1,12,15,20]

Avitaminéza, jak jiz bylo zminéno, znamend uplny nedostatek vitaminu, ktery
zpuasobuje poruchu nékterych biochemickych procesti. Snizeny obsah vitaminu
V organismu zpusobuje jiz zminénou hypovitaminézu. Na druhou stranu nadbytek
vitaminu zplsobuje hypervitaminézu, kterd opét zplsobuje poruchy biochemickych
procesit a vede k vdZnym onemocnénim. U vitaminl rozpustnych ve vodé je vSak
hypervitaminéza vzacna, protoze se nezadrzuji v téle a jejich pfipadny nadbytek je
vyloucen ledvinami.

Vitaminy B napomahaji té€lu vyuzivat sacharidy, tuky a bilkoviny jako zdroj
energie. Funkce hydrofilnich vitamind, které se uplatiuji jako kofaktory fady dilezitych
enzymu v metabolismu latek, spoc¢iva v katalytickém ucinku. [1,12,14]

Mezi vitaminy skupiny B patfi:

B1 - thiamin B6 - pyridoxin
B2 - riboflavin B7/H - biotin
B3 - kyselina nikotinova B9 - folacin

B5 - pantothenova kyselina B12 - kobalamin

13



3.Charakteristika vitaminu B2

3.1. Historie a objev vitaminu B2

Prvni izolace vitaminu B2 (riboflavinu) ziskaného pii mikroskopickém pozorovani
probéhla vroce 1879. Védci objevili v mléce fluoreskujici zlutozelenou latku, kterou
nasledné pojmenovali jako ,,enzymaticka zlut*. Roku 1933 ji Paul Gyorgy identifikoval
jako riboflavin. [24]

Riboflavin byl znam pod riiznymi jmény, jako naptiklad laktoflavin, ovoflavin,
uroflavin ¢i vitamin G. [1,24] Je dilezity pro procesy latkové pfemény v téle a je soucasti
zhruba 200 riznych enzymi. Nejvice je obsazen ve zlutych flavinovych enzymech,
kterych je vice nez 40. Riboflavin ma také své dilezité misto v metabolismu bilkovin a je
biologicky aktivni souc¢ast protetické skupiny flavoproteint. [4,6]

Do nékterych potravin se riboflavin pfidava za ucelem zlepSovani jejich sloZeni,
napt. do pSenicné mouky. Dale se diky své Zluto-oranzové barvé pouziva k barveni
nékterych potravin, zejména cerealnich vyrobku. [12] Vitamin B2 je obsazen v podobnych
zdrojich jako thiamin (B1), ale na rozdil od né&j se vyskytuje ve vysokych koncentracich

také v mléce a listové zelening. [15]

3.2. Struktura vitaminu B2

Riboflavin, systematickym nazvem 7,8-dimethyl-10-(1-D-ribityl)-benzo[g]pteridin-
2-4-dion, je vitamin pattici do skupiny flavint. Jeho empiricky vzorec je uvadén jako
C17H20N40¢ a molekulova hmotnost 376,36 g/mol. [6]

Chemicka struktura riboflavinu je slozena z isoalloxazinového jadra. Na toto jadro
je vpoloze N-10 navazan ribitol (také zvany jako alditol), ktery je odvozeny od
D-ribozy. [1,12]

Riboflavin se vyskytuje v podobé zlutého az zlutozeleného prasku a je oxidovanou
formou vitaminu, které se fika flavochinon. [1,6] Pti ozafeni riboflavinu viditelnym i UV
svétlem je nestaly a odstépuje ribézovy zbytek. [15] Diky jeho vysoké citlivosti viici svétlu
se snim musi manipulovat jen vtmavém prostfedi. Riboflavin je rozpustny ve vodé¢,
v ethanolu velmi Spatné a v ostatnich nepolarnich rozpoustédlech se nerozpousti. [6]
Nejcast¢jsi  forma  riboflavinu  je  riboflavin-5'-fosfat,  dale  také  jako

flavinadenindinukleodtid (FAD) ¢i kovalentn¢ vazany riboflavin. Lze ho vsak najit
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I v biochemickych systémech jako volnou latku. [1,2] Struktura riboflavinu je znazornéna

na obrazku 1.

CH4 OH
I

HO— C—H
|

HO— C—H
|

HO—I]Z—H

T2
HaC . M ”N\f"o
HaC f@: Nf;[:r( N"‘“H

o
Obr. 1: Chemicka struktura riboflavinu [2]

3.3. Fyzikalné - chemické vlastnosti vitaminu B2

Riboflavin je krystalicka latka Zluté barvy. Krystalizuje v ostré krystalky ve tvaru
jehel, které jsou opticky aktivni a jejich teplota tani se pohybuje v rozmezi 275-282 °C.
[1,6] Je malo rozpustny ve vodé a to v poméru 120 mg riboflavinu na 1 000 ml vody pfi
27,5 °C. Naopak lehce se rozpousti ve vodnych roztocich alkalickych hydroxidi. Vodné
neutralni roztoky riboflavinu znacné zluté fluoreskuji a tato fluorescence se ztraci v siln¢
kyselych a alkalickych roztocich.

Vitamin B2 je velice citlivy ke svételnému zafeni a neutralnimu nebo alkalickému
prostfedi. Na druhou stranu je velice stabilni vzhledem k vysokym teplotdm v kyselych
roztocich. Plsobenim svétla v neutrdlnim ¢i kyselém prostfedi dochédzi k odStépeni
postranniho fetézce a vzniku lumiflavinu, v alkalickém prostiedi za stejnych podminek
vznika lumichrom. [1,3,14]

Ucastni se skoro viech oxidoredukénich procesti a ve formé fosforylované je
soucasti mnohych enzymatickych systému. [4] Snadna redukce probiha u flavinovych
koenzymt, pfi¢emz tato redukce je reverzibilni. Tato reakce umoziuje prenos vodikl ze
substratu na akceptor pomoci flavinovych enzymu. [3]

V biochemickych systémech se riboflavin objevuje ve formé koenzymi
oxidoreduk¢nich enzymi. Nejéastéjsi jsou FAD a flavinmononukleotid (FMN). Ve formé
koenzymu FAD a FMN je riboflavin soucasti flavoproteinovych dehydrogendz a oxidaz.

