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ANOTACE

Prace pojednava o vitaminu Biz, vénuje se doporu¢enému a skute¢nému piijmu, problémim

Mrwe

Préce se zabyva také vyrobou a biosyntézou tohoto vitaminu. Zaméiuje se na jeho stabilitu pii

tepelném zpracovani riznymi technologiemi.

KLICOVA SLOVA

vitamin Bi2, potrava, propionové bakterie, kulinarni apravy

TITLE

Vitamin B2 in food.

ANNOTATION

The thesis is about vitamin By.. 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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UvVOD

Maso a zivocisné produkty jsou dulezitym zdrojem bilkovin, ale hlavné obsahuji mineralni
latky a vitaminy. V mase se vyskytuji vitaminy A, D, E, K, B1, Bz, Bs, Bs a Bio. Prave
vitamin B12 byva Casto diskutovanym, a velice dalezitym vitaminem pro lidsky organismus.
Jeho nedostatek mtize mit fatalni nasledky na lidské zdravi a jednim z nejcastéjSich projevi
nedostatku vitaminu B12 je chudokrevnost. V poslednich letech se intenzivné rozvinul trend
vegetarianstvi a veganstvi, coZ ma za nasledek snahu obohatit potraviny rostlinného pivodu

0 vitaminy, které se v nich bézn¢ nevyskytuji, jako je prave vitamin Bio.

Moznym rizikem znehodnoceni vitamint u potravin Zivo¢isného piivodu je velmi ¢asto tepelna
uprava ptfed jejich konzumaci pro zamezeni mikrobialni kontaminace a zajisténi lepsi
stravitelnosti. Otazkou je, jak moc tepelné zpracovani ovliviiuje ptitomné vitaminy a jejich
obsah.

Pti stanoveni vlivu tepelnych Uprav na vitaminy B-skupiny se nejcastéji stanovuji vitaminy By,
B2, Bs a informace o vitaminu Bi12 jsou méné Casté. Divodem je zfejmé obtiznéj$i metoda
stanoveni. Z divodu omezené¢ho mnozstvi informaci je naro¢né zjistit, ktera z metod tepelné

upravy masa je pro vitamin Bi, Setrné&jsi.
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1 VITAMIN B1,

1.1 STRUKTURA A VLASTNOSTI

Vitamin B2 je jeden z osmi vitamind patiicich do B skupiny [1]. Jako vitamin Bi2 je oznacovan
souhrn slou¢enin, které maji v centru jadra podobného porfyrinu jeden atom kobaltu [2-5]. Maji
hydrogenovana témét planarni pyrrolova struktura, ktera ptfipomind porfyritovy cyklus
hemovych barviv a chlorofyld, diky tomu se témto slou¢eninam piezdiva korinoidy [3; 4; 6-
10]. Struktura molekuly kobalaminu je vyobrazena na Obrazku 1. Jeho molekulova hmotnost
je 1355,4 g/mol, je stabilni ve vodném roztoku v rozmezi pH 4-7 az do teploty 120 °C bez
vyznamnych ztrat [7; 11] a patfi mezi vitaminy rozpustné ve vod¢. Substituenty ve struktufe
jsou vétsinou methylové skupiny a amidové zbytky (4 molekuly propionamidu a 3 molekuly
acetamidu) [3; 6]. Propionamidové zbytky maji a-orientaci a acetamidové B-orientaci. Jiz
zminény atom kobaltu tvoii az 6 koordinacnich vazeb s ligandy. Je koordinovan na vSechny
Ctyti atomy dusiku pyrrolovych jader, patou koordinacni vazbou je vazan na druhy atom dusiku
5,6—dimethylbenzimidazolu [4-7] v takzvané a-poloze, avSak ne u vSech korinoidd je tato
poloha obsazena. Pravé 5,6—dimethylbenzimidazol je zodpovédny za pozitivni vliv
na organismus ¢loveéka [4; 7; 12]. Pokud poloha obsazena je, jedna se o kobalaminy [4; 6].
Korinoidy nesouci jinou bazi na paté poloze nez 5,6—dimethylbenzimidazol jako nizsi ligand
se v piirodé také vyskytuji a jsou syntetizovany primarné uréitymi bakteriemi [2; 6]. Sestou
koordinaéni vazbou v B-poloze mohou byt vazany rizné skupiny ¢i slouceniny, nebo nemusi
byt poloha viibec obsazena [4; 6]. Pokud je tato poloha obsazena jinym substituentem, jako
naptiklad adeninem, jedna se 0 tvz. Pseudovitamin B1, ktery je aktivni pouze u bakterii [4; 13].
Dal§im ligandem mize byt hydroxylova skupina (vitamin Bi2a neboli hydroxykobalamin)

a voda (akvakobalamin).

Synteticky vitamin kobalamin, ktery se pouziva ve farmaceutickych ptipravcich, obsahuje jako
ligand kyanidovy anion. Kyanokobalamin muze v organismu vznikat pii otravé kyanidy.
V zé4vislosti na reakénich podminkdch se mize véazat napt. také sifi¢itanovy anion

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

1.2 BIOLOGICKA AKTIVITA

Gastrointestinalni absorpce vitaminu Bi2 ze stravy je u clovéka komplexni proces [7].
Po peroralnim pfijeti kobalaminu, ktery se uvolnil z bilkovin v potraving, je vytvoren komplex
s glykoproteinem zvanym haptokorrin, vzniklym v bunikdch Zaludecni sliznice. Po proteolyze
vzniklého komplexu pankreatickymi protedzami ve dvanactniku se znovu uvolnény
vitamin B12 vaze na vnitini neboli gastricky faktor. Takto vytvotfeny komplex vnitiniho faktoru
a vitaminu miZe vstupovat do bunék sliznice tenkého stfeva endocytézou, kterou

zprostiedkovavaji receptory [2; 6; 7].

Kobalamin obsazeny v potravinach, 1écich ¢i doplicich stravy je v organismu dale pieménovan

na aktivni koenzymové formy 5°-deoxyadenosylkobalamin a methylkobalamin [1; 6; 7; 10].
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Tyto koenzymy zodpovidaji jak za intramolekularni pteskupovani alkylovych skupin
(adenosylkobalamin) pti odbouravani mastnych kyselin slichym pocétem uhlikd [2; 6; 7]
arozvétvenym fetézcem, tak i za pienos methylovych skupin (methylkobalamin) [2; 6].
Jednoduse fe¢eno, katalyticka aktivita vitaminu souvisi s pfenosem jednouhlikatych zbytku,
Stépenim vazeb C-O a C-C. [6] Dalsi dvé biologicky aktivni slou¢eniny, jsou hydroxykobalamin
a kyanokobalamin [10]. V potravinach se pfirozené vyskytuji 5’-deoxyadenosylkobalamin,
methylkobalamin a hydroxykobalamin [8-10].

