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ANOTACE 

Práce pojednává o vitamínu B12, věnuje se doporučenému a skutečnému příjmu, problémům 

a příčinám při jeho nedostatku v lidském organismu a také jeho různorodým zdrojům v potravě. 

Práce se zabývá také výrobou a biosyntézou tohoto vitamínu. Zaměřuje se na jeho stabilitu při 

tepelném zpracování různými technologiemi.  

KLÍČOVÁ SLOVA 

vitamín B12, potrava, propionové bakterie, kulinární úpravy 

TITLE 

Vitamin B12 in food. 

ANNOTATION 

The thesis is about vitamin B12. It focuses on the recommended and actual income. It deals with 

problems and its lack in human´s organism and also with the variety of sources in food. 

The thesis also deals with the production and biosynthesis of this vitamin. It focuses on its 

stability in a heat treatment by various culinary technologies. 
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ÚVOD  

Maso a živočišné produkty jsou důležitým zdrojem bílkovin, ale hlavně obsahují minerální 

látky a vitamíny. V mase se vyskytují vitamíny A, D, E, K, B1, B2, B5, B6 a B12. Právě 

vitamín B12 bývá často diskutovaným, a velice důležitým vitamínem pro lidský organismus. 

Jeho nedostatek může mít fatální následky na lidské zdraví a jedním z nejčastějších projevů 

nedostatku vitamínu B12 je chudokrevnost. V posledních letech se intenzivně rozvinul trend 

vegetariánství a veganství, což má za následek snahu obohatit potraviny rostlinného původu 

o vitamíny, které se v nich běžně nevyskytují, jako je právě vitamín B12. 

Možným rizikem znehodnocení vitamínů u potravin živočišného původu je velmi často tepelná 

úprava před jejich konzumací pro zamezení mikrobiální kontaminace a zajištění lepší 

stravitelnosti. Otázkou je, jak moc tepelné zpracování ovlivňuje přítomné vitamíny a jejich 

obsah.  

Při stanovení vlivu tepelných úprav na vitamíny B-skupiny se nejčastěji stanovují vitamíny B1, 

B2, B6 a informace o vitamínu B12 jsou méně časté. Důvodem je zřejmě obtížnější metoda 

stanovení. Z důvodu omezeného množství informací je náročné zjistit, která z metod tepelné 

úpravy masa je pro vitamín B12 šetrnější.  
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1 VITAMÍN B12 

1.1 STRUKTURA A VLASTNOSTI 

Vitamín B12 je jeden z osmi vitamínů patřících do B skupiny [1]. Jako vitamín B12 je označován 

souhrn sloučenin, které mají v centru jádra podobného porfyrinu jeden atom kobaltu [2-5]. Mají 

nejsložitější strukturu ze všech vitamínů a základem je korinový cyklus, což je částečně 

hydrogenovaná téměř planární pyrrolová struktura, která připomíná porfyritový cyklus 

hemových barviv a chlorofylů, díky tomu se těmto sloučeninám přezdívá korinoidy [3; 4; 6-

10]. Struktura molekuly kobalaminu je vyobrazena na Obrázku 1. Jeho molekulová hmotnost 

je 1355,4 g/mol, je stabilní ve vodném roztoku v rozmezí pH 4–7 až do teploty 120 °C bez 

významných ztrát [7; 11] a patří mezi vitamíny rozpustné ve vodě. Substituenty ve struktuře 

jsou většinou methylové skupiny a amidové zbytky (4 molekuly propionamidu a 3 molekuly 

acetamidu) [3; 6]. Propionamidové zbytky mají α-orientaci a acetamidové β-orientaci. Již 

zmíněný atom kobaltu tvoří až 6 koordinačních vazeb s ligandy. Je koordinován na všechny 

čtyři atomy dusíku pyrrolových jader, pátou koordinační vazbou je vázán na druhý atom dusíku 

5,6–dimethylbenzimidazolu [4-7] v takzvané α-poloze, avšak ne u všech korinoidů je tato 

poloha obsazena. Právě 5,6–dimethylbenzimidazol je zodpovědný za pozitivní vliv 

na organismus člověka [4; 7; 12]. Pokud poloha obsazena je, jedná se o kobalaminy [4; 6]. 

Korinoidy nesoucí jinou bázi na páté poloze než 5,6–dimethylbenzimidazol jako nižší ligand 

se v přírodě také vyskytují a jsou syntetizovány primárně určitými bakteriemi [2; 6].  Šestou 

koordinační vazbou v β-poloze mohou být vázány různé skupiny či sloučeniny, nebo nemusí 

být poloha vůbec obsazena [4; 6]. Pokud je tato poloha obsazena jiným substituentem, jako 

například adeninem, jedná se o tvz. Pseudovitamín B12, který je aktivní pouze u bakterií [4; 13]. 

Dalším ligandem může být hydroxylová skupina (vitamín B12a neboli hydroxykobalamin) 

a voda (akvakobalamin). 

Syntetický vitamín kobalamin, který se používá ve farmaceutických přípravcích, obsahuje jako 

ligand kyanidový anion. Kyanokobalamin může v organismu vznikat při otravě kyanidy. 

V závislosti na reakčních podmínkách se může vázat např. také siřičitanový anion 

v sulfitokobalaminu [6].  
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Obrázek 1 - struktura molekuly kobalaminu [14] 

 

1.2 BIOLOGICKÁ AKTIVITA 

Gastrointestinální absorpce vitamínu B12 ze stravy je u člověka komplexní proces [7]. 

Po perorálním přijetí kobalaminu, který se uvolnil z bílkovin v potravině, je vytvořen komplex 

s glykoproteinem zvaným haptokorrin, vzniklým v buňkách žaludeční sliznice. Po proteolýze 

vzniklého komplexu pankreatickými proteázami ve dvanáctníku se znovu uvolněný 

vitamín B12 váže na vnitřní neboli gastrický faktor.  Takto vytvořený komplex vnitřního faktoru 

a vitamínu může vstupovat do buněk sliznice tenkého střeva endocytózou, kterou 

zprostředkovávají receptory  [2; 6; 7]. 

Kobalamin obsažený v potravinách, lécích či doplňcích stravy je v organismu dále přeměňován 

na aktivní koenzymové formy 5´-deoxyadenosylkobalamin a methylkobalamin [1; 6; 7; 10]. 
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Tyto koenzymy zodpovídají jak za intramolekulární přeskupování alkylových skupin 

(adenosylkobalamin) při odbourávání mastných kyselin s lichým počtem uhlíků [2; 6; 7] 

a rozvětveným řetězcem, tak i za přenos methylových skupin (methylkobalamin) [2; 6]. 

Jednoduše řečeno, katalytická aktivita vitamínu souvisí s přenosem jednouhlíkatých zbytků, 

štěpením vazeb C-O a C-C. [6] Další dvě biologicky aktivní sloučeniny, jsou hydroxykobalamin 

a kyanokobalamin [10]. V potravinách se přirozeně vyskytují 5´-deoxyadenosylkobalamin, 

methylkobalamin a hydroxykobalamin [8-10]. 

Role vitamínu B12 v buněčném metabolismu je úzce spjata s folátem, neboli kyselinou listovou 

[1; 15; 16]. Tyto dvě sloučeniny jsou důležité pro methionin syntázovou reakci, kdy 

se methylová skupina převádí z methyltetrahydrofolátu (také známý jako kyselina 

levomefolová) na homocystein, kdy methylkobalamin působí jako koenzym a vzniká methionin 

[1; 7; 15; 16]. Výsledný H4-folát se poté zpřístupní tvorbě methylen-H4-folátu, což je forma, 

potřebná pro syntézu thymidinu, který je dále důležitý při replikaci a opravě DNA [1; 15; 16]. 

Vitamín B12 se podílí také na konverzi methylmalonyl-CoA (kyselina methylmalonová 

navázaná na koenzym A) na sukcinyl-CoA pomocí enzymu methylmalonyl-CoA mutasy, kdy 

adenosylkobalamin působí jako kofaktor. Sukcinyl-CoA je hlavním prostředkem cyklu 

trikarboxylové kyseliny. Při nedostatku vitamínu B12 dochází k akumulaci substrátů obou 

reakcí, závislých na přísunu tohoto vitamínu. Tento stav vede ke zvýšení hladin 

methylmalonové kyseliny a homocysteinu v plazmě [1; 17; 18]. 
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2 PŘÍJEM VITAMÍNU B12 

2.1 DOPORUČENÉ HODNOTY 

Požadavky na příjem vitamínu B12 se samozřejmě liší v závislosti na věku a fyziologickém 

stavu jako je například těhotenství [1; 2; 6], což je názorně vidět v Tabulce 1. Doporučená denní 

dávka vitamínu B12 se posuzuje podle měření koncentrace vitamínu B12 v plazmě 

a hematologických parametrů [2; 4; 6]. 