V tomto stavu se podili i na odbourdvani mastnych kyselin a oxidativnich fosforylacich.
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3.4. Zdravotni aspekty vitaminu B2

Riboflavin je vitamin hrajici zivotné dilezitou roli pfi tvorbé hormonu §titné z1azy.
Tento hormon zrychluje metabolismus a napomaha k udrzovani energetické potieby pro
veskeré télesné organy. Z velké ¢asti se podili na 16¢bé koznich onemocnéni a v kombinaci
s dalsimi vitaminy B-komplexu umoznuje i 1écbu nervovych a jinych onemocnéni jako je
tteba Alzheimerova choroba ¢i epilepsie. Déle pak napoméha ke vzniku imunitnich bunék,

které jsou potieba v boji proti infekci a ve spojeni se zelezem se podili na vzniku

erytrocytu. [20]

3.4.1.Hypovitamindza

Hypovitamin6za je stav, ktery v organismu zpiasobuje nedostatek urcitého
vitaminu. Je to okamzik, kdy se hladina vitaminu snizi pod 0,5mg/den na vice nez 100 dni.
Nejvice se vyskytuje u lidi, ktefi jsou vystavovani dlouhodobému stresu nebo maji
nedostateény piijem mléka a mlécnych vyrobka. [2] Tito lidé pak casto trpi
zpracovani potravin, které z nich vitaminy odstranuje. [20]

Mezi nejéastéjsi projevy nedostatku vitaminu B2 u ¢lovéka patii zanéty v oblasti
ustnich koutkil, nehnisavd onemocnéni oc¢nich vicek, onemocnéni S§titné zlazy, zanéty
tenkého stfeva, svédéni v oblasti pochvy, depresivni nalady, tfes koncetin a v neposledni
fad¢ diabetes mellitus. U zvifat se tento nedostatek projevuje zastavenim ristu
a onemocnénim kize. Typickym mistem vyskytu jsou zemé tietiho svéta. [2,7,20,21]

Uplny nedostatek vitaminu B2, neboli avitamindza, zptisobuje ¢asto nervové
poruchy, zanéty sliznic a kuze. [3]

Prevence proti hypovitamindze a nasledné avitamindze vitaminu B2 je zafazeni
vhodného mnoZstvi mléka, mléEnych produktl, vnitinosti a listové zeleniny do kazdodenni

stravy. [7]

3.4.2.Hypervitaminoza

Vzhledem ktomu, Ze se vitamin B2 nekumuluje v organismu déle nez je
fyziologicky nutné, onemocnéni spojend s hypervitamin6zou nejsou prozatim
zaznamenéany. Uginky riboflavinu tedy nijak neohrozuji zdravi, jelikoZ jeho piebytky se

vylucuji mo¢i ven z organismu. [21]
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3.5. Zdroje vitaminu B2 v potravinach

Riboflavin je velice dulezity pro dobry stav kize, o€i, funkce srdce a dalSich
organt. V organismu vyrazné ovliviiuje celkovou energetickou pfeménu, jelikoz ma vliv
na metabolismus cukrt, tuk a aminokyselin. Jako sou¢ast enzymu v dychacim fetézci je
nepostradatelny pro zakladni buné¢ny metabolismus. [8,21]

Vitamin B2 je vysoce rozsifen jak v rostlinach, tak i v zivoc¢iSnych organismech.
Spousta mikroorganismti vytvari riboflavin a nékteré z nich ho vylucuji do kultiva¢niho
média. Pro vyrobu riboflavinu byly jako pramyslové kmeny pouzity kvasinky
Ashbya gossypii a Eremothecium ashbyii, které parazituji na rostlinach. Vyroba se
uplatnuje predevSim v potravinaiském a krmivarském primyslu, dale jako soucast vyroby

veterinarnich ¢i humannich 1éku. [28,40]

3.5.1.Produkty rostlinného piivodu

Ve vysSich rostlindch a mikroorganismech se mimo riboflavinu, FMN a FAD
nachdazi i velky pocet dalSich derivath riboflavinu. Tyto derivaty vykazuji velice podobnou
biologickou aktivitu jako vitamin B2. [12]

V dalsich produktech se riboflavin vyskytuje napf. ve S$penatu, kvasnicich
a téstovinach. [4] Ve vétsim mnozstvi se vyskytuje v lusténinach a celozrnnych vyrobceich.
Naopak Vv chlebu a dalsich cerealnich vyrobcich se vitamin vyskytuje ve velmi nizkych

koncentracich. [1,2,12]

3.5.2.Produkty Zivo€isného piivodu

U potravin Zivoc¢iSného ptivodu se riboflavin vyskytuje ve vSech potravinach.
Nejvic je vSak obsazen V jatrech, mase, syrech nebo také v mlé¢nych vyrobcich ¢i mléce.

Snadno se z téchto potravin absorbuje v travicim traktu. [1,4,12]

3.5.3.0bsah vitaminu B2 v potravinach

Jak jiz bylo psano vyse, vitamin B2 je obsazen jak v potravinach rostlinného, tak
i zivo¢isného plvodu. Dale se v men$im mnozstvi nachazi v zelening, ovoci, mase
sladkovodnich ryb a ve stopovém mnozstvi jej Ize najit také v houbach. Naopak ve
vyznamném mnoZstvi se vyskytuje v drozdi a pivu (cca 0,5 mg/dm®).

Pro ziskani doporuc¢eného obsahu vitaminu v téle bychom méli jist v prvni fadé

vetsi mnozstvi mlécnych vyrobkl a v fadé druhé hodné masa.
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Na zaklad¢ védecky podlozenych faktii bylo stanoveno, ze témér 40 % vitaminu
ziskavaného z potravy zajiStuje mléko a mlécné vyrobky, cca 20 % maso a masné
vyrobky, 15 % ceredlie, necelych 10 % vejce a zelenina a zbylych 15 % ptipada na ostatni
potraviny. Riboflavin se z potravin ztraci pii vafeni, ponechavani na slunci a Upravé
trvanlivosti. [1,2,12,21]

Riboflavin je dle vyhlasky ¢.304/2004 Sb. oznacen jako E 101. Podle této vyhlasky
se stanovuji podminky a druhy pouziti piidatnych a pomocnych latek pii vyrobé
potravin. [29]

V oblasti potravinaiského primyslu je mozno riboflavin pouzivat pro fortifikaci
potravin a také jako barvivo nékterych potravin, pfedevSim pro ceredlni a instantni

produkty. [1,2] Obsah vitaminu B2 v potravinach je popsan v tabulce 1.