Role vitaminu B12 v bunééném metabolismu je tizce spjata s folatem, neboli kyselinou listovou
[1; 15; 16]. Tyto dvé slouceniny jsou dilezité pro methionin syntdzovou reakci, kdy
se methylova skupina pfevadi z methyltetrahydrofolatu (také znamy jako kyselina
levomefolova) na homocystein, kdy methylkobalamin piisobi jako koenzym a vznika methionin
[1; 7; 15; 16]. Vysledny H4-folat se poté zpiistupni tvorbé methylen-H4-folatu, coz je forma,
potiebna pro syntézu thymidinu, ktery je dale dulezity pfi replikaci a opravé DNA [1; 15; 16].

Vitamin Bi» se podili také na konverzi methylmalonyl-CoA (kyselina methylmalonova
navazana na koenzym A) na sukcinyl-CoA pomoci enzymu methylmalonyl-CoA mutasy, kdy
adenosylkobalamin pisobi jako kofaktor. Sukcinyl-CoA je hlavnim prostiedkem cyklu
trikarboxylové kyseliny. Pfi nedostatku vitaminu Bi» dochazi k akumulaci substrati obou
reakci, zavislych na pfisunu tohoto vitaminu. Tento stav vede ke zvySeni hladin

methylmalonové kyseliny a homocysteinu v plazmé [1; 17; 18].
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2 PRIJEM VITAMINU B1,

2.1 DOPORUCENE HODNOTY

Pozadavky na pfijem vitaminu Bi2 se samoziejmé li§i v zavislosti na véku a fyziologickém

stavu jako je napftiklad t€hotenstvi [1; 2; 6], coZ je nazorné vidét v Tabulce 1. Doporu¢ena denni

davka vitaminu Bi2 se posuzuje podle méteni

a hematologickych parametra [2; 4; 6].

Tabulka 1 - Doporudeny piijem vitaminu B2 [2; 6]

koncentrace vitaminu Bi2

Vék Vitamin B12
ug/den ug/MJ* (nutri¢ni hustota)

muzi zeny

Kojenci
0-3 mésica** 0,4 0,2 0,21
4—11 mésict 0,8 0,27 0,28

Déti
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
Dospivajici a

dospéli
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
Téhotné*** 3,5 0,38
Kojici**** 4 0,37

Vv plazmé

*- Vypoctend hodnota pro dospivajici a dospélé s prevazné sedavou ¢innosti (hodnota PAL

1,4)

**_ Odhadovana hodnota
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***_ Dulezité pro doplnéni zasob a udrzeni nutricni denzity

****. Zvyseni asi o 0,13 pg vitaminu B12 na 100 g matefského mléka [2]

Lidé konzumujici velké mnozstvi zivoc¢isnych produkt nebo uzivajici dopliky stravy nemaji
problém splnit doporuc¢enou denni davku 3 pg [1; 2; 6], nékteré zdroje uvadéji 2-3 pg nebo

I vice, ale za obecnou hodnotu povazujeme 2—3 pg denné [1].

V téhotenstvi a dobé kojeni je dulezité zménit pfisun vitaminu By, tak, aby byl snadno
dosazitelny také pro plod a kojence. Vzhledem k tomu, Ze béhem t&hotenstvi dochazi
K hlubokym fyziologickym a anatomickym zménam, které se vyskytuji prakticky ve vSech
organech, nelze pouzivat referen¢ni hodnoty stanovené u netéhotnych Zen [1; 19]. Zména stavu
zeny se projevi poklesem obsahu biochemickych markert (holotranskobalamin, kyselina
methylmalonova nebo homocystein). Celkova hladina vitaminu B12 béhem téhotenstvi klesa [1;
19; 20; 21], zatimco hodnota holotranskobalaminu zistava relativné stabilni nebo jen lehce
poklesne [1]. Co se ty¢e homocysteinu nebo kyseliny methylmalonové, jejich hladina stoupa

pievazné béhem druhého trimestru [1].

Bé&hem téhotenstvi plod obdrzi 0,1-0,2 pg denné, coz je celkem zhruba 50 pg vitaminu Bi2
za celou dobu téhotenstvi [4; 6]. U matky tedy dochazi k poklesu koncentrace vitaminu Baz,
proto je doporucovana zvysSena davka o 0,5 pg denné, avSak pouze jako preventivni opatieni
pfed nezjisténym sniZzenim zéasob vitaminu Bi2 a také pro udrZeni vysoké nutri€ni hodnoty.
To stejné plati v obdobi laktace, kdy je doporucovano zvysit davku vitaminu Bi20 1 pg denné
[1; 4; 6; 15].

Doporucovana davka pro malé kojence je odhadovana na 0,4 pg denné podle zaokrouhlené
hodnoty vitaminu B, vV matefském mléce. Diky rozdéleni pfijmu potravy na 4-6 davek denné
je kojenec schopen dobie pfijmout a vstiebat vitamin Bi2, proto je také jeho denni davka mensi
nez u dospélych. U starSich kojenct uz se doporuc¢ovana denni davka zvySuje s ptihlédnutim

ke zvySovani télesné hmotnosti [2].