Tabulka 1 - Doporučený příjem vitamínu B12 [2; 6] 

Věk Vitamín B12 

 μg/den μg/MJ* (nutriční hustota) 

  muži ženy 

Kojenci    

0–3 měsíců** 0,4 0,2 0,21 

4–11 měsíců 0,8 0,27 0,28 

Děti    

1–3 roky 1 0,21 0,23 

4–6 let 1,5 0,23 0,26 

7–9 let 1,8 0,22 0,25 

10–12 let 2 0,21 0,24 

13–14 let 3 0,27 0,32 

Dospívající a 

dospělí    

15–18 let 3 0,28 0,35 

19–24 let 3 0,28 0,37 

25–50 let 3 0,29 0,38 

51–64 let 3 0,33 0,41 

≥65 let 3 0,36 0,43 

Těhotné*** 3,5  0,38 

Kojící**** 4  0,37 

*- Vypočtená hodnota pro dospívající a dospělé s převážně sedavou činností (hodnota PAL  

1,4) 

**- Odhadovaná hodnota 
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***- Důležité pro doplnění zásob a udržení nutriční denzity 

****- Zvýšení asi o 0,13 μg vitamínu B12 na 100 g mateřského mléka [2] 

Lidé konzumující velké množství živočišných produktů nebo užívající doplňky stravy nemají 

problém splnit doporučenou denní dávku 3 μg [1; 2; 6], některé zdroje uvádějí 2–3 μg nebo 

i více, ale za obecnou hodnotu považujeme 2–3 μg denně [1].  

V těhotenství a době kojení je důležité změnit přísun vitamínu B12 tak, aby byl snadno 

dosažitelný také pro plod a kojence. Vzhledem k tomu, že během těhotenství dochází 

k hlubokým fyziologickým a anatomickým změnám, které se vyskytují prakticky ve všech 

orgánech, nelze používat referenční hodnoty stanovené u netěhotných žen [1; 19]. Změna stavu 

ženy se projeví poklesem obsahu biochemických markerů (holotranskobalamin, kyselina 

methylmalonová nebo homocystein). Celková hladina vitamínu B12 během těhotenství klesá [1; 

19; 20; 21], zatímco hodnota holotranskobalaminu zůstává relativně stabilní nebo jen lehce 

poklesne [1]. Co se týče homocysteinu nebo kyseliny methylmalonové, jejich hladina stoupá 

převážně během druhého trimestru [1]. 

Během těhotenství plod obdrží 0,1–0,2 μg denně, což je celkem zhruba 50 μg vitamínu B12 

za celou dobu těhotenství [4; 6]. U matky tedy dochází k poklesu koncentrace vitamínu B12, 

proto je doporučována zvýšená dávka o 0,5 μg denně, avšak pouze jako preventivní opatření 

před nezjištěným snížením zásob vitamínu B12 a také pro udržení vysoké nutriční hodnoty. 

To stejné platí v období laktace, kdy je doporučováno zvýšit dávku vitamínu B12 o 1 μg denně 

[1; 4; 6; 15].  

Doporučovaná dávka pro malé kojence je odhadována na 0,4 μg denně podle zaokrouhlené 

hodnoty vitamínu B12 v mateřském mléce. Díky rozdělení příjmu potravy na 4–6 dávek denně 

je kojenec schopen dobře přijmout a vstřebat vitamín B12, proto je také jeho denní dávka menší 

než u dospělých. U starších kojenců už se doporučovaná denní dávka zvyšuje s přihlédnutím 

ke zvyšování tělesné hmotnosti [2]. 

U dětí od 1 roku a dospívajících dochází k rychlému růstu a potřeba vitamínu B12 je tak 

mnohem vyšší [1; 22; 23]. Nižší příjem vitamínu B12 z mateřského mléka, prodloužené kojení 

a nedostatečný příjem živočišné stravy jsou rizikové faktory pro nedostatek tohoto vitamínu. 

Během prvních měsíců života se hladina vitamínu B12 snižuje, zatímco homocystein a kyselina 

methylmalonová se zvyšují. Hlavní rozdíl těchto hladin byl zjištěn u kojených dětí ve věku 
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4 – 6 měsíců [1; 23; 24; 25]. Po 6. měsíci věku se hladiny B12 zvyšují a maxima dosahují během 

3. a 7. roku života, v období dospívání dochází opět k poklesu. Koncentrace homocysteinu 

v plazmě se snižuje na hodnotu ˂6 μmol/l, a to až do zmíněného věku 7 let, kdy se poté opět 

zvyšuje. Střední hladina kyseliny methylmalonové v plazmě se po 6. měsíci věku snižuje 

a zůstává po celou dobu dětství nízká, a to v koncentraci ˂0,26 μmol/l [1; 23]. Během prvních 

dvou let života můžeme podle hladiny homocysteinu usuzovat stav obsahu vitamínu B12, 

u starších dětí a dospělých už to nelze, jelikož stav homocysteinu spíš odráží obsah folátu [1; 

23]. 

U kojenců je hladina kyseliny methylmalonové nepřímo spojená s hladinou vitamínu B12, 

ale koncentrace kyseliny methylmalonové je relativně vysoká po celou dobu distribuce 

vitamínu B12, oproti starším dětem. Vyšší hladina kyseliny methylmalonové může být 

způsobena střevní absorpcí propionátu a dalších prekurzorů této kyseliny, které jsou 

produkovány intestinálními bakteriemi, nebo rozkladem mastných kyselin s lichým řetězcem, 

které jsou přijímány z mateřského mléka [1; 23; 26]. Hladina vitamínu B12 u kojenců, dětí 

a dospívajících je silně závislá na původu jedince a jeho rodinných poměrech, zahrnujeme zde 

socioekonomické faktory, stravovací návyky, hygienu, náboženské a kulturní praktiky [1; 27]. 

2.2 SKUTEČNÝ PŘÍJEM 

Denně je obvykle přijímáno 3-31 μg vitamínu B12 a je absorbován z 20–70 %, deficience 

se tedy dá považovat za vzácnou vyjma striktních vegetariánů a veganů [1; 6; 7; 13; 15], jejichž 

denní příjem vitamínu B12 je pouze 0–0,25 μg [1; 28], nebo lidí žijících v rozvojových zemích, 

kde je snížená konzumace živočišných výrobků nedobrovolná [1; 7; 13; 29], vzhledem 

ke kulturním, náboženským, osobním nebo finančním důvodům [1; 7; 30]. V rozvojových 

zemích bývají také problémem gastrointestinální infekce a nákazy [1; 31]. Za normálních 

podmínek se metabolickou dráhou v organismu přemění ze zásob (především v játrech) 2–5 mg 

vitamínu B12 denně. Je důležité, aby si organismus vytvořil dostatečné zásoby vitamínu B12, 

jelikož se jeho nedostatek nebo porucha vstřebávání projeví klinickými příznaky až po letech 

[2]. 
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3 ZDROJE VITAMÍNU B12 

Více než dvě třetiny celkového příjmu vitamínu B12 jsou přijaty během hlavního jídla, 

ze smíšené stravy se absorbuje průměrně 50 %, u starších lidí je toto číslo ještě menší. Proto je 

třeba přijmout celkovou doporučenou denní dávku, aby byla pokryta spotřeba včetně ztrát 

způsobených neabsorbovaným vitamínem B12. Nadměrný příjem vitamínu B12 tedy člověku 

neškodí [6].  

Lidský organismus je plně závislý na příjmu vitamínu B12 z potravy i přes to, že je tvořen 

střevními bakteriemi v tlustém střevu, a to ve velkém množství [1; 2]. 