Tabulka 1: Obsah vitaminu B2 ve vybranych potravinach [12]

Potravina Obsah riboflavinu (ng ve 100g)
PSeni¢na mouka 20-210
Zitna mouka 40-143
Chléb pSenicny 20-100
Chléb zitny 73-250

Syr 330-565
Mléko 20-300
Ryze 30-120
Jatra veptova 2 900-4 400
Jatra hovézi 100-3 300
Brambory 75-200
Spenat 57-340
Ryby 10-330
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3.6. Doporuceny denni prijem vitaminu B2

Denni déavka riboflavinu je zdvisla na obsahu bilkovin a energetické hodnoté
potravy. Vyse doporuceného denniho pfijmu vitaminu by se meéla pohybovat mezi
1,5-2 mg u dospé€lych osob. VEtsi mnozstvi tohoto vitaminu by se mélo pozivat po
chirurgickych zékrocich, pii hore¢natych onemocnénich, prijmech, stresovych situacich,
fyzické namaze a v neposledni fad¢ v t¢hotenstvi, kde by se denni potieba méla pohybovat
nad hodnotou 1,7 mg. [5,15] Doporuc¢ené denni davky vitaminu B2 pro rizné vékové

kategorie jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Doporu¢ena denni davka vitaminu B2 [2,15]

Doporucena denni davka

Vékové skupiny riboflavinu (mg)
Kojenci 05
D&ti (3-6 let) 11
Muzi (19-59 let) 16
Zeny (19-59 let) 14
T¢hotné zeny 16
Kojici Zeny 18
Osoby nad 60 let 1,4

3.7. Ztraty vitaminu B2 pri zpracovani potravin

Vyznamné ztraty obsahu riboflavinu se mohou projevit uz pii skladovani, dopravé
¢i sklizni. Pfi téchto manipulacich jsou ztraty v potravin€ nejvice zptisobeny nevhodnou
teplotou, délkou skladovani nebo nedostateénou ochranou proti slune¢nimu zafeni. [30]

Riboflavin je velice stabilni pfi tepelném zpracovani. Potraviny obsahujici zvySené
mnozstvi riboflavinu podléhaji vlivem slunecniho zéatfeni fotochemickému rozkladu.
Pfi peCeni a vafeni jsou ztraty riboflavinu zplsobeny pouze vyluhem do vody a nejsou

prilis velké (max. 10 %). [12]
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Nejvyznamngj$im Cinitelem ovlivilujicim stabilitu je svétlo. Pti ozafeni UV nebo
viditelnym svétlem je riboflavin nestabilni a dochdzi k odstépeni ribosového zbytku. Svétlo
v rozmezi 420 az 560 nm ma nejveétsi vliv. Rychlost a rozsah ztrat vitaminu zalezi na
intenzité svétla, teploté prostfedi a vlastnostech obalu. Naptiklad vlivem zatrivkového
svétla v prodejnach mohou byt ovlivnény potraviny Vv prihlednych obalech. K velkému
ubytku riboflavinu v mléce dochazi plisobenim ptimého slune¢niho zateni. Pfi skladovani
mléka na slunci degraduje za 1 hodinu asi 20-40 % riboflavinu. Obdobné ucinky ma také

rozptylené denni svétlo. [1,15]
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4.Charakteristika vitaminu B6

4.1. Historie a objev vitaminu B6

Pyridoxin (vitamin B6) byl objeven a poprvé laboratorn¢ izolovan v roce 1934.
Jeho nedostatek zpisobuje asi 110 poruch vnimavosti, potizi a vaznych onemocnéni.
Na druhou stranu pyridoxin ozivuje aminokyseliny, ptisobi pozitivné na nervy a lidé jsou
diky nému Stastni. Vitamin B6 je vSestranna biolatka, ktera ma dulezitou roli ve funkci

lidského nervového systému. [10,20]

4.2. Struktura vitaminu B6

Pyridoxin (pyridoxol), diive nazyvany jako adermin, je vitamin zahrnujici
tii strukturné piibuzné a biologicky G¢inné latky (tzv. vitamery) odvozené od
3-hydroxy-5-hydroxymethyl-2-methylpyridinu, které se odliSuji substituci v poloze 4
pyrimidinového kruhu. Déle pak zahrnuje i tfi ptisluSné fosfaty téchto latek.

Mezi hlavni derivaty patfi:

e pyridoxol (2-methyl-3-hydroxy-4,5-bishydroxymethylpyridin)

e pyridoxal (2-methyl-3-hydroxy-4-formyl-5-hydroxymethylpyridin)

e pyridoxalamin (2-methyl-3-hydroxy-4-aminomethyl-5-hydroxymethylpyridin)

CH,, OH cff( CH5NH,
HO- H,C /\Ji OH HO-HZC\,/A\W/ OH  HO-HG \fﬁf OH
SN CH SNTCH, =N /l\ CHy
Pyridoxol Pyridoxal Pyridoxamin

Obr. 2: Chemické struktury vitaminu B6 [10]

Celad zminéna tridda vytvaii s minerdlnimi kyselinami ve vod¢ rozpustné soli a ma
bazicky charakter. Nazev pyridoxin se pouziva pro veskeré biologicky aktivni latky jako
synonymum ndzvu vitamin B6. Jeho empiricky vzorec je uvadén jako CgHgO3N

a molekulova hmotnost 167,2 g/mol. [10,11,12]
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Pyridoxin je dobfe rozpustny ve vod¢, termolabilni, syntetizovany rostlinami
a mikroorganismy. M4 velky podil na enzymatickych reakcich a jeho vyuzitelnost v téle
se pohybuje mezi 70-80 %. Vitamin B6 se v téle také uplatiuje jako stabilizator rovnovahy
sodiku a drasliku v télesnych tekutinach. [10,11,21]

Nejbéznéjsi forma v lidské tkani je pyridoxal-5'-fosfat. Jeho nejvétsi mnozstvi se
nachazi ve svalech, kde je vazan fosforylazou. Pyridoxal-5'-fosfat je metabolicky aktivni
forma, kterd je zapojena do cca 100 enzymatickych reakci v€etné metabolismu sacharidd,
aminokyselin a mastnych kyselin. V této form¢ je vyuzivan k dekarboxylaci a transaminaci
aminokyselin. [10,13,37,38]

Existuji dikazy, ze v nékterych situacich vitamin B6 muze fungovat jako
antioxidant. V plazmé¢ je pyridoxal a pyridoxal-5'-fosfat transportovan ve vazbé na albumin
nebo na hemoglobin v erytrocytech. Vsechny formy pyridoxinu jsou vylucovany do
moci. [10]

4.3. Fyzikalné - chemické vlastnosti vitaminu B6

Pyridoxin je latka vytvarejici za pokojové teploty bezbarvé krystalky, které jsou ve
vodé rozpustné, méné rozpustné v ethanolu a témét nerozpustné v chloroformu. Vytvotené
krystalky maji bod tani 160 °C. Pyridoxin je pomérné staly v kyselém prostiedi a méné
staly v neutrdlnim ¢i alkalickém prostfedi. Dale je stabilni vici tepelnému opracovani
a zna¢né citlivy na svétlo. [1,12]

