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ANOTACE

Bakalafska prace je zaméfena na vitamin K, hlavné na jeho tfi formy K, K, a K3. V prvni
¢asti je popsana jeho struktura, kde se nejcastéji vyskytuje, a jeho chemické a biochemické
funkce. Dal$i ¢ast je zamétena na jeho vyskyt a formu v potravinach a potravinovych doplncich.
Jsou shrnuty i informace o tom, jakd onemocnéni mize vyvolat nedostatek vitaminu K. Dale
jsou uvedeny metody stanoveni vitaminu K, jako je diferencné pulsni polarografie a
vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), kterd se jevi jako nejvhodnéjsi metoda

ke stanoveni obsahu vitaminu K.

KLICOVA SLOVA

vitamin K, fyllochion, menachinon, chromatografie, hypovitaminoza

TITLE

Vitamin K in foodstuffs

ANNOTATION

Bachelor thesis is focused on vitamin K, mainly on its three forms K;, K, and K. In the
first part there are description of its structure, where it is most common, and its chemical and
biochemical functions. The next part is focused on its occurrence and its form in food and food
supplements. Further, diseases caused by vitamin K deficiency are mentioned. Finally, methods
used for laboratory determination of vitamin K, which are differential pulse polarography and
especially by high performance liquid chromatography (HPLC) which seems to be the most

appropriate method for determination of vitamin K.
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SEZNAM ZKRATEK

HPLC - vysokot¢inna kapalinova chromatografie

VK — vitamin K

Gla — y — karboxyglutamova kyselina

MK — n — pocet isoprenylovych jednotek v mastné kyselin¢ (MK — 4, MK — 7)
MK — 4 — ¢tyfi isoprenylové jednotky

MK - 7 — sedm isoprenylovych jednotek

RP — HPLC — vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s reverzni fazi

DAD — detektor diodového pole

MS — hmotnostni spektrometrie

HPLC — MS/MS - vysokoucinna kapalinova chromatografie se spektrometrickym detekovanim

latky
S.D. - signal detection — detekce signalu

G" - bakterie — Gram pozitivni bakterie
p



UvVOD

Predpoklada se, ze vitamin K je nezbytnym kofaktorem pfi tvorbé osteokalcinu, coz je
protein, ktery se nachazi v kostech, a ktery je zapojen v procesu kalcifikace kosti. Vitamin K
(fyllochinon) nebyva u clovéka pticinou avitamindzy, protoze si jej organismus je schopen
vytvaret v dostatecném mnozstvi diky Cinnosti stfevnich bakterii. Nedostatek tohoto vitaminu
projevujici se silnym krvacenim i pfi malych poranénich, se miize vyskytovat pfi t€zkych
zaludeCnich a stievnich onemocnénich, kterd narusuji pfijem a vstiebavani tukt a v piipadech,
kdy je ¢innost stfevni mikroflory naruSena napt. dlouhodobou 1é¢bou antibiotiky. Vitamin K je
nezbytny pro tvorbu nékterych krevnich bilkovin, které se ucastni srazeni krve. Jeho absence

v lidském organismu ma za nasledek zpomaleni srazeni krve [1, 2].
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1. HISTORIE A OBJEV

Objevitelem vitaminu K je dansky fyziolog a
biochemik Henrik Carl Peter Dam [1] (obr. 1). Objevil ho
jiz v prabéhu svych studii spolecné s Fritzem
Schonheyderem a Edwadem Doisym z univerzity v
Kodani [3]. Vitamin K objevili ndhodné v roce 1929 pfi
pokusech o metabolizaci sterolu a byl spojen s procesy
koagulace krve. Poté, co nakrmili pokusna kutata stravou
s minimalnim obsahem tuku, zafala trpét masivnim
podkoznim krvacenim. Zkouseli ho zastavit podavanim

Cisttho cholesterolu, ale bezvysledné [1]. Vedle

cholesterolu jim pak byla do potravy pfidana druha . . . . . o oo
slouCenina, kterd se stala zndmou jako koagulacni (Prevzato z:[4])
vitamin nebo vitamin K [3].

Novy vitamin dostal pocate¢ni pismeno K, protoze byl v literatufe oznalen jako
Koagulationsvitamin [3]. Pozd¢ji byly izolovany a charakterizovany hlavni vitaminy K,
fyllochinon a menachinon. Na poc¢atku Ctyticatych let devatenactého stoleti byli objeveni prvni
antagonisté vitaminu K, které bylo mozné zkrystalizovat warfarinem [5]. Warfarin, ktery
zpusobuje hemoragické onemocnéni, byl poprvé pouzit jako G¢inny jed na potkany. Pozdéji se
vSak warfarin stal pralomem pfi 1é¢bé tromboembolickych onemocnéni [3]. Velky pokrok v
chapani mechanismi uG¢inku vitaminu K pfinesl v sedmdesatych letech 20. stoleti objev
kyseliny y-karboxyglutamové (Gla), nového derivatu této kyseliny. Tento objev poskytl nejen
které jsou zavislé na vitaminu K, které se nepodileji na hemostiaze. V sedmdesatych letech
minulého stoleti byl také objeven osteokalcin, coz je kostni bilkovina, kterd je obsazena
v kostech a zuboviné [5].