3.1 ŽIVOČIŠNÉ ZDROJE 

Nejvýznamnějším zdrojem vitamínu B12 jsou játra, dále pak maso, ryby, vejce, sýry a mléko [1; 

2; 4; 7; 13; 32]. Zvýšený výskyt je pak v mase přežvýkavců [2; 4]. Najít ho můžeme také 

v mořských řasách nebo korýších a měkkýších [4; 7; 32]. Mezi jedny z nejčastěji 

produkovaných řas a sinic potravinářskými a farmaceutickými podniky na světě pro výrobu 

potravinových doplňků obsahujících vitamín B12 patří rody Spirulina, Aphanizomenon 

a Nostoc [7; 33].  Výzkumy ovšem prokázaly znatelnou přítomnost neaktivní formy 

vitamínu B12 pomocí chemiluminiscenční metody (až 17%) a proto se tento druh potravinových 

doplňků nedoporučuje u rizikových skupin jako jediný nástroj pro doplnění tohoto vitamínu 

v těle, jedná se o vegetariány, vegany nebo starší lidi [7; 34]. U mořských korýšů a měkkýšů je 

tomu podobně, jako u mořských řas nebo sinic. Obsah vitamínu B12 byl stanoven 

mikrobiologickou metodou u některých nejpopulárnějších živočichů jako jsou ústřice nebo 

slávky, tato metoda poskytuje hodnoty několikanásobně větší než chemiluminiscenční metoda, 

avšak ukazuje pouze celkovou hodnotu vitamínu B12 bez rozdělení na účinnou a neúčinnou 

formu [7; 35]. Pomocí vícestupňové hmotnostní analýzy se však ukázalo, že vzorky obsahovaly 

podstatné množství neaktivní formy vitamínu B12 [7; 36]. Proto nelze ani tento zdroj 

vitamínu B12 považovat za adekvátní [7]. 

Biologická dostupnost z mléka je lepší než u jiných živočišných zdrojů [1; 22]. Při srovnání 

kravského a mateřského mléka je vitamín B12 snadno dostupnější z mléka kravského, což může 

částečně souviset s tím, že je v kravském mléku koncentrace vitamínu B12 vyšší [1; 37]. 

V mléku je hlavním vitamínem adenosylkobalamin a methylkobalamin [6]. Transkobalamin 

obsažený v kravském mléce, který je dále přeměňován na již zmíněný methylkobalamin 
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a adenosylkobalamin, podporuje intestinální buněčnou absorpci [1; 38]. Možnost, 

že transkobalamin nebo jiné faktory v mléce obsažené mohou zvýšit absorpci vitamínu B12, 

by mohly mít důsledky jak pro prevenci, tak pro léčbu deficitu vitamínu B12 [1]. Navíc pokud 

při výrobě zakysaných mléčných výrobků použijeme kulturu Propionibacterium shermanii, 

tak obsah vitamínu vzroste až třicetinásobně [6]. V sýrech a vaječném žloutku se vitamín B12 

vyskytuje ve formě methylkobalaminu [6]. 

Doporučený denní příjem pokrývá ze 70 % maso a výrobky z něj, dále také mléko a mléčné 

výrobky (20 %), vejce (9 %) a cereální výrobky (asi 2 % což je zanedbatelné množství) [6]. 

Do tkání býložravců se vitamín B12 produkovaný intestinálními bakteriemi dostane absorpcí. 

U ostatních živočichů je tato absorpce nižší a vitamín se získává z potravy živočišného původu 

nebo z potravy kontaminované bakteriemi produkujícími tento vitamín [6]. 

Tabulka 2 - Obsah korinoidů v některých potravinách [6] 

Potravina μg/kg v jedlém podílu 

Vepřové maso 6–10 

Hovězí maso 20 

Kuřecí maso 5 

Vepřová játra 500–1220 

Ryby 13–28 [6] nebo až 89 [7] 

Mléko 3 [6] – 38 [6; 7] 

Sýry 6–17 

Vejce 7 [6] – 13 [7] 

Mořští korýši 524 [7] 

Sušené mořské řasy 

(Porphyra, Chlorella) 770 – 2000 [7] 

Z Tabulky 2 je patrné, že maso obsahuje 5–20 μg/kg korinoidů zatímco játra obsahují vitamínu 

mnohonásobně více (ledviny obsahují ˃200 μg/kg) [6]. Mořští korýši a řasy mají hodnoty 

obsahu korinoidů nejvyšší, ale jak již bylo popsáno výše, nejedná se z velké většiny o aktivní 

formu vitamínu B12. 
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3.2 ROSTLINNÉ ZDROJE 

Potraviny rostlinného původu nejsou vhodným hlavním zdrojem vitamínu B12 a obsahují jeho 

stopy, pokud byly zpracovány bakteriálním kvašením. Jedná se například o mléčné kvašení 

při výrobě kysaného zelí, kdy se používají buď propionové bakterie [7; 39], nebo kvasinky rodu 

Candida subtilis [2; 6; 13]. Malé množství vitamínu B12 bylo nalezeno také v luštěninách [6]. 

Co se týče čerstvé zeleniny, stopové množství (˂0,1 μg/100 g) se vyskytuje v brokolici, chřestu 

nebo mungo klíčcích [7]. Při šetrné přípravě je hodnota ztrát vitamínu B12 cca 12 % [2].  

3.3 MIKROBIÁLNÍ ZDROJE 

Určité organismy v trávicím traktu jsou schopny vytvořit vitamín B12 [2-4; 32]. Mikrobiální 

střevní mikroflóra je velice různorodá, rody jako Klebsiella nebo Pseudomonas jsou 

poskytovatelé vitamínu B12, jiné druhy mikroorganismů mohou vitamín transformovat na jiné 

korinoidy, zatímco většina patří mezi jeho spotřebitele [1; 40].  

3.4 POTRAVINOVÉ DOPLŇKY 

Vitamín B12 můžeme nalézt také v multivitamínových a minerálních doplňcích [7; 41], kde 

může degradovat vlivem přidaného většího množství vitamínu C a mědi [7; 42]. Samotný 

vitamín C ani měď nedegradují vitamín B12, ale pouze jejich kombinace, což dokázal výzkum 

potvrzený tenkovrstvou chromatografií [7; 42]. Taktéž bylo dokázáno, že některé z produktů 

této degradace blokují metabolismus vitamínu B12 v buňkách savců [7; 41]. Degradace 

vitamínu B12 vlivem vitamínu C a mědi byla výrazně potlačena přidáním určitých antioxidantů, 

jako je karnosin nebo anserin [7; 42]. 
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4 FUNKCE A PROJEVY NEDOSTATKU VITAMÍNU B12 

V LIDSKÉM TĚLE 

Vitamín B12 je pro tělo nezbytný pro správnou funkci tvorby červených krvinek v kostní dřeni, 

tento děj nazýváme erytropoéza [4]. 

4.1 PŘÍČINY NEDOSTATKU 

K deficitu může docházet při snížené produkci vnitřního faktoru, potřebného k absorpci 

vitamínu B12 (a který je známý také jako žaludeční intrinzitní faktor) [1; 15]. Dochází k tomu 

po resekci žaludku nebo po chronickém zánětu žaludeční sliznice, kdy už se vnitřní faktor 

netvoří a onemocnění také způsobí poškození buněk, tvořících žaludeční kyseliny [1; 7; 43]. 

Problémem mohou být také těžké zánětlivé změny v distálním ileu, které zabrání resorpci 

komplexu vitamínu B12 s vnitřním faktorem [1; 2; 6].  

S nedostatkem vitamínu B12 se spojuje také zhoršená degradace bílkovin. Rozštěpení bílkovin, 

pocházejících z potravy a haptokorinu, který pochází ze slin a žluči, je nezbytné pro přenos 

vitamínu B12 do vnitřního faktoru ve dvanáctníku. Haptokorin je protein vázající B12 a je 

přítomný v mnoha tělesných tekutinách a chrání ho při průchodu kyselým prostředím žaludku. 

Pokud dochází ke snížené sekreci žaludečních kyselin spojené s chronickou gastritidou, nebo 

pokud dlouhodobá léčba inhibitory protonové pumpy zhoršuje uvolňování vitamínu B12 

z potravy, může docházet k nedostatku i přes dostatečnou tvorbu vnitřního faktoru [1; 44-46]. 