Vitamin B6 zajistuje vyuziti kyanokobalaminu v organismu a stabilitu hoi¢iku
vkrvi a tkanich. V zivoc¢iSnych tkénich je pyridoxin pfitomen ve formé
pyridoxamin-5-fosfatu a pyridoxol-5'-fosfatu. [21]

Pyridoxin se Gi€astni metabolismu jako kofaktor (koenzym), kde zékladni formou je
pyridoxal-5-fosfat. Ten se podili na reakcich, jako jsou transaminace, racemizace,
dekarboxylace, odbouravani, syntéza aj. Jeho ptitomnost je velice dulezita pfi metabolismu
aminokyselin, tukid a nukleovych kyselin. Zavisi na ném transport aminokyselin do bunék,
dulezité chemické reakce v nervovém systému a mozku a V neposledni fadé i produkce
¢ervenych krvinek. [1,2,11]

Antagonisty pyridoxinu jsou latky, které reaguji s karbonylovou skupinou
pyridoxalu. U pfirozenych latek lze mluvit o metabolitech tryptofanu, hydrazinu
a hydroxylaminu reagujicich za vzniku nalezitych hydrazonl a oximu. Jeden z antagonistl

je naptiklad linatin, ktery se vyskytuje v semenech Inu. [1,14]
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4.4. Zdravotni aspekty vitaminu B6

Pyridoxin pozitivné ovliviiuje imunitni systém, svalovou ¢innost, vykon srdce,
krevni obéh, zpracovani bilkovin, rdst vlast a pisobi v organismu jako pfirozeny
mocopudny prostfedek. Dale se podili na vestavbé genotypu do bunécného jadra, ucastni
se procesu vzniku cCervenych krvinek a hemoglobinu. V neposledni fadé¢ napomaha
rovnomérnému zasobovani organismu glukézou, jejiz nedostatek ma za nasledek
napf. inavu, nespavost a nizs$i nervovou odolnost.

U Zzen, které uzivaji antikoncepcni pilulky, klesd koncentrace vitaminu B6 az
0 20 %. K poklesu hladiny pyridoxinu dochazi n¢kolik hodin po poziti antikoncepce.

Za spoluucasti hot¢iku a vitaminu B2 je vstfebavani pyridoxinu podstatné lepsi.
Bez téchto komponent je vitamin B6 téméf bez Gcinku, a proto by méla byt strava pestra

a obohacena 0 veskeré vitaminy fady B. [21]

4.4.1 Hypovitaminé6za vitaminu B6

Hypovitamindza, jak bylo dfive zminéno, je stav vznikly nedostatkem urcitého
vitaminu. U pyridoxinu pfi normalni pestré stravé je klinicky nedostatek velice vzacny.
OvSem v soucasném svété, ktery je plny diet a nedostatku ¢asu na spravné stravovani se
ptipady hypovitaminéz vyskytuji ¢im dal ¢astéji. [1,10, 12,15]

Jiz pfi nizkém, zdanlivé nepodstatném, nedostatku, je mozné v moci nalézt kyselinu
xanthurenovou, ktera snizenou hladinu pyridoxinu objektivné prokaze. [15]

Zejména Zeny v piechodu, kterym hrozi vznik osteopordézy ¢i edému v téle
(hromadéni vody v bfiSe, hornich a dolnich koncetinach a obli¢eji), by mély dbat na
pravidelny pfisun pyridoxinu. ZvySené naroky na piijem pyridoxinu (PN) by mély brat
v uvahu i t¢hotné a kojici zeny. [21]

Nejcastéj§i projevy nedostatku vitaminu jsou chudokrevnost, kiece, deprese,
neschopnost koncentrace, riizné nevolnosti, nespavost, bolest hlavy, zdvraté, bolavé rty,
usta, jazyk a zmatek. Dale se také projevuje riznymi dermatitidami a nervovymi
poruchami. U déti zpusobuje degenerativni zmény centralni nervové soustavy
(CNS). [1,10,12,15,21]
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Avitamindza pyridoxinu zplsobuje seborrhoickou dermatitidu ve vlasech a obo¢i.
Tato anomalie se projevuje zanétem kize, ktery se v prvni fadé objevi na lebce, kolem
nosu, za uSima nebo v okoli genitalii. [21] Seborrhoicka dermatitida je zobrazena na

obrazku 3.

Obr. 3: Seborrhoicka dermatitida [23]

4.4.2 Hypervitamindza vitaminu B6

Dlouhodobé vysoké davky vitaminu B6 (> 200 mg/den) mohou zptisobit poruchy
perifernich nervll projevujici se zejména u senzorickych orgéni. Dale mohou vyvolat
motorické neuropatie vedouci ke ztrat¢ citlivosti v nohou a rukou, Spatné koordinacli,
no¢nim neklidem aj. Nadbytek miize zptsobit i nedostatek zinku a hoi¢iku. OvSem pouze

Z potravy neni zvySeny piijem mozny. [15,21,38]

4.5. Zdroje vitaminu B6 v potravinach

Vitamin B6 je ziskdvan zejména z rostlinnych zdroji a piedstavuje jednu ze
zakladnich zivin v lidské stravé. Nedavno bylo také zjisténo, Ze pusobi jako velmi silny
antioxidant. [39]

Pyridoxin je lokalizovan v krvi, jatrech, ¢ervenych krevnich buiikach v cytoplasmé
a extracelularnim prostoru. Dale ho pak Ize lokalizovat v celé fadé potravin, véetné masa,
vnitinosti (zejména v jatrech), snidaiiovych ceredlii, zeleniny a ovoce.

Biologicka dostupnost vitaminu B6 se obecné uvadi jako 75 % ve smisené
strave. [10] Vitaminem se nejvice obohacuji détské mlécné vyzivy a v mnohych zemich
1 bila pSenicnd mouka. Pfijem pyridoxinu z potravy zajiStuje do urcité miry stfevni

mikrofléra. [9,12,15]
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4.5.1.Potraviny rostlinného piivodu

Rostlinné potraviny obsahuji piedevsim PN a jeho 5'-fosfat. [10] V ovoci
a zeleniné¢ zastupuje 5-80 % celkového obsahu vitaminu pyridoxin v podobé
5'-O-(B-D-glukopyranosyl)pyridoxolu. Bohatym zdrojem vitaminu B6 jsou obiloviny,
nékteré¢ druhy zeleniny, celozrnné ceredlni vyrobky, pivovarskd melasa, lusténiny a

brambory. [12,21]

4.5.2.Potraviny zivoc¢iSného pivodu

V potravinach zivoc¢isného pavodu se pyridoxin nejcastéji vyskytuje v mase,
masnych vyrobcich, rybach, bananech a také ve vajecném zloutku. Naopak obsah vitaminu
v mléce a syrech je velice nizky. V potravinach tohoto typu se nejvice vyskytuje pyridoxal

a pyridoxamin, zejména ve form¢ fosfatu. [12,21]

4.5.3.0bsah vitaminu B6 v potravinach

Pro vitamin B6 jsou bohatym zdrojem potraviny rostlinného a hlavné Zivo¢isného
puvodu (maso, masné vyrobky nebo wvnitinosti). Nejvice je vSak pyridoxin obsaZen
V potravinaiském drozdi. [12] V téchto potravinach se objevuje nejcastéji pyridoxal
a pyridoxamin, a to zejména ve formé fosfati. Napiiklad v mase je nejvyznamng&jsi

slozkou pyridoxal-5'-fosfat, ktery je vazan na rtizné bilkoviny.