Henrik Dam a Edward Doisy byli v roce 1943 ocenéni Nobelovou cenou za objev vitaminu
K a jeho struktury. Od té doby byla publikovana cela fada védeckych ¢lankd od mnoha védci
po celém svéte, které se tykaji skvelych prinost vitaminu K pro zdravi a popisu jeho zdkladnich
funkci [4].
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2. STRUKTURA

Prevladajici forma vitaminu K obsazend v potravinach je fyllochinon. Vitamin K existuje
v n¢kolika forméch. A to jako K, neboli fyllochinon, a dale pak K,, neboli menachinon, ktery
se nachazi v n¢kterych bakteriich, K3, ktery je vyrabén synteticky, a K4 a Ks. Oznacuje se MK-
n, kde n je pocet isoprenylovych jednotek. U ¢lovéka poskytuje prirozend mikroflora v tlustém
stieve dulezity nutricni zdroj vitaminu K [4, 6, 7, 8] Vitamin K je souhrnny nazev pro skupinu
sloucenin, jejichz chemické vzorce jsou odvozeny od 2 — metyl — 1,4 — naftochinonu (obr. 2)

[9].

o)
~‘~
| S
O CH3 CH3 H3C CH3

Obrdazek 2 Vitamin K. (Prevzato z: [10])

Jedna se o slouceninu, kterd byla prvné izolovana z pfirodnich zdroji, konkrétné¢ z rostliny
zvané Tolice vojtéska, latinskym ndzvem Medicago sativa. V rostlinach se vyskytuje pouze
lipofilni vitamin K, ktery je oznacovan jako fyllochinon nebo fytomenadion. Ve struktufe ma
substituovanou fytylovou skupinu na tfetim uhliku (2-metyl-3-fytyl-1,4-naftochinon) (obr. 2)
[9].

2.1.  Vitamin K,

Prvni sloucenina je reprezentovana fyllochinonem K, (obr. 3), ktery mé c¢tyfi jednotky
isoprenylu ve svém postrannim fetézci. To je hlavni cirkulujici forma vitaminu K a ziskéva se

ze stravy, a to pfedevsim ze zeleniny a nékterych rostlinnych olejt [7].

0
| l‘l
0 CHs CHs CHs CHs

Obrazek 3 Vitamin K,. (Prevzato z: [10])
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2.2.  Vitamin K,

Vitamin K, je strukturnim vzorcem 2-methyl-3-alltrans-polyprenyl-1.4-naftochinon,
v organismu se dokaze vstiebavat z 95% az 100% [7]. Lipofilni vitamin K,, ozna¢ovany jako
menachinon neboli farnochinon, produkuji ptedevsim bakterie stfevniho traktu, predev§im rodu
Lactobacilli a Bifidobacterium [6]. Ve své struktufe ma na tfetim uhlikovém atomu navazany
polyisoprenovy fetézec, ktery muze obsahovat 4-13 isoprenovych jednotek. NejCastéji se
vyskytuje vitamin K, se Sesti nebo sedmi isoprenovymi jednotkami v postrannim fetézci.

Zivocisné tkané obsahuiji fylochinon a menachinon v riiznych pomérech [9].

@)

[

\‘\ N H
O CH3 "

Obrazek 4 Vitamin K,. (Prevzato z: [10])

2.3.  Vitamin K3

Vitamin K3 (menadion, 2-metyl-1,4-naftochinon) se vyrabi synteticky. Ve struktufe nema
dlouhy postranni alifaticky fetézec navdzany na tfetim uhliku. Jeho biologicka aktivita se

v organismu projevuje aZ po enzymatické alkylaci na K, (obr. 5) [9].

O

e

I

O

Obrazek 5 Vitamin K;. (Prevzato z: [10])
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Doprovodnou latkou vitaminu K3 je sodna stl 3-sulfaitmenadionu (obr. 6), ktera krystali-
zuje se tremi molekulami vody. Je to bila krystalicka latka, dobfe rozpustna ve vode (1 g/2 ml),
nerozpustnd v chloroformu a malo rozpustna v ethanolu. Rozkladd se za vyssi teploty a

v alkalickém prostiedi. V této formé se nejcastéji pouziva jako ptidatna latka do krmiv [10].

0

| O\\S 0 Na'
N\ H,0
el
CHs

I

o

Obrazek 6 Sodna siil 3-sulfatmenadionu. (Prevzato z: [10])

3. VLASTNOSTI

3.1. Chemické vlastnosti

Jednotlivé formy vitaminu K jsou latky lipofilni. Vitamin K; je tepelné stabilni, rozklada
se az pti teplotdch nad 100°C. Spolu se zbyvajicimi dvéma formami vitaminu K je ale citlivy
na svétlo a piasobeni silnych kyselin a redukénich cinidel [10]. Chemické vlastnosti

jednotlivych forem vitaminu K jsou shrnuty v nésledujici tabulce (tab.1).