U déti od 1 roku a dospivajicich dochazi k rychlému ristu a potieba vitaminu Bi2 je tak
mnohem vyssi [1; 22; 23]. Nizsi pfijem vitaminu B2 zZ matefského mléka, prodlouzené kojeni
a nedostateCny pfijem zivocisné stravy jsou rizikové faktory pro nedostatek tohoto vitaminu.
Béhem prvnich mésict Zivota se hladina vitaminu Bi2 snizuje, zatimco homocystein a kyselina

methylmalonova se zvySuji. Hlavni rozdil téchto hladin byl zjistén u kojenych déti ve veku
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4 — 6 mésicu [1; 23; 24; 25]. Po 6. mésici veku se hladiny B12 zvysSuji a maxima dosahuji béhem
3. a 7. roku zivota, v obdobi dospivani dochazi opét k poklesu. Koncentrace homocysteinu
V plazmé se snizuje na hodnotu <6 umol/l, a to az do zminéného véku 7 let, kdy se poté opét
zvysuje. Stiedni hladina kyseliny methylmalonové v plazmé se po 6. mésici veéku snizuje
a zustava po celou dobu détstvi nizka, a to v koncentraci <0,26 pmol/l [1; 23]. Béhem prvnich
dvou let zivota mizeme podle hladiny homocysteinu usuzovat stav obsahu vitaminu Bio,
u starSich déti a dospélych uz to nelze, jelikoz stav homocysteinu spi§ odrazi obsah folatu [1;

23].

U kojenci je hladina kyseliny methylmalonové nepfimo spojena s hladinou vitaminu Bao,
ale koncentrace kyseliny methylmalonové je relativné vysoka po celou dobu distribuce
vitaminu Bi2, oproti starSim détem. VysS$i hladina kyseliny methylmalonové miize byt
zpusobena stfevni absorpci propionatu a dalSich prekurzorG této kyseliny, které jsou
produkovany intestinalnimi bakteriemi, nebo rozkladem mastnych kyselin s lichym fetézcem,
které jsou pfijimany z matefského mléka [1; 23; 26]. Hladina vitaminu Bi2 u kojenct, déti
a dospivajicich je siln¢ zavisla na plivodu jedince a jeho rodinnych pomérech, zahrnujeme zde

socioekonomické faktory, stravovaci navyky, hygienu, nabozenské a kulturni praktiky [1; 27].

2.2 SKUTECNY PRIJEM

Denné je obvykle pfijimano 3-31 pg vitaminu B> a je absorbovan z 20—70 %, deficience
se tedy da povazovat za vzacnou vyjma striktnich vegetariant a veganu [1; 6; 7; 13; 15], jejichz
denni ptijem vitaminu B2 je pouze 0-0,25 pg [1; 28], nebo lidi zijicich v rozvojovych zemich,
kde je snizena konzumace zivo€iSnych vyrobkt nedobrovolna [1; 7; 13; 29], vzhledem
ke kulturnim, naboZenskym, osobnim nebo finanénim diavodium [1; 7; 30]. V rozvojovych
zemich byvaji také problémem gastrointestinalni infekce a nakazy [1; 31]. Za normalnich
podminek se metabolickou drdhou v organismu pfeméni ze zasob (pfedevsim v jatrech) 2-5 mg
vitaminu Bi> denné. Je dulezité, aby si organismus vytvofil dostate¢né zasoby vitaminu Bio,

jelikoz se jeho nedostatek nebo porucha vstiebavani projevi klinickymi ptiznaky az po letech

[2].
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3 ZDROJE VITAMINU B1,

Vice nez dvé tretiny celkového pfijmu vitaminu Bi2 jsou piijaty béhem hlavniho jidla,
ze smiSené¢ stravy se absorbuje prumérné 50 %, u starSich lidi je toto ¢islo jesté mensi. Proto je
tteba piijmout celkovou doporuc¢enou denni davku, aby byla pokryta spotfeba vcetné ztrat
zpusobenych neabsorbovanym vitaminem Bi2. Nadmérny piijem vitaminu B, tedy ¢lovéku

neskodi [6].

Lidsky organismus je pln€ zdvisly na pfijmu vitaminu Bi2 z potravy i pfes to, ze je tvoien

sttevnimi bakteriemi v tlustém stfevu, a to ve velkém mnozstvi [1; 2].

3.1 ZIVOCISNE ZDROJE

Nejvyznamnéj$im zdrojem vitaminu B2 jsou jatra, dale pak maso, ryby, vejce, syry a mléko [1;
2; 4; 7; 13; 32]. Zvyseny vyskyt je pak v mase prezvykavcu [2; 4]. Najit ho mizeme také
v moiskych fasach nebo korySich a meékkysich [4; 7; 32]. Mezi jedny z nejcastéji
produkovanych fas a sinic potravinafskymi a farmaceutickymi podniky na svété pro vyrobu
potravinovych doplikd obsahujicich vitamin Bio patii rody Spirulina, Aphanizomenon
aNostoc [7; 33]. Vyzkumy ovSem prokazaly znatelnou pfitomnost neaktivni formy
vitaminu B2 pomoci chemiluminiscen¢ni metody (az 17%) a proto se tento druh potravinovych
dopliiki nedoporucuje u rizikovych skupin jako jediny nastroj pro doplnéni tohoto vitaminu
Vv téle, jedna se o vegetariany, vegany nebo starsi lidi [7; 34]. U moiskych koryst a mekkysu je
tomu podobné, jako u moiskych fas nebo sinic. Obsah vitaminu Bi> byl stanoven
mikrobiologickou metodou u nékterych nejpopularnégjsich zivocicht jako jsou ustfice nebo
slavky, tato metoda poskytuje hodnoty né¢kolikandsobné vétsi nez chemiluminiscenéni metoda,
avsak ukazuje pouze celkovou hodnotu vitaminu Bi2 bez rozdéleni na G¢innou a neucinnou
formu [7; 35]. Pomoci vicestupniové hmotnostni analyzy se vSak ukazalo, ze vzorky obsahovaly
podstatné mnozstvi neaktivni formy vitaminu Bi> [7; 36]. Proto nelze ani tento zdroj

vitaminu Bi2 povazovat za adekvatni [7].

Biologicka dostupnost z mléka je lepsi nez u jinych zivocisnych zdroju [1; 22]. Pfi srovnani
kravského a matetského mléka je vitamin B, snadno dostupnéjsi z mléka kravského, coz miize
Castecné souviset s tim, ze je v kravském mléku koncentrace vitaminu Bio vyssi [1; 37].
V mléku je hlavnim vitaminem adenosylkobalamin a methylkobalamin [6]. Transkobalamin
obsazeny v kravském mléce, ktery je dale pfeméiovan na jiz zminény methylkobalamin
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a adenosylkobalamin,

podporuje

intestinalni

bunécnou absorpci

[1;

38]. Moznost,

ze transkobalamin nebo jiné faktory v mléce obsazené mohou zvysit absorpci vitaminu By,

by mohly mit disledky jak pro prevenci, tak pro 1é¢bu deficitu vitaminu Bi2 [1]. Navic pokud

pii vyrob¢é zakysanych mléénych vyrobkd pouzijeme kulturu Propionibacterium shermanii,

tak obsah vitaminu vzroste az tficetinasobné [6]. V syrech a vaje¢ném Zloutku se vitamin Bio

vyskytuje ve formé methylkobalaminu [6].