Tabulka 3: Obsah vitaminu B6 v potravinach [2]

Potravina Obsah vitaminu B6 (png ve 100 g)
PSeni¢na mouka 120-600
Sunka 330-580
Chléb pSeni¢ny 100
Drozdi pekarské 620-700
Syr 98-800
MIléko susené 220-820
MIéko neporuSené 54-110
Jatra veptova 290-590
Jatra hovézi 600-710
Pivo 50-60
Treska 340
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V potravinach rostlinného piivodu je nejvice piitomen pyridoxol a pyridoxal.
Nejrozsitengjsi formou je 5'-O-(beta-D-glukopyranosyl) pyridoxal, ktery je nejvice
obsazen v ovoci a zeleniné. Kvalitnim zdrojem vitaminu jsou i obiloviny a celozrnné

cerealni vyrobky. [1,9,41] Obsah vitaminu v riznych potravinach znazornuje tabulka 3.

4.6. Doporuceny denni prijem vitaminu B6

Doporuceny denni piijem vitaminu B6 ve stravé je umérny vysi spotteby bilkovin.
Denni davka by se méla pohybovat v rozmezi od 1,4 do 2,0 mg/den pro dospélého
Clovéka. Béhem téhotenstvi a kojeni se pozadavek na vitamin B6 ve stravé zvySuje
ptiblizné o 0,3-0,4 mg/den. ZvySenou potiebu maji také lidé s cukrovkou a epilepsii,
vegetaridni a vegani, Zeny pied menstruaci a sportovci, ktefi uzivaji proteinové
preparaty. [10,37] Doporucené denni davky vitaminu B6 pro rizné vékové kategorie uvadi

tabulka 4.

Tabulka 4: Obsah vitaminu B6 v potravinach [2,15]

Doporucena denni davka

Vékové skupiny vitaminu B6 (mg)
Kojenci 04
Déti (4-10 let) 1.2
Muzi (19-59 let) 1.9
Zeny (19-59 let) 18
Tchotné 2.2
Kojici 21
Osoby nad 60 let 1.8

4.7. Ztraty vitaminu B6 pri zpracovani potravin

Ztraty pyridoxinu se vyrazné liSi podle komodity, respektive dle prevladajici
formy vitaminu. Vlivnym C¢initelem, ktery vyznamné ovliviiuje definitivni koncentraci
vitaminu Vv hotovém jidle, je obsah vitaminu v potravinaiské suroviné. U potravin
rostlinného plivodu, které obsahuji stabilnéjsi pyridoxol, jsou ztraty vitaminu malé. Kdezto

u potravin zivocisSného ptivodu obsahujicich reaktivnéjsi pyridoxal, jSou ztraty vyssi.
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Hlavnim divodem ztrat pyridoxinu byva manipulace ptedchéazejici vlastnimu
zpracovani suroviny, a to zejména pii sklizni, skladovani ¢i dopravé. Dale také vyluhovani
vitaminu do vody ¢i reakce pyridoxalu s bilkovinami. [12]

Jednim z nejucinnéjSich postupii pro ochranu potravin pied mikrobiologickym
rozkladem je tepelné zpracovani. Tento proces ma vliv i na inaktivaci nezadoucich
enzymd, ale pisobi negativné na retenci vitaminu v potraving. Vedle tepelného zpracovani
potravin se jejich trvanlivost maze vyznamné prodlouzit suSenim ¢i zmrazenim.
Zmrazovani se pouziva zejména pro maso, protoze jeho vlivem nedochazi k eminentnim

a nezadoucim chemickym procestim. [12,30]
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5.Metody stanoveni vitaminu B2 a B6

Stanoveni vitaminti B-komplexu je velmi slozity proces, protoze jejich
koncentrace jsou velice nizké v porovnani s ostatnimi slozkami zkoumaného vzorku. Navic
vitaminy jsou latky vysoce citlivé k oxidaci, popt. ke svételnému zafeni. Z tohoto diivodu
je témet vzdy nutné vSechny analytické metody provadét s nejvySsi opatrnosti, za
snizen¢ho pristupu piimého denniho svétla a nejlépe Vv inertni atmosféie. Izolaci téchto
vitamind nelze provadét univerzalnimi metodami, nebot’ kazdy vitamin ma jiné chemické

slozeni. [16]

5.1. Chromatografické metody

Chromatografie je metoda separa¢ni, pii niz dochazi k oddélovani jednotlivych
slozek obsazenych ve vzorku. Tato metoda slouzi predevsim ke kvalitativni a kvantitativni
analyze vzorku. [17]

Chromatografie je proces, pii kterém se latky vnasi mezi dvé nemisitelné faze,
jednu pohyblivou (mobilni, MF) a druhou nepohyblivou (stacionarni, SF). Latky se
rozd€luji mezi dvé faze na zéklad¢ fyzikalné-chemickych interakci, jako jsou adsorpce,
rozpousténi, iontovd vymeéna apod.