Tabulka 1 Chemické viastnosti vitaminu K (pfevzato z: []0])

Vitamin K Sumarni Molekulova Teplota tani Spektralni
vzorec hmotnost charakteristika
[°cy 1%
T (1)
[g/mol]
Vitamin K, C31H4602 450,7 - 243 (395), 249

(420), 261 (390),
270 (390), 325 (68)

Vitamin K, - - 54 243 (278), 248
(295), 261 (266),
270 (267), 325 (48)

Vitamin K; C11HgO, 172,1 106 246 (1100), 262
(987)
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3.2.  Biochemické vlastnosti

Vitamin K fadime mezi vitaminy rozpustné v tucich a nachazi se ve vSech zelenych
rostlinach, dale pak také v zelené listové zeleniné [2]. Fyllochinon je nezbytny pro produkci
protrombinu a nékolika dalSich proteind, jako jsou protein C, protein S (jsou to plazmatické
proteiny, které pracuji jako antikoagulacni systém [11]) a osteokalcin, které jsou piimo
zapojeny do procesu srazeni krve. Nedostatek fyllochinonu zptisobuje snizeni krevni srazlivosti
a zvySenou krvacivost. Jako adekvatni pfijem fyllochinonu bylo stanoveno
90 pg/den pro zeny a 120 pg/den pro muze. Vitamin K pomaha vyrabét Ctyfi ze 13 proteinti
potfebnych k srazeni krve. Jeho tiloha pfi udrzovani srazeci kaskady je tak dulezita, ze lidé,
kteti uzivaji antikoagulancia, jako je warfarin (Coumadin), musi byt opatrni, aby udrzeli ptijem
vitaminu K v pfijatelné hodnoté. V posledni dobé védci prokézali, Ze vitamin K se podili také
na tvorb¢ kosti. Nizké hladiny cirkulujiciho vitaminu K byly spojeny s nizkou hustotou kosti a
doplnéni vitaminem K ukazuje zlep3eni zdravi kosti. Udaje ze studie Framingham Heart také
ukazuji souvislost mezi vysokym piijmem vitaminu K a snizenym rizikem zlomeniny kycle u
muzl a zen a zvySenim kostni mineralni hustoty u zen. Lidé, kteti pravidelné nejedi listovy
salat nebo listovou zeleninu, pravdépodobné budou mit nedostatek vitaminu K [12].

MK-4 je specificka forma vitaminu K. Je to pfirozen¢ se vyskytujici vitamin rozpustny v
tucich. Existuji dva typy pfirodniho vitaminu K nazyvané vitamin K; a vitamin K,. Rostliny
syntetizuji vitamin K, a zvifata mohou vytvotit MK-4 formu vitaminu K, konverzi K; na MK-
4.V potravinach se MK-4 vyskytuje u mléka a masa, av§ak na mnohem mensich Grovnich, nez
jaké byly studovany a ukazaly se jako uzite¢né u lidi. Zatimco existuji rizné formy vitaminu
K, v klinickych studiich bylo prokazéano, ze pouze MK-4 snizuje riziko zlomenin a pomaha pfi
1écbé nadort. MK-4 se akumuluje v tkénich po celém tele, kde méa své pfiznivé ucinky.
Akumuluje se ve slezing, jatrech, ledvinach, mozku, varlatech, prsou, pankreatu, plicich a
jinych tkanich. Jako jiné Ziviny se MK4 podili na mnoha biochemickych pochodech v
organismu. Poméha podporovat zdravou tvorbu krevnich desticek a krve, podili se na snizovani
zanétlivych markerti a podporuje tvorbu pojivové tkané (kolagenu), coz je uzitecné v tkanich
po celém téle [13, 14].

V rostlinnych systémech spolupiisobi vitamin K; pii aerobni fosforylaci. U zZivocicht a
cloveéka zasahuji vitamin K; a vitamin K, pfedevsim do mechanismu srdzeni krve. V kostnich
strukturach plisobi spolu s vitaminem D pfi syntéze proteinu osteokalcinu [9]. U Clovéka je

vitamin K; nezbytnym kofaktorem v karboxylaci kyseliny glutamové na kyselinu
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karboxyglutamovou (obr. 6), ktera vaze v organismu vapnik. Jako vitamin, ktery je rozpustny

v tucich, je resorpce vitaminu K; u¢innéjsi za pritomnosti tukl v potravinach [5].

CARBOXYLASE

> o & N I Nj_,’
OO s 3
R R\—/ -

OH OH O HO
vitamin KH, vitamin K alkoxide glutamic acid
WEAK BASE STRONG BASE
Vitamin K OH o
Reductases 2
N -
b4 z
Warfarin Carboxylase
CO2 HO
R OH
0 (0] o)
vitamin K epoxide y-carboxyglutamic acid

Obrazek 7 Schéma karboxylace kyseliny glutamové na kyselinu karboxyglutamovou (prevzato z:[5])

Menachinon mize byt uzite¢ny marker pro klasifikaci bakterii. Konkrétné G+ a laktozu
fermentujicich bakterii, které produkuji vitamin K, [15]. Menachinon obsazeny v plazmatické

membrané funguje jako redoxni ¢inidlo v transportu elektronti v dychacim fetézci [5].

3.2.1. Koagula¢ni kaskada a vitamin K

Bez karboxylace prekurzorovych proteinti neni schopen vitamin K vazat vapnik a podilet
se na koagulacni kaskade (obr. 7) [5]. Pfi poSkozeni cévni stény exprimuji builkky na svém
povrchu tkanovy faktor z podkladovych bunécnych vrstev do krevniho fecisté. Tkanovy faktor
(TF) se pak mlze vazat v pfitomnosti vapniku na tzv. faktor VII (FVII) — prokonvertin, ktery
aktivuje faktor IX (plazmatickd tromboplastickd komponenta, aktivuje faktor X) a faktor X
(Stuarttiv — Prowerové faktor, aktivuje faktor II ), tak cirkuluje v nizké hlading v krevnim ob¢hu,
pficemz vapnik tvoifi most mezi TF a FVIL. Tim vznika extracelularni kaskada zahrnujici
postupné aktivovani serinovych protedz: TF/FVII se aktivuje automatickym Stépenim na
fragment TF/FVIla, ktery spolu s FVIIla (kofaktor prokonvertinu) ptfevadi FIX na FIXa
(kofaktor FIX), ktery ptevadi FX na FXa (i kdyz TF / FVIla muZze také), nasledné FXa (kofaktor
FX) ptfeménuje FII (protrombin) na Flla coz je aktivni forma protrombinu a ta aktivuje faktory