Dalšími rizikovými faktory, které mohou způsobovat nedostatek vitamínu B12 je infekce 

Helicobacter pylori, nadměrný růst střevních bakterií, zděděné narušení transportu 

vitamínu B12 v krvi nebo intracelulárním metabolismu, špatná skladba stravy, která nezajišťuje 

dostatečný příjem všech živin, alkoholismus, kouření a dlouhodobé užívání léků [1]. Existuje 

více druhů léků, které ovlivňují stav vitamínu B12 v lidském těle. Jsou to například léky 

ovlivňující sekreci žaludečních kyselin, nebo žaludeční pH (např. již zmíněné inhibitory 

protonové pumpy pro potlačení tvorby kyseliny chlorovodíkové v žaludku [47; 48]) nebo léky 

ovlivňující absorpci nebo metabolismus vitamínu B12, kdy se snižuje hladina B12 v krevním 

séru prostřednictvím známých mechanismů, mezi tyto léky patří například cholestyramin [1], 

který patří do skupiny adsorbentů žlučových kyselin [49], nebo např. metformin pro léčbu 

diabetu [1; 50; 51]. Celiakie nebo Crohnova choroba ovlivňuje lidské ileum, což vede ke 
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snížené absorpci vitamínu B12 v důsledku poškozené sliznice [1; 15; 52].  Green a spol. ve svém 

článku uvádí, že obsah vitamínu B12 se snižuje také v důsledku infekce virem HIV nebo 

anestézií provedenou oxidem dusným [1]. Oxid dusný obsažený v anestetickém plynu 

inaktivuje vitamín B12 prostřednictvím ireverzibilní oxidace jeho koenzymové formy, 

methylkobalaminu, přímo v místě závislém na syntéze B12 z methioninu [1; 53]. V závislosti 

na fyzickém stavu osoby a množství vitamínu B12 v jeho těle, nebo také na četnosti a množství 

plynu, kterému byla osoba vystavena, se může hodnota vitamínu B12 snižovat prudce nebo 

pozvolně [1; 54; 55].  

U starších lidí může často docházet k atrofii sliznice žaludku, což vede k deficitu stejně tak jako 

strava chudá na vitamín B12. Při vyvinutí atrofické gastritidy dochází k narušení absorpce 

a reabsorpce vitamínu B12, což vede po delší době k nedostatečné saturaci vitamínem B12, 

a to se poté projevuje jako porucha enzymatických pochodů. Proto se u starších lidí všeobecně 

doporučuje zvýšený příjem vitamínu B12 v podobě suplementů [1; 6; 7; 15]. 

4.2 PROJEVY NEDOSTATKU 

Od dostatku vitamínu B12 ke klinické nedostatečnosti tělo prochází fází nedostatku, který 

se projevuje několika symptomy. Deficience adenosylkobalaminu se projeví akumulací 

kyseliny methylmalonové [1; 56] a nedostatek methylkobalaminu má za následek zvýšenou 

hladinu homocysteinu v krvi a tkáních, dochází ke zpomalení syntézy methioninu, jelikož je 

jeho koenzymem a díky tomu se zpomalí syntéza S-adenosylmethioninu, který je potřebný pro 

epigenetické reakce, včetně methylace DNA a RNA (spojování methylové skupiny 

s cytosinem), histonů a dalších regulátorů genové exprese, jelikož je donorem methylové 

skupiny. S-adenosylmethionin se také podílí na biosyntéze dopaminu a serotoninu. Při 

akumulaci homocysteinu může docházet k buněčnému stresu, apoptóze a homocysteinylaci 

funkčních proteinů v krvi a tkáních [1; 10; 56; 57]. Jako samozřejmost lze brát také klesající 

obsah komponentů vitamínu B12, které jsou vázány na transkobalamin (známý také jako 

holotranskobalamin). Tato fáze nedostatku předchází jakýmkoli větším projevům klinické 

nedostatečnosti, bývá také označován jako subklinický [1; 56]. Subklinický stav pacienta je pro 

lékaře většinou obtížně řešitelný, jelikož nedokážou zjistit, zda bude postupovat ke klinické 

nedostatečnosti, nebo zůstane v chronickém, avšak stabilním stavu [1; 58; 59; 60]. V dnešní 

době je možno identifikovat také slabší stupeň nedostatku vitamínu B12 díky zavedení testů 

na metabolity kyseliny methylmalonové (MMA) a homocysteinu v klinické praxi. Tímto 
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se značně rozšířilo podvědomí o tom, co vše můžeme připisovat nedostatku vitamínu B12 [1; 

61; 62]. 

Při pokročilém nedostatku vitamínu B12 a vnitřnímu faktoru dochází k anémii s velkými 

červenými krvinkami, odborně nazváno megaloblastická anémie, v důsledku poruchy tvorby 

buněk v kostní dřeni, což způsobuje inhibice syntézy DNA [1; 2; 4] nebo ke zhoubné 

chudokrevnosti, kdy vlastní tělo bojuje proti buňkám tvořícím červené krvinky a hemoglobinu, 

toto onemocnění označujeme jako perniciózní anémie [1; 3; 6; 15; 63; 64], Fang a spol. ve svém 

článku uvádějí, že vitamín B12 inhibuje vývoj perniciózní anémie u zvířat [3]. Perniciózní 

anémie představuje zdravotní riziko u lidí všech věkových kategorií, avšak se stoupajícím 

věkem její výskyt stoupá. Odhady říkají, že toto onemocnění postihuje pouze 2-3 % jedinců, 

jejichž věk je nižší, než 65 let [1; 52; 65]. 

Dalším projevem nedostatku vitamínu B12 je degenerace některých oblastí míchy, což může mít 

za následek trvalé poškození nervového systému [1; 2; 4]. Onemocnění, které spojujeme 

s nedostatkem vitamínu B12 jsou také ateroskleróza, srdeční choroby a neurologické choroby 

jako paralýza končetin nebo letargie [4]. S nedostatkem se spojuje také zvýšená náchylnost 

DNA ke změnám methylace a poškození molekuly [1; 4].  

V Tabulce 3 jsou popsány další příznaky a projevy nedostatku u kojenců, příznaky nedostatku 

u starších dětí a důsledky nedostatku u dospělých.  
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Tabulka 3 - Důsledky a příznaky nedostatku vitamínu B12 nebo stavu s jeho nízkým 

obsahem v těle 

Příznaky 

nedostatku u 

kojenců 

Důsledky u kojenců 

matek s nízkým 

stavem nebo 

nedostatkem 

vitamínu B12  

Příznaky 

nedostatku u 

starších dětí 

Důsledky 

nedostatku nebo 

nízkého stavu 

vitamínu B12 u 

dospělých 

Odmítání stravy [1; 

66] 

Postižený vývoj dítěte 

[1; 66] 

Horší školní výkon 

[1] 

Megaloblastická 

anémie [1; 15; 52; 

64; 67] 

Zácpa [1; 66] Příspěvek ke 

kardiovaskulárním 

onemocněním v 

dospělosti [1; 52] 

Snížená hmotnost 

[1; 68] 

Degenerace míchy 

[1; 64; 69] 

Apatie [1; 66] Příspěvek 

k psychiatrickým 

onemocněním v 

dospělosti [1; 52] 

Malá výška a obvod 

hlavy [1; 68] 

Zhoršená funkce 

senzorických a 

periferních nervů [1; 

70] 

Podrážděnost [1; 

66] 

Příspěvek 

k neurodegenerativním 

poruchám v dospělosti 

[1; 52] 

Megaloblastická 

anémie [1; 68] 

Kognitivní poruchy 

(demence, ztráty 

paměti) [1; 71-74] 

Třes a myoklonické 

záchvaty [1; 66] 

Příspěvek k rozvoji 

diabetes v dospělosti 

[1; 75] 

Zhoršený duševní a 

sociální vývoj [1; 

76; 77; 78] 

Deprese [1; 79] 

Pomalý růst, malý 

obvod hlavy a 

poškození mozku 

[1] 

 Krátkodobá paměť a 

pozornost [1; 76-78] 

Onemocnění kostí 

[1; 80; 81] 

Zpožděný vývoj 

včetně motoriky [1; 

66] 

  Úbytek sluchu [1; 

82] 

Pancytopenie* [1]   Makulární 

degenerace** [1; 

83] 

*Současné snížení množství všech druhů krevních buněk, jedná se tedy o souhrnný název pro 

více krevních onemocnění jako například krevní anémie nebo leukopenie [84; 85]. 
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**Závažné oční onemocnění postihující oční sítnici, přesněji její část, kterou nazýváme žlutá 

skvrna. Dochází ke ztrátě centrálního vidění nebo až k úplné ztrátě zraku. 
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5 VÝROBA 

Vzhledem ke zvyšujícímu se počtu vegetariánů a veganů po celém světě se zkoumá způsob, jak 

obohatit výrobky rostlinného původu o vitamín B12 [7; 12; 13]. Účinným řešením se zdá být 

obohacování pomocí mikroorganismů, které produkují vitamín B12 [12; 13; 86-88]. Jedná se 

o šetrný způsob bez zvyšování výrobních nákladů, a umožňuje zajistit lidem trpícím 

nedostatkem příjem vitamínu B12, aniž by museli užívat vitamínové preparáty [12; 88]. Existují 

dva způsoby, jak syntetizovat vitamín B12:  

• použití bakteriálních kultur, které obohacují potraviny pomocí fermentace, při které 

se tvoří vitamín B12 [4; 12; 86], 

• chemická cesta, která je technologicky náročná a finančně nákladná vzhledem 

k rozsáhlé mikrobiální syntéze [4].  