Doporuceny denni piijem pokryva ze 70 % maso a vyrobky z néj, dale také mléko a mlécné

vyrobky (20 %), vejce (9 %) a cerealni vyrobky (asi 2 % coz je zanedbatelné mnozstvi) [6].

Do tkani bylozravca se vitamin Bi2 produkovany intestinalnimi bakteriemi dostane absorpci.

U ostatnich zivocicht je tato absorpce nizsi a vitamin se ziskava z potravy zivocisného ptivodu

nebo z potravy kontaminované bakteriemi produkujicimi tento vitamin [6].

6]

Tabulka 2 - Obsah Kkorinoidii v nékterych potravinach
Potravina pg/kg v jedlém podilu
Vepiové maso 6-10
Hovézi maso 20
Kureci maso 5
Veptovd jatra 500-1220
Ryby 13-28 [6] nebo az 89 [7]
Mléko 3[6] —38][6; 7]
Syry 6-17
Vejce 7[6]-13[7]
Mofisti korysi 524 [7]

SuSené moiské fasy
(Porphyra, Chlorella)

770 — 2000 [7]

Z Tabulky 2 je patrné, ze maso obsahuje 5-20 pg/kg korinoida zatimco jatra obsahuji vitaminu

mnohonasobné vice (ledviny obsahuji >200 pg/kg) [6]. Moisti korysi a fasy maji hodnoty

obsahu korinoidl nejvyssi, ale jak jiz bylo popsano vySe, nejedna se z velké vétsiny o aktivni

formu vitaminu B1o.
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3.2 ROSTLINNE ZDROJE

Potraviny rostlinného ptivodu nejsou vhodnym hlavnim zdrojem vitaminu B12 a obsahuji jeho
stopy, pokud byly zpracovany bakteridlnim kvaSenim. Jedna se napiiklad o mlé¢éné kvaSeni
pii vyrobé¢ kysaného zeli, kdy se pouzivaji bud’ propionové bakterie [7; 39], nebo kvasinky rodu
Candida subtilis [2; 6; 13]. Malé mnozstvi vitaminu B12 bylo nalezeno také v lusténinach [6].
Co se tyce Cerstvé zeleniny, stopové mnozstvi (<0,1 ng/100 g) se vyskytuje v brokolici, chiestu

nebo mungo klic¢cich [7]. Pii Setrné ptipravé je hodnota ztrat vitaminu B12 cca 12 % [2].

3.3 MIKROBIALNI ZDROJE

Ur¢ité organismy v travicim traktu jsou schopny vytvofit vitamin Biz [2-4; 32]. Mikrobialni
sttevni mikrofléra je velice riznoroda, rody jako Klebsiella nebo Pseudomonas jsou
poskytovatelé vitaminu B, jiné druhy mikroorganismti mohou vitamin transformovat na jiné

korinoidy, zatimco vétSina patii mezi jeho spotiebitele [1; 40].

3.4 POTRAVINOVE DOPLNKY

Vitamin Bio mizeme nalézt také v multivitaminovych a mineralnich doplicich [7; 41], kde
mize degradovat vlivem pfidaného vétsiho mnozstvi vitaminu C a médi [7; 42]. Samotny
vitamin C ani méd’ nedegraduji vitamin B2, ale pouze jejich kombinace, coZz dokazal vyzkum
potvrzeny tenkovrstvou chromatografii [7; 42]. Taktéz bylo dokazano, ze nékteré z produktl
této degradace blokuji metabolismus vitaminu Bi> Vv bufikach savct [7; 41]. Degradace
vitaminu B2 vlivem vitaminu C a médi byla vyrazné potlacena pfidanim urcitych antioxidantt,

jako je karnosin nebo anserin [7; 42].
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4 FUNKCE A PROJEVY NEDOSTATKU VITAMINU B
V LIDSKEM TELE

Vitamin Bi2 je pro télo nezbytny pro spravnou funkci tvorby ¢ervenych krvinek v kostni dfeni,

tento d¢j nazyvame erytropoéza [4].

4.1 PRICINY NEDOSTATKU

K deficitu muze dochazet pii snizené produkci vnitiniho faktoru, potfebného k absorpci
vitaminu B (a ktery je znamy také jako zaludec¢ni intrinzitni faktor) [1; 15]. Dochézi k tomu
po resekci zaludku nebo po chronickém zanétu zaludeéni sliznice, kdy uz se vnitini faktor
netvoii a onemocnéni také zpusobi poSkozeni bunék, tvoticich zaludeéni kyseliny [1; 7; 43].
Problémem mohou byt také tézké zanétlivé zmény v distalnim ileu, které zabrani resorpci

komplexu vitaminu B12 S vnitinim faktorem [1; 2; 6].

S nedostatkem vitaminu Bi2 se spojuje také zhorSena degradace bilkovin. Rozstépeni bilkovin,
pochazejicich z potravy a haptokorinu, ktery pochézi ze slin a Zluci, je nezbytné pro pfenos
vitaminu Bi2 do vnitfniho faktoru ve dvanactniku. Haptokorin je protein vazajici Bi2 a je
pritomny v mnoha télesnych tekutinach a chrani ho pti priichodu kyselym prosttedim Zaludku.
Pokud dochazi ke snizené sekreci zalude¢nich kyselin spojené s chronickou gastritidou, nebo
pokud dlouhodobéd 1écba inhibitory protonové pumpy zhorSuje uvoliiovani vitaminu Biz

z potravy, muze dochazet k nedostatku i pies dostatecnou tvorbu vnitiniho faktoru [1; 44-46].