Zpocatku se vzorek umisti na zacatek stacionarni faze, ktera ptedstavuje
nepohybujici se napln separacniho prostoru. Nasledné je pak pohybem mobilni faze, jejiz
sloZzky se pohybuji podél stacionarni faze, vzorek undsSen prostorem, ve kterém dochazi
k separaci. Slozky vzorku jsou SF selektivné brzdény, a proto se pti pohybu zdrzuji. Mira
brzdéni molekuly urcité slozky je zavisla na velikosti vzajemné interakce slozky a
nepohyblivé faze. V¢EtSi interakce vyjadiuji delSi dobu zadrZzeni wurcité slozky
a mensi interakce znamenaji krat$i dobu zadrZeni. SloZky, které jsou nepohyblivou fazi
poutany silnéji, se na konec SF dostavaji pozd&ji nez slozky méné zadrZzované. Zde tedy
dochazi k postupnému oddélovani slozek od sebe. [16,17,18,19]

Kapalinovéa chromatografie je fyzikdlné-chemicka metoda, kterd umoznuje déleni
organickych kapalnych 1 tuhych latek. Tyto latky jsou rozpustné v organickych
rozpoustédlech, vodé¢ nebo ve zifedénych minerdlnich kyselinach. Kapalinova
chromatografie zahrnuje vSechny chromatografické separacni zptisoby, kdy je MF kapalna.
O separaci slozek vzorku rozhoduje nejen jejich vzajemné piisobeni se stacionarni fazi, ale

1 typ mobilni faze. Tato metoda vyuzivd princip stanoveni v uzavieném a otevieném
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systétmu. Stanoveni v uzavieném systému predstavuje  klasickou sloupcovou
vysokoucinnou kolonovou chromatografii (HPLC). Kdezto v otevieném systému, které se
provadi pii plosném uspotfadéani, jde o papirovou a tenkovrstvou chromatografii. Toto
rozdéleni se rozliSuje dle uspotfadani stacionarni faze.

Kapalinovy chromatograf se skldda z ¢asti zabezpecujici transport mobilni faze,
separaci slozek, detekci slozek a jejich automaticky zdznam. Pfi sestaveni chromatografu
musi byt zachovano fazeni zakladnich soucasti. V nékterych ptipadech je mozné urcitou
soucast vynechat a zapojit novou.

Zakladni ¢asti kapalinového chromatografu, které Ize vidét na obrazku 4, jsou
¢erpadlo, sméSovaci zafizeni, davkovaci zatizeni, kolona a detektor. Mobilni faze je b€hem
eluce (vymyvani) vedena ze =zasobniku do vysokotlakého <cerpadla a dale na
chromatografickou kolonu, ktera je nejcastéji vyrobena z nerezové oceli nebo z vysoce

pevného skla. Kolona je spojena s detektorem usticim do sbérace frakci. [17,18,22,43]

vzorek | A
| 4 3 2 1
* B
6 1 - z4sobniky mobilni f4ze Aa B
7l 2- tizent gradientu
3 - smé&Sovad 6 - termostat

4 - vysokotlaké éerpadlo 7 - kolong
8 5 - dvkovacf zafizenl 8 - detektor
9 - elu4t

Obr. 4: Schéma kapalinového chromatogramu [22]

5.2. Mikrobiologicka metoda

Pro stanoveni vitaminu touto metodou se pouziva fada mikroorganismii, a to
zejména bakterii. Metodika je zaloZena na pozorovani rastu sledovaného mikroorganismu
Vv ptitomnosti daného vitaminu. Nejcastéji pouzivané bakterie jsou Euglena gracilis,

Escherichia coli, Tetrahymena termophila a Lactobacilus fermentum. [25]
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5.3. Fluorimetricka metoda

Fluorescen¢ni metoda patii mezi metody luminiscencni. Principem fluorimetrie je
vyuzivani jevu fotoluminiscence.

U fluorescencni metody pohlcuje molekula foton a tim zah4ji excitaci
z vibratniho stavu na zdkladni elektronové hladin€é na nckterou z mnoha vysSich
vibracnich hladin v elektronovém excitovaném stavu. Jde obvykle o prvni excitovany
singletovy stav, kde se molekula ocita pouhou nanosekundu. Zminéna molekula na vysoké
vibra¢ni hladin¢ postupné ztraci nadbytecnou energii, diky cemuz se samovolné vyzari
foton a ona se vraci zpét na zakladni elektronovou hladinu. Energie vyzafovaného zafeni je
proto vzdy niz8i nez energie zafeni excitacniho zareni (vyzarené svétlo ma vétsi vinovou
délku). Toto svétlo se snimé vzdy ve sméru kolmém na excitacni paprsek

K méfeni fluorescencniho zareni se vyuzivaji pfistroje zvané fluorescencni
spektrofotometry, které maji fluorescen¢ni nastavce upravujici zafeni na vhodnou vinovou
délku. VInova délka se u méfeni fluorescence pohybuje v rozsahu ultrafialové a viditelné
oblasti. Po pruchodu emisnim monochromatorem se intenzita zafeni méii fotonasobicem.

Fluorescenc¢ni spektrofotometr je v podobé blokového schématu znazornén na obrazku 5.

Zdroj > Excita¢ni monochromator > Vzorek
A 4
’ A 4
Zeslabeni paprsku : -
Fotondsobic¢ < Emisni monochromaétor
\ 4 A\ 4
Fotonasobic » Vyhodnocovaci zafizeni

Obr. 5: Blokové schéma fluorescen¢niho spektrofotometru [17]

Paprsek vychazejici ze zdroje se rozdé€luje rotujicimi zrcadlovymi segmenty na
dva. Prvni paprsek vstupuje do excitatniho monochromatoru, ktery upravuje vinovou
délku na vhodnou frekvenci (viditelné nebo UV). Druhy paprsek, ktery je pred méfenim

zeslaben, slouzi jako srovnavaci. Poté co projde prvni paprsek monochromatorem,
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vstupuje do kyvety se vzorkem a vyvolava zde fluorescenc¢ni emisi. Poté dochazi
ke zpracovavani paprsku emisnim monochromatorem, ktery izoluje vhodné vinové délky
zéfeni pro nastdvajici meéfeni ve fotonasobiCi, jehoz signal je srovndvan a

vyhodnocovan. [17,18,27]

5.4. Polarograficka metoda

Tato metoda se vyuzivd pii analyze organickych a anorganickych latek.
Pro méfeni polarografie se pouziva polarograf, ktery je znadzornén na obrazku 6
a umoziuje rovnomérnou zménu napéti vlozeného mezi pracovni polarizovatelnou
a srovnavaci elektrodu. Timto mechanismem dochazi ke zmén¢ potencialu polarizovatelné
elektrody ve sméru zapornych ¢i kladnych hodnot. Principem této metody je sledovani
elektrického proudu, ktery se zaznamendva v podob¢ kiivky. Ze zminéného zdznamu
ktivky Ize vyhodnotit polohu a vysku.

Roztok, do kterého =zasahuje rtutova kapkova elektroda, je umistén
Vv polarografické nadobce. Rtut'ova kapkova elektroda je tlustosténna kapildra napojena
hadickou na rtutovy zasobnik. Kapka z elektrody odkapava za 2-5 s. Nepolarizovatelnou
srovnavaci nebo pomocnou elektrodou je rtutové dno. Na toto dno zasahuje platinovy
dratek, ktery je napojeny na polarograf.