Bylo vynaloženo značné úsilí pro obohacení některých rostlinných potravin jako například 

tempehu nebo fermentované zeleniny [7; 13]. Obsah vitamínu B12 je před obohacením velice 

nízký až nedetekovatelný [7], po obohacení pomocí fermentace jeho koncentrace značně kolísá, 

a to v rozmezí 0,7–8 μg/100 g [7; 89], nebo také 1,6–80 μg/l, v závislosti na použitých 

mikroorganismech a kultivačních podmínkách [13]. Například při fermentaci tempehu jsou 

za produkci vitamínu B12 zodpovědné bakterie Citrobacter freundii a Klebsiella pneumoniae 

[13]. V sójovém jogurtu byla zjištěna koncentrace vitamínu B12 180 μg/l, ten byl fermentován 

bakteriemi Lactobacillus reuteri kmen ZJ03. Bylo prokázáno, že podávání tohoto jogurtu 

těhotným myším a jejich potomkům koriguje nedostatek vitamínu B12. Problémem však je, 

že analýza vitamínu B12 byla provedena mikrobiologicky, takže nelze rozlišit aktivní 

a neaktivní formy vitamínu. Charakterizace typu sloučeniny vitamínu B12 ve fermentovaných 

produktech je samozřejmě stěžejní pro cílenou aplikaci fermentujících mikroorganismů 

do potravin. Například již zmíněný Lactobacillus reuteri produkuje pseudovitamín s adeninem 

jako nižším ligandem, který je pro člověka neaktivní [12; 13]. 

Dále jsou tento vitamín schopny vytvořit některé půdní mikroorganismy, archaebakterie a tvoří 

se také v odpadních vodách nebo přírodních hnojivech. Jedná se o důležité organismy 

pro budoucí technologie [4].  
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5.1 BIOSYNTÉZA 

Proces syntézy vitamínu může probíhat dvěma alternativními pochody: aerobní [5] (studována 

u Pseudomonas [4] denitrificans [3; 90; 91]) nebo anaerobní cestou [5] (studována u Salmonella 

[4] typhimurium [3; 90; 91], Bacillus [4] megaterium [3; 90; 91] a Propionibacterium shermanii 

[3; 90; 91]). Některé kmeny mohou syntetizovat kobalamin absorpcí korinoidů pomocí 

záchranné cesty [3; 92]. Záchranná cesta je efektivní způsob pro bakterie a archea k získání 

kobalaminu, co se týče nákladů na energii [3; 93]. Biosyntéza všech tetrapyrrolových pyruvátů 

v rostlinách a většině bakterií začíná přidáním glutamátu k tRNA pomocí glutamyl-tRNAGlu 

syntetázy. K této reakci je potřeba hydrolýza jedné molekuly adenosintrifosfátu 

do adenosinmonofosfátu a fosfátu. Poté se tRNAGlu redukuje na glutamát–1–semialdehyd 

a tato reakce je katalyzována glutamyl-tRNA reduktázou. Vzniklý produkt se převede na 5–

aminolevulinovou kyselinu pomocí glutamát–1–semialdehydaminotransferázou, což je první 

obecný prekursor všech známých tetrapyrrolů [4].  Tetrapyrrolové sloučeniny, včetně 

kobalaminu, hemu a bakteriochlorofylu, jsou odvozeny od δ-aminolevulinátu a mezi těmito 

tetrapyrrolovými sloučeninami v mnoha bakteriálních druzích existuje komplexní 

interdependentní a interakční vztah [3; 92]. Adenosylkobalamin je produkován 

z uroporfyrinogenu III, který pochází z osmi molekul kyseliny 5–aminolevulové. První části 

syntézy vitamínu B12 se provádí za anaerobních podmínek [4; 91] a jsou katalyzovány enzymy 

kódovanými geny s hem předponou, jedná se o 5–dehydratáza kyseliny aminolevulové (hemB), 

porfobiinogen deaminázy (hemC) a uroporfyrinogen III (hemD). Nejprve se vytvoří dimer 

kyseliny 5–aminolevulové, což vede k tvorbě porfobilinogenu, ten se dále polymerizuje, kdy 

ze čtyř molekul vzniká preuroporfyrinogen. Tato sloučenina následně prochází inverzí a 

cyklizací, která generuje biologicky aktivní uroporfyrinogen III, což je prekurzor korinové 

struktury [4]. Pomocí C-methyltransferázy dochází u uroporfyrinogenu III k methylaci na 

pozici C-2 a C-7, čímž vzniká prototyp kruhové formace [4; 91]. Hned poté kruhová sloučenina 

váže kobalt do své struktury, což je katalyzováno chelatázou, která není závislá na ATP 

(adenosintrifosfátu) [4]. Po navázání kobaltu se C-20 odštěpuje a oxiduje na acetaldehyd [4; 

91], právě v důsledku přítomnosti kobaltu, který může mít různé oxidační stavy a to +I nebo 

+III. Následuje sled devíti reakcí [4], které katalyzují různé typy enzymů (mající předponu cbi) 

[4; 91]. Dochází v nich k methylacím uhlíků v příslušných polohách a korinový kruh se převede 

na kobinamid, čehož se dosáhne konjugací 2–aminopropanolu s částí kyseliny propionové, 
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dočasně připojené k bočnímu kruhovému D-řetězci. Další reakce už probíhají za aerobních 

podmínek, tudíž je k jejich uskutečnění potřebný kyslík [4]. Tyto reakce katalyzují enzymy 

s předponou cob [4; 91]. V důsledku toho je vytvořen nižší ligand a spolu s vyššími ligandy 

jsou připojeny ke kobinamidu. Vytvořený nukleotid přítomný v makrocyklické sloučenině je 

výsledkem přenosu fosforibosylové skupiny nikotinamidového mononukleotidu na 

5,6 – dimethylbenzimidazol (DMBI) za vzniku α-rybazolu. [4] Poté je α-rybazol připojen 

v přítomnosti guanosindifosfátu na adenosylkobalamin, který produkuje guanosinmonofosfát. 

Všechny výše popsané reakce vedou k vytvoření kompletní molekuly adenosylkobalaminu [4]. 

Optimální a stabilní hladina vitamínu B12, jeho biosyntéza a transport je regulován 

kobalaminovým riboswitchem v 5´netranslatovaných oblastech příslušných genů [3; 92]. 

Riboswitch je specifická trojrozměrná struktura na 5´konci mRNA, která je schopna 

rozpoznávat a vázat malé molekuly, vazba metabolitu tedy mění strukturu [3; 94]. 

5.2 PRŮMYSLOVÁ VÝROBA 

K průmyslové výrobě dochází za pomoci mikroorganismů, jak už bylo v předchozích 

odstavcích naznačeno. Je důležité pochopit přesné mechanismy, které ovlivňují syntézy 

různých forem vitamínu B12 pro správný výběr kmenů bakterií, a tudíž zvýšení jeho produkce 

[4]. Nejčastěji se pro masovou výrobu používá Pseudomonas denitrificans [4] a freudenreichii 

[12; 91; 94], Propionibacterium shermanii [91] nebo Sinorhizobium meliloti. Tyto kmeny však 

mají několik nedostatků, a to dlouhé fermentační cykly, náročnost na vlastnosti živné půdy 

a nedostatek vhodných genetických systémů pro kmenové inženýrství. Donedávna se velká část 

výzkumu o kmenech produkujících vitamín B12 soustředila na tradiční strategie jako je náhodná 

mutageneze a fermentační proces optimalizace s omezeným výzkumem metabolického 

inženýrství. Není tomu tak dlouho, kdy vědci zaměřili pozornost na kmen Escherichia coli jako 

na platformu pro syntézu vitamínu B12. E. coli lze považovat za dobře prostudovanou bakterii, 

která se používá pro výrobu různých chemikálií, jako jsou terpenoidy nebo syntetické alkoholy 

[3; 95-97]. 