I (fibrinogen), V (proakcelerin), VII, VIII (antihemofilicky faktor), XI, XIII (faktor, ktery
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stabilizuje fibrin), protein C a desticky. Flla pak pfeméiuje fibrinogen na fibrin, coz vede k
ukladani fibrinu, a k aktivaci krevnich destic¢ek a k tvorbé krevni srazeniny [16]. Koagula¢ni
proces vedouci k hemostazi vyzaduje komplexni soubor reakci zahrnujicich pfiblizné 30
raznych proteind. Tyto reakce preménuji fibrinogen coz je rozpustny protein, na nerozpustna
vlakna fibrinu, které spolu s desti¢kami tvofi stabilni trombus (krevni srazenina) [17]. Bylo

navrzeno nékolik modeli koagulacni kaskady.
3.2.1.1. Model vnitiniho a vnéjsiho sméru

Model vnitiniho a vnéjsiho sméru rozde€luje iniciaci koagulace na dvé ¢asti. Vnéjsi cesta je
zodpovédna za pocatecni tvorbu aktivovaného faktoru X (faktor Xa). Vnitini cesta vede k
zesileni tvorby tohoto faktoru Xa. Faktor Xa hraje dalezitou roli v koagulaéni kaskadé, protoze

v

propojuje vnéjsi 1 vnitini cestu [17].
3.2.1.2.  Model zalozeny na bunikéch

Modely zaloZené na buiikéch zahrnuji dilezité interakce mezi buitkkami pfimo zapojenymi
do hemostazy (tj. bunék a desti¢ek nesoucich TF — aktivacni faktor) a koagulacni faktory.
Presné&ji to predstavuje interakce mezi buitkou a koagula¢nimi proteiny, které vedou k tvorbé
trombt a nasledné€ k hemostaze, tj. zastavé krvaceni. Membrany bunék a desticek nesoucich TF

funguji jako mista, kde dochézi k aktivaci specifickych koagulacnich faktort ve tfech fazich:

e Zahdjeni
e Zesileni

e Tvorba fibrinu

Zahajeni

Zacatek nastava po vaskularnim poskozeni, kdy buiiky nesouci TF aktivuji koagulacni
faktor VII. To vede k tvorbé malého mnozstvi trombinu [16, 17].
Zesileni

Malé mnozstvi trombinu aktivuje krevni desticky. Protrombinazovy komplex (obsahujici
faktor Xa a kofaktory spojené s aktivovanymi destickami) nasledné zptsobuje tvorbu vétsiho

mnozstvi trombinu [16, 17].
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Tvorba fibrinu

Vnitini cesta Zevni cesta
FXIli PF3 (PL) *TF (F IlI)
enF Xl Ca? s F VI
FIX: Ca2+
F VIII N

Protrombinaza Aktivacni smycCky

Loy . PL; Oa2 mezi zevni
: / LeF v a vnitini cestou
= A = = = = === = Trombin (Aktivace F X
o spole¢né od F Vil a
Aktivacni smycCky (Fibrinogen) : F IX)
FV,FVllaF Xl )
(Zrychleni kaskady t\’ Fibrinopeptidy A, B
> 10°krat) Fibrinové monomery —— Nerozpustny fibrin

Obrazek 8 Schéma koagulacni kaskady (prevzato z:[18])

Sérii protedzovych reakci dochazi k preméné rozpustného proteinu fibrinogenu na
nerozpustné fibrinové fetézce proteazou trombinem, coz vede k tvorbé trombii. Trombin také
aktivuje faktor XIII, ktery stabilizuje trombus prostfednictvim zesitovani fibrinu. Vysledna
fibrinova sit’ zachycuje a drzi bunééné komponenty trombt (desti¢ek nebo cervenych krvinek)

[16, 17].

Vitamin K je nezbytnym kofaktorem pfi syntéze krevnich koagula¢nich faktora II, VII, IX,
X, proteinu C, proteinu S, nebo osteokalcinu. B€hem poslednich deseti let, zdjem o vitamin
K vzrostl diky zjisténi, Ze pozitivné plisobi na srazeni krve a snizeni ztraty kostni hmoty, u
osteoporotickych lidi snizuje riziko zlomeniny [7]. Nedostatek vitaminu K se odrdzi i ve

snizeni koagula¢nich faktord I, VI, IX a X [5].
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4. NEDOSTATEK A TOXICITA VITAMINU K

Zjevny nedostatek vitaminu K mé za nasledek zhorSeni srazeni krve, coz se obvykle
prokazuje laboratornimi testy, které mefi dobu srazeni. Symptomy zahrnuji zvySenou tvorbu
podlitin a krvaceni, které se projevuje zejména krvacenim z nosu, dasni, vyskytem krve v moci
a stolici, ¢ernanim stoli¢ek nebo extrémné tézkym menstruaénim krvacenim [19].