Rozhrani rtuti a roztoku se chova jako kondenzator, ktery se vlivem napéti nabiji.
Ovsem v okamziku kdy dochézi k odtrZzeni kapky, se za¢ne tvofit nova kapka chovajici se

jako nenabity kondenzator. [17,18,43]

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

R %—,A 3 1 — zdroj
| : . v
AT P 2 — zapisovac
- @BI _____ : | 3 — ovladag rtutové kapkové elektrody
|
|
H TEmmmmmmmEs K | r ’
e N R- TeZervoar se rtuti
1 p = : Z — zdroj napéti
1 | h — vyska hladiny
: P — potenciometr
i s I V — voltmetr
; = Pl i : K — rtutova kapkova elektroda
SRR —— | uA — indikétor proudu

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

Obr. 6: Schematické znazornéni polarografu [26]
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5.5. Spektrofotometricka metoda

Spektrofotometrické stanoveni lze zaradit mezi metody optické. Vyuziva se pro
stanoveni latek, které jsou schopné pohlcovat elektromagnetické zafeni dané vinové délky
ve viditelné, ultrafialové €1 infracervené ¢asti spektra. Méteni Vv téchto oblastech se vyuziva
jak pro kvantitativni, tak pro kvalitativni ucely. MnoZstvi pohlceného zéfeni specifické
vlnové délky je zavislé na mnozstvi a struktufe stanovované latky. Propustnost
(transmitance) T métfené vrstvy je relativni ¢ast proSlého zéfeni a zaporny dekadicky
logaritmus transmitance je roven hodnoté absorbance A. Hodnota absorbance pfi urcité
vlnové délce je pfimo timérna koncentraci latky a tloust'ce absorbujici vrstvy. [17,43,45]

Zatizeni, které se pouziva pii spektrofotometrické metod¢, se nazyva

spektrofotometr. Na obrazku 7 je znazornéno zakladni schéma spektrofotometru.

o Selektor vinové Fotoelektricky
Kolimator délky detektor
A -l It I -
Digitélni displej
Svételny zdroj Monochromator Kyveta pro
roztok vzorku

Obr. 7: Zakladni struktura spektrofotometru [44]
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6.Stanoveni vitaminu B2

V dnesni dobé se metody pouzivané pro stanoveni riboflavinu neustale rozviji
a zlepSuji. Nejvice pouzivanou metodou pro stanoveni riboflavinu je flourometricka
metoda, kterd je zalozena na méfeni fluorescence. Vitamin B2 lze vsak stanovit také
chromatograficky a CistSi preparaty s vysokou koncentraci riboflavinu i polarograficky
(metoda se malo pouziva a obecné je popsana v kapitole 5.4.). Spolehlivé vysledky
poskytuji 1 mikrobiologické testy, ale pro ulehceni prace se Castéji pouzivaji chemické
metody. [16,28,31]

Pfed samotnym stanovenim musi byt riboflavin izolovan. Riboflavin je
v potravinach vdzan na kyselinu fosfore¢nou esterovou vazbou ve form¢ koenzymu FAD
a FMN. Koenzymy jsou vazané na svuj specificky bilkovinny nosi¢ a nasledné vystupuji
jako zluty flavoprotein. K odpoutdni navazaného riboflavinu na bilkovinu se pouziva

hydrolyza mineralnimi kyselinami (HCI1, H,SO4) nebo také enzymaticka hydrolyza. [1,6]

6.1. Lumiflavinova (fluorimetricka) metoda

Tato metoda se pouzivd pro vSechen potravinarsky materidl rostlinného
1 zivo€isného plivodu a pro farmaceutické preparaty. Lumiflavinova metoda je zalozena na
stanoveni lumiflavinu. Vzhledem ktomu, Ze je riboflavin fotolabilni, musi se celé
stanoveni provadét za minimalniho pfistupu svétla.

Lumiflavinovou metodou se vitamin B2 od vzorku odd¢li kyselou ¢i enzymovou
hydrolyzou a po alkalizaci se pfeméni ozafenim na lumiflavin, ktery je po extrakci
chloroformem stanovovan fluorimetricky. Méfeni se provadi pii excitaéni vinové délce
440-460 nm a emisni vlnové délce 520-535 nm. Metoda je velice citliva a Ize ji stanovit
0,05 -1 pg riboflavinu v 1 ml extraktu vzorku. [16,31]

Piimé fluorimetrické stanoveni se pouziva jen v nékterych ptipadech, protoze je

méné specifické a je ruSené ostatnimi fluoreskujicimi latkami. [31]

6.2. Metoda kapalinové chromatografie

Obsah riboflavinu se ziidka kdy vyhodnocuje samostatné. Nejcastéji se uréuje
spole¢né s vitaminem B1 (thiaminem). Vazané formy obou vitamint se uvolfuji ze vzorku

upraveného kyselou nebo enzymovou hydrolyzou. Nasledné dochazi k odstranéni bilkovin
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pusobenim kyseliny trichloroctové a riboflavin se stanovi piimou fluorimetrickou
metodou. [16]

U kapalinové chromatografie se pouzivd stejny postup jako pro stanoveni
thiaminu. Vzorek obsahujici riboflavin se nejprve extrahuje s vyuZzitim enzymové
hydrolyzy, na niz byla pouzita smés enzymi. Homogenizovany vzorek je nasledné
smichan s 0,01M HCI a autoklavovan pii 121°C po dobu 30 minut. Poté dochazi
K uvolnovani vitaminu ze vzorku. [34]

Metoda HPLC se také vyuziva k rychlému a citlivému stanoveni riboflavinu
Vv potravinach. Pouziva se zejména pro stanoveni mnozstvi riboflavinu u potravin
rostlinného pivodu. U vzorki se nejprve provede kyseld hydrolyza pomoci HCI a nasledné
enzymatickd hydrolyza. Pro stanoveni se pouziva pohybliva (mobilni) faze, kterd obsahuje
fosfatovy pufr (93 %) a acetonitril (7 %) upravené na pH 7,5 s isokratickou eluci pfi
priatoku 1 ml/min. Separace byla provedena na koloné¢ Phenomenex Hypersil 3pu C18 o
rozmérech 150 x 4,6 mm. Signdl je pak sniman detektorem pfi vinovych délkédch 333 nm a
385 nm. [46]

6.3. Mikrobiologicka metoda stanoveni vitaminu B2

U mikrobiologické metody je v pfitomnosti riboflavinu sledovan rlst
a metabolismus testovaného mikroorganismu, kterym je Lactobacillus rhammosus nebo
Enterococcus faecalis. Podstatnym ukazatelem je zména obsahu suSiny, ktera se stanovuje
vazkove. Ke zjisténi obsahu ptfitomného vitaminu je také mozné sledovat a méfit intenzitu
vzniklého  zakalu  turbidimetricky ¢  méfeni metabolické  aktivity CO;

manometricky. [16,31,32,42]
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/.Stanoveni vitaminu B6