Při výrobě je třeba rozlišovat aktivní vitamín B12 a jeho velice podobný pseudovitamín. Aktivní 

vitamín B12 se od pseudovitamínu liší přítomností DMBI na nižší pozici ligandu 

v makrocyklickém kruhu [4; 5; 7; 12]. Genom Propionibacterium freudenreichii produkuje 

fúzní enzym BluB/CobT2, který se podílí na tvorbě aktivní formy vitamínu B12. Konkrétně 
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u něj se na biosyntéze vitamínu B12 podílí 30 genů [4; 5; 12; 98]. V biosyntéze vitamínu B12 lze 

enzymatický komplex BluB/CobT2 považovat za klíčový [4; 5; 12; 99-101]. Nejprve dojde 

k tvorbě DMBI redukcí flavinmononukleotidu katalyzovaného enzymem BluB za anaerobních 

podmínek [4; 5; 99-101]. Vytvořený DMBI se poté aktivuje pomocí enzymu CobT2 (který je 

zodpovědný za připojení DMBI ke kobinamidu) a vytvoří se α-ribazol fosfát, který se připojí 

k makrocyklickému kruhu, který vytváří kompletní molekulu aktivní formy kobalaminu [4; 91]. 

Existuje 7 typů enzymu CobT2, které pochází z různých mikroorganismů a všechny jsou 

charakterizovány afinitou k DMBI a nedostatečnou schopností využívat jiné substráty, což 

zabraňuje biosyntéze neúčinných sloučenin. Nedostatečná schopnost enzymatického komplexu 

využívat například adenin nám ukazuje, že Propionibacterium freudenreichii je schopna 

vysoké produkce aktivního vitamínu B12. Všechny kmeny Propionibacterium jsou toho však 

schopny pouze za přítomnosti kyslíku. [4; 12]  

Výroba vitamínu B12 za použití kmenu Propionibacterium se rozděluje na dvě fáze. V první 

jsou bakteriální buňky kultivovány za anaerobních podmínek, kdy se generuje prekurzor 

vitamínu B12 zvaný kobinamid. V druhé fázi se provádí jemné větrání kultury po dobu několika 

dnů, kdy se syntetizuje nižší ligand a dochází ke konjugaci s kobinamidem, vytvořeným při 

anaerobní kultivaci [4; 91]. Pro nejefektivnější výrobu je nutné udržovat správnou teplotu 30 °C 

a pH rovno 7 [4; 91]. Z tohoto důvodu se při výrobě odstraňuje kyselina propionová a octová, 

která vzniká během fermentace. Odstranění se provádí buď alkalizací média, použitím 

cross filtru nebo pročištěním na koloně s aktivním uhlím. Samozřejmostí je doplňování 

kultivačního média spolu s důležitými sloučeninami a prekurzory, jedná se například o ionty 

kobaltu, DMBI [4; 12], glycin, treonin, kyselinu 5–aminolevulovou, betain (přítomen v řepné 

melase) nebo cholin, bez ohledu na to, které kmeny k výrobě používáme [4]. Po dokončení 

biosyntézy se provede čiření, a to buď filtrací nebo úpravou hydroxidem zinečnatým. Následně 

se vitamín B12 vysráží přidáním pomocných látek jako je kyselina taninová nebo krezol [91]. 

Poté se ještě vitamín B12 čistí extrakcí za použití organických rozpouštědel, často doplněné o 

iontoměniče nebo aktivní uhlí. Nakonec se vitamín B12 nechá vykrystalizovat [91].  

Bakterie rodu Propionibacterium jsou schopny tvořit také hodnotné metabolity jako třeba 

kyselinu propionovou, trehalózu a také vitamín B12. Hlavní výhodou tohoto rodu je, že může 

růst na půdách vytvořených z průmyslových odpadů, což znamená efektivní využití odpadů 

a zvýšení biotechnologické ziskovosti. Bakterie rodu Propionibacterium a jejich metabolity 
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se běžně používají do kosmetických, farmaceutických a potravinářských výrobků. Najít je 

můžeme také jako přísadu v krmivech hospodářských zvířat [4].  

Z průmyslového hlediska jsou nejdůležitější finální kroky syntézy a to výroba, aktivace 

a připojování nižšího ligandu, což určuje správnou syntézu fyziologicky aktivního vitamínu [4].  

V Tabulce 4 jsou uvedeny vybrané kmeny rodu Propionibacterium a jejich schopnosti 

produkce vitamínu B12 na různých typech médií.  

Tabulka 4 - Produkce vitamínu B12 vybranými kmeny rodu Propionibacterium [4] 

Kmen Zdroj uhlíku Produkce 

P. acidipropionici DSM 8250 Řepná melasa 34,8 mg/l 

P. acidipropionici DSM 8250 Třtinová melasa 28,8 mg/l 

P. freudenreichii subsp. shermanii OLP-5 Glukóza 31,7 mg/l 

Propionibacterium freudenreichii NCIB 

1081 

Glukóza 4,3 mg/l 

Propionibacterium shermanii FRDC Pr1 Fermentační kapaliny 

(mléčné kvašení) 

1,8 μg/l 

Propionibacterium germanii PZ-3 Glukóza 52 mg/l 

P. freudenreichii subsp. shermanii DSM 

20270 

Odpad z výroby tofu 10 mg/l 

Propionibacterium freudenreichii CICC 

10019 

Glukóza, kukuřičný 

extrakt 

42,6 mg/l 

 

5.3 GENETICKY MODIFIKOVANÉ ORGANISMY PRO VÝROBU 

VITAMÍNU B12 

Chemická syntéza vitamínu B12 je složitá a zahrnuje přibližně 70 mezistupňů, s tím také úzce 

souvisí vysoké náklady a jeho průmyslová výroba se tedy omezuje pouze na fermentační 

procesy mikroorganismů (typická je Propionibacterium denitrificans) [4; 91]. V posledních 

letech došlo ke zvýšené produkci potravin, které jsou obohacené vitamínem B12 pomocí 
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fermentace in situ, čili dochází k syntéze přímo v dané potravině. [4] Jediným bezpečným 

organismem se statusem GRAS (Generally Recognized As Safe [102]), který je schopen 

biosyntézy aktivní formy vitamínu B12 je Propionibacterium freudenreichii, což z něj činí 

jedinečný nástroj pro komerční produkci vitamínu B12 v potravinách a krmivech [4; 13]. 

Propionibacterium freudenreichii navíc produkuje terapeuticky aktivní vitamín B12 a zároveň 

i jeho neaktivní analog [4]. Samozřejmě známe i další druhy mikroorganismů, které dokážou 

syntetizovat vitamín B12 a jsou označovány jako GRAS, ale z různých příčin jsou pro masovou 

výrobu méně atraktivní. Například bakterie rodu Lactobacillus reuteri neumí v dolní části 

kruhu vázat jiné ligandy než adenin. Tím se vytvořený vitamín B12 stává biologicky neaktivním 

[4; 12; 13]. 

V roce 1995 byla vedoucí firmou průmyslové výroby vitamínu B12 firma Aventis, která 

upřednostňovala bakterie rodu Propionibacterium denitrificans. Propionibacterium 

denitrificans [4] na rozdíl od Propionibacterium freudenreichii byla schopna syntetizovat 

vitamín B12 za čistě aerobních podmínek, což je z hlediska technologie méně náročné [4; 12]. 

Kombinací genetického inženýrství a mutagenizačními postupy se vědcům z Rhône-Poulenc-

Rorer podařilo získat kmen Propionibacterium denitrificans, který produkuje vitamín B12 

v koncentraci 300 mg/l, což znamená 30% nárůst. Tento geneticky modifikovaný kmen 

pokrýval v roce 2002 80 % celosvětové poptávky. Pro zvýšení účinnosti výroby byl geneticky 

modifikován také kmen Propionibacterium freudenreichii, kdy se výtěžek zvýšil 2,2× avšak 

s nízkou účinností ve srovnání s Propionibacterium denitrificans [4]. 