Nedostatek vitaminu K se mtze vyskytnout v jakékoli vékové skuping, ale nejcastéji se
vyskytuje v détstvi [20]. Pokud je pfi¢inou nedostatku vitaminu K malabsorpce tuku, tedy
porucha jeho vstfebavani, tak se vitamin K podava peroralné [21]. U dospélych lidi je
nedostatek vitaminu K méné casty kvuli piijmu Siroké Skaly zeleniny a jinych potravin
bohatych na vitamin K, a diky adekvatni tvorbé vitaminu K stfevni mikroflérou [19].
Nedostatek vitaminu K vede ke sniZeni hladiny protrombinu a jinych vitamin K-dependentnich
koagulacnich faktorti [21]. Nedostatek vitaminu K také uzce souvisi s osteopordézou, coz je
porucha charakterizovand poréznosti a vysSi lomivosti kosti a je zdvaznym problémem
vSeobecného zdravi, ktery postihuje vice nez 10 milionti dospé€lych, z nichz 80% tvofi Zeny.
Nékteré vyzkumy naznacuji, Ze vysoké sérové hladiny dekarboxylovaného osteokalcinu jsou
spojeny s hor$i mineralizaci kostni hmoty [22].

Nedostatkem vitaminu K jsou ohrozeni zejména novorozenci kvili nizkym hladindm
vitaminu K v matefském mléce a minimalni syntézou bakteriemi tlustého stieva. Velké
mnozstvi vitaminu K uZzivané téhotnymi Zenami vSak miize naopak zplsobovat
novorozeneckou zloutenku [19]. K hemoragickému onemocnéni, projevujicim se u
novorozencl zejména krvacenim do mozku, dochazi béhem druhého a tfetiho dne zivota.
Vyskyt tohoto onemocnéni je 0,25 - 0,5%. Miize dochazet i ke zvySenému krvaceni z pupecniho
pahylu, nosu, gastrointestinalniho traktu nebo po chirurgickém zakroku. Pokud se u
novorozencl vyviji zloutenka, tak krvaceni obvykle zac¢iné 4. nebo 5. den. [21, 23]. Az 50% z
pozdniho nastupu krvaceni u kojencti se projevuje jako nitrolebni krvaceni [24]. DalSimi riziky,
které zvySuji moznost vyskytu krvaceni, mize patfit pfechod na pevnou a pestrou stravu a
zmény ve stfevni mikroflote v diisledku pouziti antibiotik. V soucasné dobé nebyla stanovena
7adnd horni hranice tolerance vitaminu K. Toxicita je vzacna a je nepravdépodobné, Ze se objevi
pfi konzumaci potravin obsahujicich vitamin K [25].

Toxicita mize byt zplsobena uzivanim jakéhokoliv doplitkku [21]. Akutni a chronické
toxicita vitaminu K byla studovana u mysi, potkanii a kufat. Perordlnim podavanim bylo
zjisténo u mysi, Ze je pfiblizné 0,4 g na kg pro. Davky 0,35 g na kg zptisobily vyrazny pokles

poctu erytrocytli a hemoglobinu. V bfisni duting zvitat usmrcenych 10 dni po injekci vitaminu
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K bylo mozné pozorovat znacné mnozstvi olejové suspenze, coz ukazuje na jeho extrémné

pomalou absorpci [26].

5. VYSKYT
5.1.  Zivogi$né a rostlinné zdroje

Lipofilni vitaminy K jsou v pfirodé rozsiteny jak v zivo€isnych, tak i v rostlinnych zdrojich.
Na vitamin K; je bohata zelenina, jako je napt. Spenat, zeli, kvétak, brokolice, rizickova
kapusta, hlavkovy salat, ale také lusténiny. Z zivociSnych potravin jsou dobrym zdrojem obou
vitamini K maso, vnitfnosti, mléko a mlééné vyrobky [9, 27]. Hydrogenace rostlinnych oleji
muze snizit biologickou dostupnost vitaminu K. N¢které zdroje vitaminu K, jsou uvedeny v

nasledujici tabulce spolu s obsahem vitaminu K; v pg/100 g. (tab. 2) [28].

Tabulka 2 Obsah fyllochinonu v potravinach (Prevzato z:[28])

1000 - 100 [ug/100g] | 100 - 10 [ug/100g] | 10-1 [ug/100g] | 1,0 - 0,1 [ug/100g]

Brokolice Avokado Jablka Banany
Rizickova kapusta Fazole Houby Hove¢zi steak
Zeli, zelené Zeli, Cervené Pecené fazole Bily chleba

Hovézi maso,

Hlavkovy salat Kveétak mleté maso Kufteci maso
Petrzel Cizrna Bortvky Kokosovy olej
Repkovy olej Okurka Otruby, pSenice Treska, filet
Sojovy olej Kiwi Celozrnny chléb Cornflakes
Spenat Panensgly';livovy Lilek Bil4 mouka
Sé6jové boby hrasek Maslo Grapefruit
Kveétak Jahody Mrkve Zmrzlina
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Jak je vidét v nasledujici tabulce (tab. 3), tak doporuc¢eny dostatecny piijem vitaminu K

zavisi na veéku a pohlavi: [19, 25].