Dalsimi rizikovymi faktory, které mohou zplsobovat nedostatek vitaminu Bi> je infekce
Helicobacter pylori, nadmérny rast stfevnich bakterii, zdédéné naruSeni transportu
vitaminu B12 v krvi nebo intracelularnim metabolismu, Spatna skladba stravy, ktera nezajistuje
dostatecny piijem vSech zivin, alkoholismus, koufeni a dlouhodobé uzivani 1éku [1]. Existuje
vice druhii 1ékt, které ovliviiyji stav vitaminu Bi2 v lidském téle. Jsou to naptiklad léky
ovliviujici sekreci zaludeénich kyselin, nebo zalude¢ni pH (napf. jiz zminéné inhibitory
protonové pumpy pro potlaceni tvorby kyseliny chlorovodikové v zaludku [47; 48]) nebo 1éky
ovlivityjici absorpci nebo metabolismus vitaminu Bi2, kdy se sniZzuje hladina Bi2 Vv krevnim
séru prostiednictvim znamych mechanismui, mezi tyto léky patii naptiklad cholestyramin [1],
ktery patéi do skupiny adsorbentti zlu¢ovych kyselin [49], nebo napf. metformin pro 1é¢bu

diabetu [1; 50; 51]. Celiakie nebo Crohnova choroba ovliviiuje lidské ileum, coz vede ke
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snizené absorpci vitaminu Bz v disledku poskozené sliznice [1; 15; 52]. Green a spol. ve svém
¢lanku uvadi, ze obsah vitaminu Bi> se snizuje také v dusledku infekce virem HIV nebo
anestézii provedenou oxidem dusnym [1]. Oxid dusny obsaZeny v anestetickém plynu
inaktivuje vitamin Bi» prostfednictvim ireverzibilni oxidace jeho koenzymové formy,
methylkobalaminu, pfimo v misté zavislém na syntéze B12 z methioninu [1; 53]. V zavislosti
na fyzickém stavu osoby a mnozstvi vitaminu B12 V jeho téle, nebo také na ¢etnosti a mnozstvi
plynu, kterému byla osoba vystavena, se muze hodnota vitaminu Bi> snizovat prudce nebo

pozvolné [1; 54; 55].

U starsich lidi mtize ¢asto dochazet k atrofii sliznice zaludku, coz vede k deficitu stejné tak jako
strava chuda na vitamin Bio. Pfi vyvinuti atrofické gastritidy dochazi k naruSeni absorpce
a reabsorpce vitaminu Bio, coz vede po delSi dob¢ k nedostate¢né saturaci vitaminem Bio,
a to se poté projevuje jako porucha enzymatickych pochodu. Proto se u starSich lidi vSeobecné

doporucuje zvySeny piijem vitaminu B12 v podob¢ suplementu [1; 6; 7; 15].

4.2 PROJEVY NEDOSTATKU

Od dostatku vitaminu Bi2 ke klinické nedostatecnosti té€lo prochéazi fazi nedostatku, ktery
se projevuje nékolika symptomy. Deficience adenosylkobalaminu se projevi akumulaci
kyseliny methylmalonové [1; 56] a nedostatek methylkobalaminu ma za nasledek zvySenou
hladinu homocysteinu v krvi a tkanich, dochazi ke zpomaleni syntézy methioninu, jelikoz je
jeho koenzymem a diky tomu se zpomali syntéza S-adenosylmethioninu, ktery je potiebny pro
epigenetické reakce, vcetné methylace DNA a RNA (spojovani methylové skupiny
s cytosinem), histonti a dalSich regulatori genové exprese, jelikoz je donorem methylové
skupiny. S-adenosylmethionin se také podili na biosyntéze dopaminu a serotoninu. Pfi
akumulaci homocysteinu miize dochazet k bunéénému stresu, apoptéze a homocysteinylaci
funkénich proteint v krvi a tkanich [1; 10; 56; 57]. Jako samoziejmost Ize brat také klesajici
obsah komponentd vitaminu Bi2, které jsou vazany na transkobalamin (znamy také jako
holotranskobalamin). Tato faze nedostatku predchazi jakymkoli vétSim projevim klinické
nedostatecnosti, byva také oznacovan jako subklinicky [1; 56]. Subklinicky stav pacienta je pro
lékate vétSinou obtizné feSitelny, jelikoz nedokazou zjistit, zda bude postupovat ke klinické
nedostateénosti, nebo zlstane v chronickém, avSak stabilnim stavu [1; 58; 59; 60]. V dnes$ni
dobé¢ je mozno identifikovat také slabsi stupeii nedostatku vitaminu Bi2 diky zavedeni testi

na metabolity kyseliny methylmalonové (MMA) a homocysteinu V klinické praxi. Timto
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se znaéné rozsitilo podvédomi o tom, co v§e mizeme piipisovat nedostatku vitaminu Bz [1;

61; 62].

Pti pokroc¢ilém nedostatku vitaminu Bi> a vnitinimu faktoru dochazi k anémii s velkymi
¢ervenymi krvinkami, odborn¢ nazvano megaloblasticka anémie, v dasledku poruchy tvorby
bun€k v kostni dfeni, coz zpusobuje inhibice syntézy DNA [1; 2; 4] nebo ke zhoubné
chudokrevnosti, kdy vlastni télo bojuje proti buitkdm tvoticim ¢ervené krvinky a hemoglobinu,
toto onemocnéni 0znac¢ujeme jako pernicidézni anémie [1; 3; 6; 15; 63; 64], Fang a spol. ve svém
¢lanku uvadéji, ze vitamin Bi2 inhibuje vyvoj pernicidozni anémie u zvifat [3]. Pernicidzni
anémie predstavuje zdravotni riziko u lidi vSech vékovych kategorii, avSak se stoupajicim
veékem jeji vyskyt stoupd. Odhady fikaji, Ze toto onemocnéni postihuje pouze 2-3 % jedinc,
jejichz vek je nizsi, nez 65 let [1; 52; 65].

Dal$im projevem nedostatku vitaminu Bi2 je degenerace nékterych oblasti michy, coz miize mit
za nasledek trvalé poSkozeni nervového systému [1; 2; 4]. Onemocnéni, které spojujeme
s nedostatkem vitaminu B> jsou také aterosklerdza, srde¢ni choroby a neurologické choroby
jako paralyza koncetin nebo letargie [4]. S nedostatkem se spojuje také zvySena nachylnost

DNA ke zménam methylace a poSkozeni molekuly [1; 4].