Používání geneticky modifikovaných mikroorganismů při syntéze metabolitů pro profylaxi 

lidského zdraví přináší jisté kontroverze. Mnoho studií se tedy věnuje optimalizaci produkce 

vitamínu B12 za použití mikroorganismů, které nebyly geneticky modifikovány. Tyto studie 

jsou věnovány kmenům, pro které je charakteristická přirozeně vysoká produkce účinného 

vitamínu B12. Byly učiněny pokusy o zlepšení efektivity biosyntézy optimalizací složení 

fermentačního média, výběrem nejvhodnějšího zdroje uhlíku, doplnění mikronutrientů do živné 

půdy [4] nebo iontů kobaltu [4; 12]. Výrazného zvýšení produkce se dosáhlo při obohacení 

kultivačního média prekurzory a analogy vitamínu B12. Hlavním faktorem, který omezuje 

syntézu aktivní formy vitamínu B12 u bakterií rodu Propionibacterium je tvorba metabolitů 

s nižším ligandem, tzv. DMBI [4; 12]. Propionibacterium freudenreichii dokáže aktivní 

vitamín B12 dobře syntetizovat také v matricích na bázi obilovin [13]. 
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5.4 STANOVENÍ KONCENTRACE VITAMÍNU B12 

Pro měření aktivní formy vitamínu B12 v potravinářských materiálech je vhodné používat spíše 

kapalinovou chromatografii než provádět pokusy na zvířatech. Jedná se zejména o vzorky, které 

obsahují analogy vitamínu B12, kde je mikrobiologická analýza nespolehlivá. Chamlagain  

a spol. ve svém článku uvádí, že vhodnou selektivní a citlivou metodou je použití ultra vysoko-

účinné kapalinové chromatografie (UHPLC) po přečištění vzorku na B12-specifické-

imunoafinitní koloně [13]. Nejčastěji se však používá nejcitlivější mikrobiologická metoda. 

5.4.1 MIKROBIOLOGICKÉ STANOVENÍ VITAMÍNU B12 

Pro mikrobiologické stanovení vitamínu B12 se používá tekuté peptonové kultivační médium 

upravené na pH 6,5–6,8 a kultura Lactobacillus leichmannii ATCC 7830 (American Type 

Culture Collection 7830). Inkubuje se 6–24 hodin při libovolně zvolené teplotě mezi 30–40 °C, 

avšak konstantní o ± 0,5 °C. Nakonec se vzorek uchovává v temnu při 10 °C. Rozlišujeme 

několik metod: 

• Titrační metoda pomocí standardní křivky vyjadřující závislost koncentrace/spotřeba 

při titraci 0,1mol/l NaOH, pomocí indikátoru bromthymolové modři nebo do pH 6,8, 

• Turbidimetrická metoda, kdy se po kultivaci buňky odstředí, promyjí roztokem NaCl 

a vysuší na vakuové odparce do konstantní hmotnosti. Po zjištění čisté váhy buněk 

se přidá opět roztok NaCl a proměří se % transmitance proti blanku. Získá se tak 

kompozitní křivka závislosti % T/mg buněk. [103]   
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6 ZMĚNY OBSAHU V DŮSLEDKU TEPELNÝCH ÚPRAV 

Maso je skvělým zdrojem zdravých a kvalitních bílkovin a obsahuje také mnoho tělu 

prospěšných esenciálních prvků jako železo, zinek, vitamín E, vitamín A a také samozřejmě 

většinu z vitamínů B skupiny [104]. Při zpracování a kulinárních úpravách se dá vitamín B12 

považovat za velmi stabilní [6; 10], velké ztráty jsou samozřejmě hlavně na povrchu masa, kde 

je největší kontakt se zdrojem tepla [10; 105; 106], největším důvodem ztrát bývá také 

vyluhování. U masa jsou ztráty závislé na použité kulinární úpravě a bývají v rozmezí 55–70 % 

[6]. Studie naznačují, že velikost ztráty vitamínu B12 závisí hlavně na teplotě a době tepelné 

úpravy, dále je také ovlivňují další složky potraviny [7; 32].  

Řešením pro zachování vyššího obsahu vitamínu v mase se zdá být metoda vaření ve vakuu 

neboli „sous-vide“, není ovšem jasné, zda je konzervace vitamínu způsobena vakuovým obalem 

nebo nižší použitou teplotou [7; 107].  

Pokud srovnáme konvenční ohřev s mikrovlnným, vede si mikrovlnný, co se týče zachování 

vitamínů, o dost lépe [7; 32; 108; 109]. Nicméně i tak dochází k výrazné ztrátě vitamínu B12 

v důsledku jeho degradace [7; 110], a to nejvýrazněji u hovězího masa, vepřového masa a mléka 

[32; 110]. 

6.1 KULINÁRNÍ METODA SOUS-VIDE 

Metoda „sous-vide“ neboli vaření ve vakuu je poměrně moderní metoda kdy jsou suroviny 

vařeny uvnitř tepelně stabilních vakuovaných vacích v kontrolovaných teplotních podmínkách 

po určitý čas. Pro vaření ryb a masa se používají teploty kolem 70 °C. Množství vzduchu 

ve vakuovaném vaku závisí na typu suroviny, obvykle je zbytkový tlak uvnitř vaku 120 mbar. 

Materiál vaku musí splňovat několik podmínek: odolnost k vysokým teplotám, nízká 

propustnost plynů, mechanická pevnost a omezená migrace plastových složek (použitý materiál 

vaku musí být potravinářské kvality). Jedná se o ekonomické a šetrné vaření surovin, dochází 

ke konzervaci vitamínů, je potřeba méně zvýrazňovačů chuti a v pokrmu se zachovává většina 

šťávy [107]. U telecího, jehněčího, vepřového masa a masa sardinek [32] vařeného metodou 

ve vakuu byla úspěšnost zachování vitamínu B12 100 %. U lososa to pak bylo 92 %, u hovězího 

87 %, a u tresky 72 % [7; 111]. 
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6.2 HOVĚZÍ MASO 

Značné ztráty vitamínu B12 lze sledovat u vaření syrového hovězího masa [32].  O hovězím 

mase je známo, že je jedním z nejvíce konzumovaných a má nejvyšší obsah vitamínu B12, 

protože skot má velké množství vitamínu B12 syntetizujících mikroorganismů v bachoru, 

obsahuje také vysoké množství tělu prospěšných bílkovin a minerálních látek. Jedna porce 

hovězího masa denně může spolehlivě zajistit potřebnou denní dávku vitamínu B12 [10; 112-

114].  

Ve výzkumu Czerwonky a spol., který zkoumal změny obsahu tohoto vitamínu v mase tura 

domácího, byl použit dlouhý sval zádový a krční odebraný ze 14 býků. Vzorek byl zchlazen 

na teplotu +2 °C na 10 dní. Poté bylo maso rozděleno na 2 cm plátky pro smažení a grilování 

a na porce pro pečení a porovnání syrového stavu. Tepelná úprava probíhala do té doby, dokud 

vzorky nedosáhly vnitřní teploty 70 °C. Poté byly ochlazeny, naváženy na 100 g, vakuově 

zabaleny a zamraženy při teplotě −80 °C. Celkový obsah kobalaminu byl měřen metodou 

kapalinové chromatografie na nepolárních adsorbentech s SPE kolonkami (využívajícími 

extrakci tuhou fází) a jako detektor byl použit hmotnostní spektrometr s ionizací 

elektrosprejem. Tato metoda je založena na extrakci vitamínu B12 ze vzorku, transformaci 

všech biologicky aktivních forem kobalaminů na kyanokobalamin a poté vícestupňovém čištění 

a kondenzaci vzorku. Biologicky aktivní formy vitamínu B12 ve vzorku byly stanoveny stejně 

jako celkový obsah s tím rozdílem, že byla vynechána transformace na kyanokobalamin. Dále 

musely být zachovány přísné podmínky analýzy jako ochrana expozicí světlem nebo kyslíkem 

[10]. Po provedení měření byly získány hodnoty uvedené v Tabulce 5. 
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Tabulka 5 - Naměřené hodnoty v hovězím mase [10] 

Kulinární metoda Zůstatek vitamínu 

B12 [%] 

Obsah vitamínu B12 

po úpravě 

[μg/100 g vzorku] 

Podmínky úpravy 

Syrové hovězí maso 100 1,75 - 

Grilování 94 1,65 Elektrický kontaktní 

gril, 240 °C 

Smažení 68 1,19 Elektrická pánev, 

180 °C 

Pečení 89 1,56 Horkovzdušná 

trouba, 180 °C 

Z Tabulky 5 můžeme usuzovat, že nejšetrnější metodou je v tomto případě grilování, což vede 

k zajímavému závěru, jelikož zde bylo maso vystaveno nejvyšší teplotě. 

6.3 RYBY A VÝROBKY Z NICH 

Ryby a měkkýši tvoří například pro Japonce až 84 % denního příjmu vitamínu B12 [7; 32; 115]. 