Tabulka 3 Doporuceny denni prijem vitaminu K podle véku (prevzato z: [19, 25])

vék doporucleny piijem
(ug/den)

0-6 mésici 2
7-12 mésici 2,5
1-3 roky 30

4-8 roki 55
9-13 rokii 60
14-18 rokii 75
19+ rokii pro Zeny 90
19+ rokii pro muZe 120
téhotné Zeny <I8 75
téhotné Zeny 19+ 90

5.2.  Potravinové dopliky

Vitamin K se pouziva v doplicich stravy ve formé K; a K, jako MK-4 a MK-7. MK-4
pouzivany v dopliicich stravy se vytvari chemickou syntézou. MK-7 se produkuje bakterialni
fermentaci s6ji a je 1épe vyuzitelny, jelikoz ma del$i poloc€as rozpadu. Kj se v téchto dopliicich
nevyskytuje, jelikoz bylo prokazéano, ze poskozuje jaterni bunky [13, 22].

vvvvvv

zjistovani vlastnosti vitaminu K. Lid¢ s alergii na s6ju mohou na MK-7 navic reagovat, protoze

se vyrabi ze s6jové fermentace. MK-4 je hypoalergenni [13].
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6. STANOVENI VITAMINU K

Ke stanoveni vitaminu K lze vyuzit fadu analytickych metod, jako jsou naptiklad

diferen¢né pulsni voltametrie nebo vysoce t¢inna kapalinova chromatografie.
6.1. Diferen¢né pulsni polarografie

Hart a Catterail (1982) ve své studii zjistovali, zda se méni obsah vitaminu K u pacientt
se zlomeninou. Pro sviij vyzkum zvolili metodu diferen¢né pulsni polarografie, jelikoz diky ni
je mozné stanovit obsah vitaminu K v plazmé i v nizkych koncentracich. A to tak, ze kanylou
z jedné paze bylo odebrano 10 ml krve, a prevedeno do zkumavky, ktera obsahovala heparin.
Do druhé paze byla zavedena intraven6zné injekce s vitaminem K, a poté byly odebirany
vzorky po 2,5, 10, 30, 60, 120, 180 a 240 minutach po injekci. Pro studii pouzili nasycenou

kalomelovou elektrodu jako referentni, a mérnou rtutovou kapkovou elektrodu [2].

Pro extrakci vitaminu K z lidské plazmy, pouzili smés methanolu a chloroformu. Po
extrakci a odpafeni chloroformu pomoci tekutého dusiku byl vzorek rozpustén v nosném
elektrolytu. Po preneseni do polarografické cely byl roztok odvzdusiovan po dobu 10 minut a
dale byl veden pies chlorid vanadicity a smés 90% ethanolu v 0,5 M acetatovém pufru. Vzorky
poté byly centrifugovany a vysledné vzorky plazmy pak byly extrahovany a ihned méfeny. Jako
pocatecni potencial byl zvolen - 0,1V a rychlost snimani pulzu byla 2 mV/s . Stanovoval se
obsah vitaminu K v lidské plazmé po 20 mg intravenozni injekcei. V této studii bylo zjisténo, ze
primérné vyuziti vitaminu K, ktery byl pfidan do lidské plazmy, bylo 72,3%. Méfeni vitaminu
K v plazmé& od pacientl, podpofilo myslenku, ze metabolicky cyklus vitaminu K je zdkladem

kalcifikace kosti [2].
6.2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Pro analyzu vitaminu K v riznych druzich vzorkli pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) je mozné pouzit rizné typy detektorti a kolon. Pokud zalezi na rychlosti
stanoveni, tak se jevi jako nejlep$i metoda kapalinovd chromatografie s reverzni fazi (RP-
HPLC) s detektorem diodového pole (DAD) pti atmosférickém tlaku. Metodou, kde je pouzit
hmotnostni spektrometrie (MS) jako detekce je mozné stanovit fylochinon (K;), menachinon-
4 (K») a syntetickou formu vitaminu K, menadion (K3) [29]. V nasledujicich odstavcich bude
popsana metoda HPLC se spektrofluorimetrickou detekci, didle pak HPLC s hmotnostné

spektrometrickou detekci v ptipadé¢ meéteni obsahu vitaminu K v lidském mléce. Je mozné
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pouzit HPLC s fluorescencnim detektorem v pfipad¢ zjiSténi obsahu tohoto vitaminu

v potravinach. [24, 30, 31]
6.2.1. M¢feni vitaminu K v lidské plazmé

K. Hirauchi a kolektiv (1988) stanovovali ve své studii obsah vitaminu K v krevni plazmé
u zen a muza ve véku 22 — 46 let. Pouzili k tomu HPLC systém, ktery byl mimo jiné slozen
z pistového Cerpadla a z kolony s reverzni fazi o délce 20 cm. Jako rozpoustédlo byl pouzit
ethanol. Pro toto stanoveni byla vyuzita metoda vnitiniho standardu. Po extrakci byl roztok
pted vlastni analyzou zfiltrovan. Detekce byla provedena spektrofluorimetricky pfi excitacni
vinové délce 320 nm a emisni vinové délce 430 nm. Analyza probihala 30 minut. Kvantifikace
byla provedena na zaklad¢é vyhodnoceni z kalibra¢ni kiivky. Mobilni faze, ve které byl pouzit

chloristan sodny jako elektrolyt, byla probubldvana argonem.