V Tabulce 3 jsou popsany dalsi pfiznaky a projevy nedostatku u kojenct, ptiznaky nedostatku

u starSich déti a disledky nedostatku u dospélych.
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Tabulka 3 - Disledky a priznaky nedostatku vitaminu Bi12 nebo stavu s jeho nizkym

nedostatkem
vitaminu B12

obsahem v téle
Piiznaky Diisledky u kojencii Piiznaky Diisledky
nedostatku u matek s nizkym nedostatku u nedostatku nebo
kojencu stavem nebo starSich déti nizkého stavu

vitaminu B12 u

dospélych

Odmitani stravy [1;

Postizeny vyvoj ditéte

Horsi skolni vykon

Megaloblasticka

66]

K neurodegenerativnim
porucham v dospélosti

[1; 52]

66] [1; 66] [1] anémie [1; 15; 52;
64; 67]
Zacpa [1; 66] Ptispévek ke Snizend hmotnost Degenerace michy
kardiovaskularnim [1; 68] [1; 64; 69]
onemocnénim v
dospélosti [1; 52]
Apatie [1; 66] Piispévek Mala vyska a obvod | ZhorSena funkce
K psychiatrickym hlavy [1; 68] senzorickych a
onemocnénim v perifernich nervu [1;
dospélosti [1; 52] 70]
Podrazdénost [1; Ptispévek Megaloblasticka Kognitivni poruchy

anémie [1; 68]

paméti) [1; 71-74]

(demence, ztraty

Ttes a myoklonické
zachvaty [1; 66]

Prispévek k rozvoji
diabetes v dospélosti
[1; 75]

ZhorSeny dusevni a

socialni vyvoj [1;
76; 77; 78]

Deprese [1; 79]

Pomaly rist, maly
obvod hlavy a
poskozeni mozku

Kratkodoba pamét’ a

pozornost [1; 76-78]

Onemocnéni kosti
[1; 80; 81]

[1]
Zpozdény vyvoj Ubytek sluchu [1;
v¢etné motoriky [1; 82]
66]
Pancytopenie* [1] Makulérni
degenerace** [1,
83]

*Soucasné snizeni mnozstvi vSech druhti krevnich bunék, jedna se tedy o souhrnny nazev pro

vice krevnich onemocnéni jako napiiklad krevni anémie nebo leukopenie [84; 85].
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**Zavazné oéni onemocnéni postihujici o¢ni sitnici, presnéji jeji ¢ast, kterou nazyvame zluta

skvrna. Dochazi ke ztraté centralniho vidéni nebo az k uplné ztraté zraku.
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5 VYROBA

Vzhledem ke zvySujicimu se poctu vegetarianti a vegant po celém svété se zkouma zpisob, jak
obohatit vyrobky rostlinného piivodu o vitamin B2 [7; 12; 13]. U¢innym feSenim se zda byt
obohacovani pomoci mikroorganismi, které produkuji vitamin B [12; 13; 86-88]. Jedna se
0 Setrny zpusob bez zvySovani vyrobnich ndkladi, a umozinuje zajistit lidem trpicim
nedostatkem piijem vitaminu Bi2, aniz by museli uzivat vitaminové preparaty [12; 88]. Existuji

dva zpusoby, jak syntetizovat vitamin Bio:

e pouziti bakteridlnich kultur, které obohacuji potraviny pomoci fermentace, pii které
se tvoti vitamin Biz [4; 12; 86],
e chemicka cesta, ktera je technologicky narocna a financné ndkladna vzhledem

Kk rozsahlé mikrobialni syntéze [4].

Bylo vynalozeno zna¢né Usili pro obohaceni n€kterych rostlinnych potravin jako naptiklad
tempehu nebo fermentované zeleniny [7; 13]. Obsah vitaminu Biz je pfed obohacenim velice
nizky az nedetekovatelny [7], po obohaceni pomoci fermentace jeho koncentrace zna¢né kolisa,
a to vrozmezi 0,7-8 pg/100 g [7; 89], nebo také 1,6-80 pg/l, v zavislosti na pouzitych
mikroorganismech a kultiva¢nich podminkach [13]. Napiiklad pfi fermentaci tempehu jsou
za produkci vitaminu B2 zodpovédné bakterie Citrobacter freundii a Klebsiella pneumoniae
[13]. V sdjovém jogurtu byla zjisténa koncentrace vitaminu B2 180 pg/l, ten byl fermentovan
bakteriemi Lactobacillus reuteri kmen ZJ03. Bylo prokazano, Ze podavani tohoto jogurtu
t€éhotnym mysim a jejich potomkim koriguje nedostatek vitaminu Biz. Problémem vSak je,
Ze analyza vitaminu Bi2 byla provedena mikrobiologicky, takZe nelze rozliSit aktivni
a neaktivni formy vitaminu. Charakterizace typu slouceniny vitaminu B2 ve fermentovanych
produktech je samoziejmé stézejni pro cilenou aplikaci fermentujicich mikroorganismi
do potravin. Napriklad jiz zminény Lactobacillus reuteri produkuje pseudovitamin s adeninem

jako niz§im ligandem, ktery je pro ¢loveéka neaktivni [12; 13].

Dale jsou tento vitamin schopny vytvofit nékteré padni mikroorganismy, archaebakterie a tvofi
se také v odpadnich vodach nebo pfirodnich hnojivech. Jednd se o dilezit¢ organismy

pro budouci technologie [4].
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5.1 BIOSYNTEZA