Jak se ale změní jeho obsah v rybím mase při tepelné úpravě? Pokud rybí maso grilujeme, 

vaříme, smažíme, dusíme, nebo připravujeme v mikrovlnné troubě, jeho ztráty jsou až 62 % [7; 

32].  

Jeden z konkrétních výzkumů, který se zabýval změnami obsahu vitamínu B12 vlivem 

kulinárních úprav v mase, sledoval konkrétně maso ryby etrumea velkookého, známého také 

jako sardinka. Koncentrace vitamínu B12 v jeho syrovém mase je 122 ± 7 μg/kg 

a ve vnitřnostech 375 ± 34 μg/kg. Pro výzkum bylo použito testovací B12 medium pro 

Lactobacillus delbrueckii, poddruh lactis. Pro měření zákalu přítomných Lactobacillus 

delbrueckii se používal ultrafialovo-viditelný (UV/VIS) spektrometr. Při přípravě vzorků masa 

byly odstraněny hlavy, kosti a vnitřnosti. Vitamín B12 byl extrahován a testován 

mikrobiologickou metodou pomocí Lactobacillus delbrueckii ATCC 7830. Vzorek masa byl 

nejprve zvážen, tepelně upraven, znovu zvážen a následně homogenizován pomocí 

kuchyňského robotu. Celkový vitamín B12 byl extrahován varem s 0,005% KCN, při pH 4,5 
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pro docílení konverze všech sloučenin vitamínu B12 včetně alkali-rezistentních sloučenin, 

včetně deoxyribózy a deoxyribonukleotidů. Část takto připraveného vzorku byla upravena 

na pH 11 a ošetřena v autoklávu při 121 °C po dobu 30 minut. Reálná hodnota vitamínu B12 ve 

vzorku pak byla vypočítána odečtením hodnoty alkali-rezistentního faktoru od hodnot 

celkového množství vitamínu B12. Syrové maso sardinek bylo připravováno různými 

kulinárními technikami:  

• mikrovlnný ohřev při 500 W po dobu 1 minuty, 

• grilování v konvenční plynové troubě při 180 °C po dobu 7,5 minuty, 

• vaření v parním hrnci po dobu 4,5 a 9 minut za použití běžného rozsahu plynu,  

• smažení ve stolním oleji, 

• vaření ve vakuu (99%) pomocí speciálního ohřívače při 70 °C po dobu 30 minut, kdy 

vnitřní teplota v uzavřeném sáčku byla 75–76 °C [32]. 

Po tepelné úpravě se vzorky nechaly ihned chladnout, dokud nedosáhly vnitřní teploty 3 °C. 

Po zhodnocení byly získány výsledky uvedené v Tabulce 6. 

Tabulka 6 - Naměřené hodnoty v rybím mase 

Kulinární metoda Zůstatek vitamínu 

B12 [%] 

Podmínky úpravy 

Vaření 47 Vroucí voda, 5 minut 

Grilování 59 180 °C, 7,5 minuty 

Vaření v páře 

 

93 4,5 minuty 

41 9 minut 

Smažení 62 180 °C, 2 minuty 

43 180 °C, 4 minuty 

Mikrovlnný ohřev 59 500 W, 1 minuta 

Vaření ve vakuu 100 70 °C, 30 minut 

Z Tabulky 6 je zřejmé, že nejlépe si vede vaření ve vakuu, kdy je zachován 100% obsah 

vitamínu. Dále mu směle konkuruje vaření v páře a také smažení. Lze tedy usuzovat, 
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že  vitamínu B12 u rybího masa nejvíce škodí dlouhé louhování a vystavování vysokým 

teplotám [32].  

6.4 MASNÉ VÝROBKY 

Španělská studie, která se zabývala obsahem vitamínu B12 ve vepřovém mase a masných 

výrobcích použila mikrobiologickou metodu stanovení, blíže nepopsanou. Vzorky masa byly 

složeny z vepřového dvojhlavého svalu stehenního, trojhlavého svalu pažního a dlouhého svalu 

zádového a krčního. Masné výrobky zastupovalo vždy několik vzorků choriza, dušené vepřové 

šunky, vídeňských párků, frankfurtských párků, vepřové a telecí sekané. Chorizo bylo vyrobeno 

ze směsi vepřového a hovězího masa a slaniny nebo tuku s přídavkem soli, papriky a dalších 

povolených přísad, dále naplněno do přírodních nebo umělých střívek a upraveno sušením 

s nebo bez podrobení uzení. Dušená šunka byla vyrobena běžným způsobem ve varné skříni až 

do dosažení teploty 72 °C uvnitř výrobku, tzn. denaturaci bílkovin. Párky byly z tepelně 

opracovaného mletého masa a tuku, plněného do přírodních nebo umělých střívek. Složení 

a úprava sekaných výrobků nebyla blíže popsána. Při měření byly získány hodnoty uvedené 

v Tabulce 7. 

Tabulka 7 - Naměřené hodnoty v masných výrobcích [104] 

Druh vzorku Obsah vitamínu B12 [μg/100 g vzorku]  

Syrové vepřové maso 0,55* 

Chorizo 1,12* 

Dušená vepřová šunka 0,30* 

Vídeňské párky 0,57* 

Frankfurtské párky 0,60* 

Vepřová sekaná 0,45 

Telecí sekaná 0,68 

*Získané hodnoty byly vypočteny jako aritmetický průměr všech vzorků téhož druhu.  

Z výsledků této španělské studie můžeme vyvozovat, že nejlepší metodou pro zachování co 

největšího množství vitamínu B12 je sušení spojené s uzením při výrobě choriza. Nejméně 



37 

 

vitamínu B12 pak bylo nalezeno ve vařené šunce, kde je vysoká ztráta způsobena delší dobou 

louhování.  

6.5 MLÉKO A MLÉČNÉ VÝROBKY 

U pasterace mléka bývají ztráty kolem 10 %, v UHT mléce 10–20 %. V sýrech je zachováno 

cca 60–90 % původního obsahu [6]. Vitamín B12 v mléce degraduje nejen působením tepla, 

ale také světelnou expozicí. Vzhledem k tomu, že se v mléce vyskytuje také vitamín B2, který 

vlivem světelného záření degraduje a uvolňuje volné radikály, kterým je poté vystaven 

přítomný vitamín B12, který vlivem jejich přítomnosti také degraduje. V jedné ze studií byly 

vzorky mléka vystaveny fluorescenčnímu záření po dobu 24 hodin při 4 °C [7]. Koncentrace 

vitamínu se snížila o 1–27 % v závislosti na typu testovaného mléka. Dlouhodobé skladování 

tak může způsobit ochuzení mléka o tento vitamín [7]. 
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7 ZÁVĚR 

Vitamín B12 je velice důležitý pro správnou krvetvorbu, správně fungující nervový systém 

a vytváření molekul DNA v lidském organismu. Příjem tohoto vitamínu je pro dospělého 

jedince stanoven na 2–3 μg/den, v těhotenství a době kojení se poté dávka zvyšuje v souvislosti 

s poskytováním živin dítěti. Nejvhodnější je tento vitamín přijímat z masa a živočišných 

produktů jako jsou vejce, mléko nebo sýry. Mnohé další zdroje, jako například mořské řasy 

nebo korýši, sice obsahují velké množství korinoidů, avšak většina z nich je ve formě neaktivní 

formy vitamínu B12. Rozvinutý průmysl genetického inženýrství umožňuje dostačujícím 

způsobem obohacovat o vitamín B12 i potraviny rostlinného původu. K tomuto se nejčastěji 

využívá kmen Propionibacterium, jehož výhodou je schopnost využití odpadu průmyslových 

výrob.  

Při tepelných úpravách masa jsou ztráty vitamínu B12 různorodé, v závislosti na zvolené teplotě 

a délce tepelné úpravy. Nejšetrnější metodou se zdá být vaření ve vakuu neboli „sous–vide“, 

kdy je retence vitamínu až 100 %. Za další šetrné metody se dá považovat grilování, vaření 

v páře a sušení, kdy jsou hodnoty zbylého vitamínu většinou větší, než 50 %, jelikož se při nich 

maso nenachází v roztoku, do kterého by mohl vitamín B12 přecházet. Z tohoto důvodu je 

nejméně vhodnou metodou pro zachování co nejvyššího obsahu vitamínu B12 v mase vaření.  

Ke stanovení koncentrace vitamínu B12 se nejčastěji používá mikrobiologická metoda pomocí 

Lactobacillus leichmannii ATCC 7830, nebo poté méně často metoda kapalinové 

chromatografie ve spojení s dalšími instrumentálními technikami.  
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