Popsana metoda vykazovala dobrou citlivost pro detekci K; a mtize byt pouzita pro méfeni
jejich hladin v lidské plazmé. Detekéni limity pro standardni latky jsou méné nez 10 pg ve

srovnani s 25 pg pro metodu redukce zinku, coz je nejnizsi z uvedené metody [30].
6.2.2. M¢feni obsahu vitaminu K v matefském mléce

Gentili a kol. (rok) ve své studii zjistovali obsah vitaminu K v matefském mléce u italskych
zen, protoze chtéli také zjistit, jaky dopad to ma na kojence. Pro svou studii pouzili ke stanoveni
obsahu vitaminu K, konkrétn¢ fyllochinonu, v matefském mléce metodu HPLC-MS/MS. Po
izolaci vitaminu K z mléka a po zmydelnéni a extrakci analytii za pomoci hexanu poskytla tato
metoda vytézek vyssi nez 75%. Timto postupem, kombinovanym s vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii a tandemovou hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS/MS), dosahli limitu
detekce (LOD) 0,8 ng/ml. Jednotlivé zasobni roztoky analytii a interni standardy (IS) (1 pg/ul)
byly pfipraveny rozpusténim zvazenych mnozstvi vzorkl v ethanolu. Podle vysledkt studovani
stability ve 40 dnech byly tyto roztoky pfipraveny znova kazdy mésic. Fotodegradaci analytu
se zabrdnilo pouzitim jantarového skla pro vSechny roztoky, které byly pfi nepouzivani
skladovany pfi teploté -18°C ve tmé&. Vzorek byl pak analyzovan kapalinovou chromatografii
s kolonou s reverzni fazi, a jako detektor byl pouzit hmotnostni spektrometr [25]. Tato studie
ukazala HPLC-MS/MS jako spolehlivou metodu pro stanoveni vitaminu K; v matetském mléce
s vysokou piesnosti a spravnosti. Jednoduchost a rychlost umoziuji touto metodou ovétovat u
novorozencl piijem tohoto vitaminu nepiimym a neinvazivnim zptisobem, jelikoz ke stanoveni

je pouzito pouze matetské mléko, nikoli krev novorozence. A také se snazili o to, aby se
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zamezilo plytvani matetského mléka pii stanovenich. Vysledky slouzily k ovéteni, zda
matefské mléko je adekvatni, nebo zda musi byt vyziva pro kojence doplnéna timto vitaminem

[24].

6.2.3. M¢feni obsahu vitaminu K v potravinach

Dalsi studii provadeli Tikkanen a kol. (2000), ktefi se zabyvali vyzkumem obsahu
fylochinonu a menachinonu v potravinach zivo¢isného ptivodu. Pro svou studii vyuzili masné

a rybi vyrobky a mlééné vyrobky.

Extrakce byla provedena bud’ pomoci 2-propanol-hexanu (masné a rybi vyrobky), nebo
kyselou hydrolyzou (mlécné vyrobky). Kromé toho, tuk obsazeny napiiklad v syrech byl
odstranén enzymatickou hydrolyzou pomoci lipazy. Pied kvantifikaci byl vzorek extraktu
precistén pomoci semipreparativni HPLC s reverzni fazi. Vitamin K byl detegovan pomoci
fluorescen¢niho detektoru, pfi excitacni vinové délce od 238 do 244 nm a emisni vinové délce
od 418 do 425 nm. Touto metodou byl stanoven obsah fylochinonu a menachoninu (MK-4 do
MK-10), nachdzejicich se v n¢kolika reprezentativnich vzorcich potravin zivoc¢isného pivodu.
Pomoci HPLC byl stanoven menachinon s dlouhym fetézcem v jatrech skotu a prasat, i v
riznych syrech. Celkovy obsah vitaminu K je obecné nizky (pfedpokladany obsah 10 az 100

ng/g); nejvyssi mnozstvi bylo detegovano v kufecim mase (600 ng/g) [31].
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7. ZMENY V OBSAHU PRI ZPRACOVANI POTRAVIN

Vzhledem k tomu ze pii jakékoliv tipravé potravin dochazi ke ztratam vitaminu K, existuji
i studie, které se tim jiz zabyvaly. Nasledujici tabulky popisuji vliv vafeni na koncentraci
fylochinonu ve zmrazené mrkvi a Spenatu. Analyzy prokézaly vyznamné vyssi koncentraci
fyllochinonu ve zmrazeném Spendtu, ktery byl uvafeny nebo zpracovavany v mikrovinné troubé
v porovnani se zmrzlym $penatem, ktery nebyl uvaren (p = 0,01) (tab. 5), jelikoz se fyllochinon
nachazi v chloroplastech v rostlindch. Vateni v pafe nebo v mikrovinné troubé mutize narusit
stény rostlinné buiiky, ¢imz se uvolni fyllochinon. Pfiprava vzorku ptfed vlastni analyzou
zahrnovala homogenizaci a Upravu ultrazvukem pro naruSeni bunécné integrity. Nicméné je
mozné, ze pomoci uvedenych krokii neni extrakce pted vlastni analyzou kvantitativni, a to
zejména ze syrové zeleniny s intaktni bunécnou sténou. Na rozdil od toho nebyl pozorovan
zadny zjevny ucinek vafeni na obsah fylochinonu ve zmrazené mrkvi (p =0,32) (tab. 4). Vzorky
byly analyzovany HPLC s reverzni fazi. Jako mobilni faze byla pouzita smés dvou
rozpoustédel, a to methanolu s 10 mM ZnCl,, 5,0 mM CH3COOH a 5,0 mM CH3;COONa a

methylenchlorid. Pii této analyze byl vyuzit fluorescencni detektor [8].