Proces syntézy vitaminu muze probihat dvéma alternativnimi pochody: aerobni [5] (studovana
u Pseudomonas [4] denitrificans [3; 90; 91]) nebo anaerobni cestou [5] (studovana u Salmonella
[4] typhimurium [3; 90; 91], Bacillus [4] megaterium [3; 90; 91] a Propionibacterium shermanii
[3; 90; 91]). Nékteré kmeny mohou syntetizovat kobalamin absorpci korinoidit pomoci
zachranné cesty [3; 92]. Zachranna cesta je efektivni zplsob pro bakterie a archea k ziskani
kobalaminu, co se tyc¢e nakladi na energii [3; 93]. Biosyntéza vSech tetrapyrrolovych pyruvata
Vv rostlinach a vétsing bakterii zacina pfidanim glutamatu k tRNA pomoci glutamyl-tRNAGIu
syntetazy. K této reakci je potfeba hydrolyza jedné molekuly adenosintrifosfatu
do adenosinmonofosfatu a fosfatu. Poté se tRNAGIu redukuje na glutamat—1-semialdehyd
a tato reakce je katalyzovana glutamyl-tRNA reduktazou. Vznikly produkt se pievede na 5—
aminolevulinovou kyselinu pomoci glutamat—1-semialdehydaminotransferazou, coz je prvni
obecny prekursor vSech znamych tetrapyrroli [4]. Tetrapyrrolové slouceniny, véetné
kobalaminu, hemu a bakteriochlorofylu, jsou odvozeny od 6-aminolevulinatu a mezi témito
tetrapyrrolovymi slouCeninami v mnoha bakteridlnich druzich existuje komplexni
interdependentni a interakéni vztah [3; 92]. Adenosylkobalamin je produkovan
z uroporfyrinogenu III, ktery pochazi z osmi molekul kyseliny 5-aminolevulové. Prvni ¢asti
syntézy vitaminu Bi2 se provadi za anaerobnich podminek [4; 91] a jsou katalyzovany enzymy
kédovanymi geny s hem ptedponou, jedna se o 5—dehydrataza kyseliny aminolevulové (hemB),
porfobiinogen deaminazy (hemC) a uroporfyrinogen Il (hemD). Nejprve se vytvoii dimer
kyseliny 5—aminolevulové, coz vede K tvorbé porfobilinogenu, ten se dale polymerizuje, kdy
ze Ctyf molekul vznikd preuroporfyrinogen. Tato sloucenina nésledné prochéazi inverzi a
cyklizaci, kterd generuje biologicky aktivni uroporfyrinogen III, coZ je prekurzor korinové
struktury [4]. Pomoci C-methyltransferazy dochazi u uroporfyrinogenu Il k methylaci na
pozici C-2 a C-7, ¢imz vznika prototyp kruhové formace [4; 91]. Hned poté kruhova slouc¢enina
vaze kobalt do své struktury, coz je katalyzovano chelatdzou, kterd neni zavisla na ATP
(adenosintrifosfatu) [4]. Po navazani kobaltu se C-20 odstépuje a oxiduje na acetaldehyd [4;
91], praveé v disledku ptitomnosti kobaltu, ktery mize mit rizné oxidacni stavy a to +I nebo
+I1I1. Nasleduje sled deviti reakci [4], které katalyzuji riizné typy enzymu (majici piedponu cbi)
[4; 91]. Dochazi v nich k methylacim uhlikt v pfislusnych polohach a korinovy kruh se pfevede

na kobinamid, ¢ehoz se dosahne konjugaci 2—aminopropanolu s ¢asti kyseliny propionové,
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docasné ptipojené k bocnimu kruhovému D-tfetézci. Dalsi reakce uz probihaji za aerobnich
podminek, tudiz je k jejich uskute¢néni potiebny kyslik [4]. Tyto reakce katalyzuji enzymy
jsou ptipojeny ke kobinamidu. Vytvoreny nukleotid pfitomny v makrocyklické slouceniné je
vysledkem pienosu fosforibosylové skupiny nikotinamidového mononukleotidu na
5,6 — dimethylbenzimidazol (DMBI) za vzniku a-rybazolu. [4] Poté je a-rybazol pfipojen
Vv piitomnosti guanosindifosfatu na adenosylkobalamin, ktery produkuje guanosinmonofosfat.

Vsechny vyse popsané reakce vedou k vytvofeni kompletni molekuly adenosylkobalaminu [4].

Optimalni a stabilni hladina vitaminu Bi2, jeho biosyntéza a transport je regulovan
kobalaminovym riboswitchem v 5'netranslatovanych oblastech pfislusnych gend [3; 92].
Riboswitch je specifickd trojrozmérnd struktura na 5'konci mRNA, ktera je schopna

rozpoznavat a vazat malé molekuly, vazba metabolitu tedy méni strukturu [3; 94].

5.2 PRUMYSLOVA VYROBA

K primyslové vyrobé dochdzi za pomoci mikroorganismt, jak uz bylo v pfedchozich
odstavcich naznaceno. Je dulezité pochopit pfesné mechanismy, které ovliviiuji syntézy
ruznych forem vitaminu Bi2 pro spravny vybér kmenil bakterii, a tudiz zvySeni jeho produkce
[4]. Nejcastéji se pro masovou vyrobu pouziva Pseudomonas denitrificans [4] a freudenreichii
[12; 91; 94], Propionibacterium shermanii [91] nebo Sinorhizobium meliloti. Tyto kmeny vSak
maji n€kolik nedostatkill, a to dlouhé fermenta¢ni cykly, narocnost na vlastnosti zivné pidy
a nedostatek vhodnych genetickych systémi pro kmenové inZenyrstvi. Doned4vna se velka ¢ast
vyzkumu o kmenech produkujicich vitamin Bi2 soustfedila na tradi€ni strategie jako je ndhodna
mutageneze a fermentacni proces optimalizace s omezenym vyzkumem metabolického
inzenyrstvi. Neni tomu tak dlouho, kdy védci zamétili pozornost na kmen Escherichia coli jako
na platformu pro syntézu vitaminu Bi2. E. coli lze povazovat za dobte prostudovanou bakterii,
ktera se pouziva pro vyrobu rtiznych chemikalii, jako jsou terpenoidy nebo syntetické alkoholy

[3; 95-97].

Pti vyrobé je tieba rozliSovat aktivni vitamin Bi2 a jeho velice podobny pseudovitamin. Aktivni
vitamin Bi12 se od pseudovitaminu li§i pfitomnosti DMBI na niz§i pozici ligandu
v makrocyklickém kruhu [4; 5; 7; 12]. Genom Propionibacterium freudenreichii produkuje

fazni enzym BluB/CobT2, ktery se podili na tvorbé aktivni formy vitaminu Bi,. Konkrétné
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U néj se na biosyntéze vitaminu B12 podili 30 genu [4; 5; 12; 98]. V biosyntéze vitaminu B2 Ize
enzymaticky komplex BluB/CobT2 povazovat za klicovy [4; 5; 12; 99-101]. Nejprve dojde
k tvorbé DMBI redukci flavinmononukleotidu katalyzovaného enzymem BluB za anaerobnich
podminek [4; 5; 99-101]. Vytvofeny DMBI se poté aktivuje pomoci enzymu CobT2 (ktery je
zodpovédny za ptipojeni DMBI ke kobinamidu) a vytvoii se a-ribazol fosfat, ktery se pfipoji
k makrocyklickému kruhu, ktery vytvari kompletni molekulu aktivni formy kobalaminu [4; 91].
Existuje 7 typt enzymu CobT2, které pochazi z riznych mikroorganismt a vSechny jsou
charakterizovany afinitou k DMBI a nedostate¢nou schopnosti vyuzivat jiné substraty, coz
zabranuje biosyntéze neucinnych slouc¢enin. Nedostate¢na schopnost enzymatického komplexu
vyuzivat napiiklad adenin nam ukazuje, Zze Propionibacterium freudenreichii je schopna
vysoké produkce aktivniho vitaminu Bi2. VSechny kmeny Propionibacterium jsou toho vsak

schopny pouze za piitomnosti kysliku. [4; 12]