Ke stanoveni pyridoxinové triady, ktera =zahrnuje pyridoxol, pyridoxal
a pyridoxamin, lze pouzit zchemickych a fyzikdln¢ chemickych metod
spektrofotometrickou metodu. Metoda je =zaloZzena na reakci téchto latek
s 2,6-dichlorchinonchlorimidem za vzniku pyridoxinu, ovSsem kvuli jeji nespecifi¢nosti ji
Ize pouzit jen v kombinaci s vhodnou d¢lici technikou. Metoda je vhodna jen pro analyzu
jednodussich vzorkii, protoze jinak je zatizena chybou a poskytuje neptfesné vysledky.
Dal$i metodou stanoveni pyridoxinu je fluorimetrickd metoda zalozend na méfeni
fluorescence laktonu kyseliny 4-pyridoxinové. Tato metoda zajistuje spolehlivejsi
vysledky zejména v kombinaci s chromatografickym ¢iSténim extraktu na ionexech. Pro
rizné druhy analyzovaného materidlu je tfeba vzdy metody a pracovni postupy prezkouset
a vhodné upravit.

Vybornych vysledkt bylo dosazeno i metodou mikrobiologickou. U spousty

piipadu se dava této metodé prednost pied metodami fyzikalné chemickymi. [16]

7.1. Mikrobiologické stanoveni vitaminu B6

Mikrobiologickymi metodami se da stanovit pouze volny pyridoxin. Pro stanoveni
vitaminu B6 se pouzivaji kmeny mikrobu liSici se ristovou reakci na pyridoxin, pyridoxal
a pyridoxamin. Kvasinka Saccharomyses carlsbergensis reaguje energicky na vSech tfech
volnych bazich. Kvasinky jsou tedy jednim z nejpouzivanéjSich a nejsledovanéjSich
mikroorganismu pro stanoveni vitaminu B6. V metodé je nezbytné nutna kyseld hydrolyza

vzorku, protoze S. carlsbergensis vyuziva pouze nevazané formy vitaminu. [16,35,42]

7.2. Fluorimetricka metoda stanoveni vitaminu B6

Fluorimetrickd metoda se pouziva pro stanoveni pyridoxalu v suSeném mléce a je
zalozena na fluorimetrickém stanoveni pyridoxalu po jeho pfevedeni na lakton kyseliny
4-pyridoxinové vznikajiciho reakci s kyanidem draselnym v alkalickém prostiedi. Pro
mefeni se pouziva excitaéni vinova délka v rozsahu od 290 do 340 nm a emisni vinova
délka od 370 do 560 nm. Pro hodnoceni jinych potravin je tfeba metodu piezkouset

a piipadn¢ upravit dle potieby. [16,36]
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7.3. Spektrofotometrické stanoveni vitaminu B6

Spektrofotometrickd metoda je vétSinou z velké miry ruSena fenoly. Dale pak
kreatinem, kreatininem, hydroxylaminem, thiaminem a jinymi latkami.

Spektrofotometricka metoda neni specifickd a je zalozena na reakci pyridoxinu
s 2,6-dichlorchinonchlorimidem za vzniku modie zbarveného reakéniho produktu dle

obrazku 7.

C‘)HZOH cl o CH,OH y
H,GI/\F1 ) =,  HCTW N=__ )~0+HCl

Obr. 7: Reakce spektrofotometrického stanoveni pyridoxinu [16]

Pyridoxin vytvaii komplex s kyselinou boritou, kterd na sebe vaze dvé molekuly
pyridoxinu.  Sloucenina pyridoxinu, kterd vznikne touto reakci, nereaguje
s 2,6-dichlorchinonchlorimidem, tudiz se z rozdilu stanoveni pii 620 nm V prostiedi
boratového pufru a jiného pufru totozného pH muze stanovit koncentrace pyridoxinu vedle
jinych fenoli, které jinak rusi stanoveni.

Metodu lze aplikovat jen pro analyzu jednodus$Sich vzorkil, protoze jinak je

zatizena velkou chybou stanoveni. [16,31]
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8.Z.aveér

Cilem bakalaiské prace bylo podat uceleny piehled o vitaminech B2 (riboflavinu)
a B6 (pyridoxinu). V bakalaiské praci jsou shrnuty charakteristiky vitamint a jejich
stanoventi.

Vitamin B2, téz nazyvany jako riboflavin, je esencidlni latka, ktera se fadi mezi
vitaminy rozpustné ve vodé. Hraje Zivotn¢ duleZitou roli pfi tvorbé hormonu §titné Zlazy a
napomaha ke vzniku imunitnich bunék. Dale se podili ve velké mife i na 1é¢b¢ koznich
onemocnéni. Vzhledem k tomu, ze v organismu nedochazi ke kumulaci riboflavinu do
zasob, je nutné ho neustale dopliovat. Hladinu riboflavinu lze dostateéné zvysit
specifickymi potravinami (maso, mlééné vyrobky, drozdi aj.) nebo pomoci ruznych
vitaminovych prepardti. Pfi nedostatecném piijmu riboflavinu hrozi vznik
hypovitamindzy, kterd se projevuje formou depresivnich nalad, tfesu koncetin ¢i zanéty
V oblasti ustnich koutkii. Naopak hypervitaminoza se zatim neprokazala, jelikoz veskeré
prebytky riboflavinu jsou moci vylucovany.

Vitamin B6, tzv. pyridoxin (adermin), je stejné jako riboflavin vitamin rozpustny
ve vodé a lze jej zafadit do vitamini B-komplexu. Jeho dulezitost spociva v podpoie
imunitniho systému, svalové ¢innosti a v neposledni fad€ i k rovhomérnému zasobovani
organismu glukézou. Nadbytek a nedostatek tohoto vitaminu nebyva casty, avSak pfi
soucasném stravovani se objevuje ¢im dal vice. Nedostatecny piijem pyridoxinu se
projevuje napiiklad chudokrevnosti, dermatitidami ¢i nervovymi poruchami. Kdezto
hypervitamindza je charakteristicka vznikem $patné koordinace pohybu, no¢nim neklidem
aj. Mezi hlavni zdroje vitaminu B6 patii obiloviny, ryby, pivovarska melasa a maso.

Stanoveni vitaminu B2 a B6 v potravinach je velice obtizny proces, protoze
mnozstvi vitaminu ve vzorku je velice nizké v porovnani s ostatnimi sloZkami. Nejcastéji
se ke zjisténi obsahu vitaminu pouzivaji metody chromatografické, fluorimetrické,

mikrobiologické a spektrofotometrickeé.
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