Tabulka 4 Obsah fyllochinonu v mrazené mrkvi pied a po zpracovani ( Prevzato z: [8])

Obsah fyllochinonu (ug/100g) ve vzorku mrkve — zcela zmrazené a nakrdjené
n prumér S.D. rozsah
syrovd 4 16,4 4,7 9,8 —20,6
uvaiend 3 15,0 1,2 13,6 — 16,0
v mikrovinné troubé 3 13,4 24 11,5-16,1

Tabulka 5 Obsah fyllochinonu v mrazeném Spendtu pred a po zpracovani (Prevzato z: [8])

Obsah fyllochinonu (ug/100g) ve vzorku Spendtu — zcela zmrazeny sekany a celé listy
n prumér S. D. rozsah
syrovd 5 369 53,9 293 - 441
uvarend 3 541 7,4 533 - 547
v mikrovinné troubé 3 457 99,5 348- 544
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8. INTERAKCE

Nékteré 1éky mohou inhibovat produkci a vstfebavani vitaminu K v téle, zvIast¢ u
téhotnych zen [32]. Antibiotika, zejména cefalosporiny, snizuji absorpci vitaminu K v téle.
Pouzivani téchto latek po dobu delsi nez 10 dni miiZze snizit hladinu vitaminu K, protoze tyto
Iéky maji baktericidni uc¢inek na bakterie obecné, tedy nejen na pivodce infekce, ale 1 na ty,
které ve stfevech tvoii vitamin K. Fenytoin (Dilantin) naruSuje schopnost téla tvofit vitamin K.
Uzivani téchto antibiotik béhem téhotenstvi nebo béhem kojeni mize snizit hladinu vitaminu
K u novorozenct. Vitamin K blokuje uc¢inky warfarinu, takze se nedoporucuje jist potraviny,
které jsou bohaté na obsah vitaminu K, béhem uzivani warfarinu [33]. Orlistat (Xenical, Alli)
a Olestra - Orlistat, 1¢k ktery se uziva pii hubnuti, a olestra, latka ktera je ptidavana do nékterych
potravin, snizuje mnozstvi tuku, které¢ télo mize absorbovat. Protoze vitamin K je vitamin
rozpustny v tucich, tyto 1éky mohou také snizit hladinu vitaminu K. Léky snizujici hladinu
cholesterolu - sekvestranty zlucovych kyselin, které se pouzivaji ke snizeni hladiny
cholesterolu, snizuji mnozstvi tuku, které télo je schopné absorbovat, a mize také snizit
vstiebavani vitaminl rozpustnych v tucich [33].

Vitamin K také interaguje s jinymi vitaminy zpiisobem, ktery muize byt pro pacienta
Skodlivy. Napftiklad bylo prokazano, Ze velké mnozstvi vitaminu A a vitaminu E ovliviiuje
ucinnost vitaminu K v téle. Bylo prokazano, ze vitamin A brani spravné absorpci vitaminu K,
a vitamin E inhibuje produkci vitaminu K ve stievech [32].

Koenzym Q-10 je chemicky podobny vitaminu K a jako vitamin K mtize podpofit sraZeni
krve. Tato kombinace miiZze byt problémem pro osoby, které uzivaji warfarin ke zpomaleni
srazeni krve. Koenzym Q-10 a vitamin K by mohl pfekonat G¢inky warfarinu a mohl by umoznit
srazeni krve. Dale pak u zvitat vysoké davky vitaminu A narusuji schopnost vitaminu K srazet

krev. Neni vSak znamo, zda se to také déje u lidi [34].
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ZAVER

V bakalatské praci je shrnuta historie objevu vitaminu K, jeho struktura, souhrn vlastnosti,
jak chemickych, tak i biochemickych. Dale pak je rozebrano, co zptisobuje nedostatek vitaminu
K a kde je obsazen, aby se zabranilo avitamindze. V neposledni fad¢ je zde souhrn dvou
analytickych metod, kterymi lze analyzovat vitamin K v lidské plazmé nebo lidském mléce.

Mezi velké poznatky o vitaminu K patii hlavné zjisténi, ze je velice dulezitou latkou, ktera
se zucastiuje srazlivosti krve, nebo kalcifikace kosti. Je-li tohoto vitaminu nedostatek, tak
clovék miize mit problém s osteoporézou. Réada bych vyzdvihla i nedostatek vitaminu K u
kojencti, coz miize byt zivota ohrozujici problém. Je znamo, ze vitamin K neni v dostate¢né
mife obsazen v té€le novorozenéte nebo kojence, proto je dulezity jeho pfisun v matetském
mléce nebo kojenecké vyzive. Je dilezité, aby se ve veéku, kdy se t€lo formuje a roste, zabranilo
nedostatku vitamint, které napomahaji vapniku se vstiebavat do kosti. Doporuceny piijem
vitaminu K se odviji od véku, pohlavi i od toho, zda-li je zena t€hotna nebo nikoliv.

Jelikoz je vitamin K produkovan i stfevnimi bakteriemi, tak je jeho minimalni piijem
zajistén. Do své bakalarské prace jsem zaradila i ptehled obsahu tohoto vitaminu v riznych
druzich potravin. Nejvétsi obsah vsak je v listové zelening, a to hlavné ve Spenatu. Dale pak se
vyskytuje v dostatecné mife i v mrkvi. Je tieba dbat i na tepelnou Gpravu, jelikoz se zvysujici

se teplotou, obsah vitaminu K klesa.
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