Vyroba vitaminu B12 za pouziti kmenu Propionibacterium se rozdéluje na dvé faze. V prvni
jsou bakterialni bunky kultivovany za anaerobnich podminek, kdy se generuje prekurzor
vitaminu Bi2 zvany kobinamid. V druhé fazi se provadi jemné vétrani kultury po dobu né€kolika
anaerobni kultivaci [4; 91]. Pro nejefektivnéjsi vyrobu je nutné udrZovat spravnou teplotu 30 °C
a pH rovno 7 [4; 91]. Z tohoto diivodu se pfi vyrobé odstranuje kyselina propionova a octova,
kterd vznikd b&hem fermentace. Odstranéni se provadi bud’ alkalizaci média, pouZitim
cross filtru nebo procisténim na koloné s aktivnim uhlim. Samoziejmosti je dopliovani
kultivacniho média spolu s dllezitymi sloueninami a prekurzory, jedna se naptiklad o ionty
kobaltu, DMBI [4; 12], glycin, treonin, kyselinu 5—aminolevulovou, betain (pfitomen v fepné
melase) nebo cholin, bez ohledu na to, které kmeny k vyrobé pouzivame [4]. Po dokonceni
biosyntézy se provede Cifeni, a to bud’ filtraci nebo tipravou hydroxidem zine¢natym. Nasledné
se vitamin Bi2 vysrazi pridanim pomocnych latek jako je kyselina taninova nebo krezol [91].
Poté se jesté vitamin Bio Cisti extrakei za pouziti organickych rozpoustédel, ¢asto doplnéné o
iontoménice nebo aktivni uhli. Nakonec se vitamin B12 necha vykrystalizovat [91].

Bakterie rodu Propionibacterium jsou schopny tvofit také hodnotné metabolity jako treba
kyselinu propionovou, trehalézu a také vitamin Bi2. Hlavni vyhodou tohoto rodu je, ze mize
rust na padach vytvotenych z primyslovych odpadt, coz znamena efektivni vyuziti odpada

a zvyseni biotechnologické ziskovosti. Bakterie rodu Propionibacterium a jejich metabolity
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se bézné pouzivaji do kosmetickych, farmaceutickych a potravinarskych vyrobki. Najit je
mizeme také jako pfisadu v krmivech hospodatskych zvirat [4].

a pripojovani nizsiho ligandu, coz uréuje spravnou syntézu fyziologicky aktivniho vitaminu [4].

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

produkce vitaminu Bi2 na riznych typech médii.

Tabulka 4 - Produkce vitaminu Bi12 vybranymi kmeny rodu Propionibacterium [4]

Kmen Zdroj uhliku Produkce
P. acidipropionici DSM 8250 Repna melasa 34,8 mgl/l
P. acidipropionici DSM 8250 Titinova melasa 28,8 mg/l
P. freudenreichii subsp. shermanii OLP-5 Glukéza 31,7 mg/l
Propionibacterium freudenreichii NCIB Glukéza 4,3 mg/l
1081
Propionibacterium shermanii FRDC Prl Fermentacni kapaliny 1,8 pg/l

(mlécné kvaseni)

Propionibacterium germanii PZ-3 Glukéza 52 mg/l
P. freudenreichii subsp. shermanii DSM Odpad z vyroby tofu 10 mg/l
20270
Propionibacterium freudenreichii CICC Glukoza, kukufi¢ny 42,6 mg/l
10019 extrakt

53 GENETICKY MODIFIKOVANE ORGANISMY PRO VYROBU
VITAMINU B,

Chemicka syntéza vitaminu Biz je slozitad a zahrnuje piiblizné 70 mezistupnt, s tim také uzce
souvisi vysoké ndklady a jeho priimyslovd vyroba se tedy omezuje pouze na fermentacni
procesy mikroorganismu (typicka je Propionibacterium denitrificans) [4; 91]. V poslednich

letech doslo ke zvySené produkci potravin, které jsou obohacené vitaminem Bi» pomoci
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fermentace in situ, ¢ili dochazi k syntéze pfimo v dané potraving. [4] Jedinym bezpe¢nym
organismem se statusem GRAS (Generally Recognized As Safe [102]), ktery je schopen
biosyntézy aktivni formy vitaminu Bi> je Propionibacterium freudenreichii, coz z néj ¢ini
jedine¢ny nastroj pro komercni produkci vitaminu Bi2 v potravinach a krmivech [4; 13].
Propionibacterium freudenreichii navic produkuje terapeuticky aktivni vitamin B12 a zaroven
i jeho neaktivni analog [4]. Samoziejm¢ zname i dalsi druhy mikroorganismui, které dokazou
syntetizovat vitamin B12 a jsou oznacovany jako GRAS, ale z rtiznych pficin jsou pro masovou
vyrobu méné atraktivni. Napiiklad bakterie rodu Lactobacillus reuteri neumi v dolni ¢asti
kruhu vazat jiné ligandy nez adenin. Tim se vytvoieny vitamin Bio stava biologicky neaktivnim

[4;12; 13].

V roce 1995 byla vedouci firmou primyslové vyroby vitaminu Bi» firma Aventis, kterd
upiednostiiovala bakteric rodu Propionibacterium denitrificans. Propionibacterium
denitrificans [4] na rozdil od Propionibacterium freudenreichii byla schopna syntetizovat
vitamin Bi2 za ¢isté aerobnich podminek, coz je z hlediska technologie méné naro¢né [4; 12].
Kombinaci genetického inZenyrstvi a mutageniza¢nimi postupy se védcim z Rhone-Poulenc-
Rorer podatilo ziskat kmen Propionibacterium denitrificans, ktery produkuje vitamin Bi2
v koncentraci 300 mg/l, coz znamena 30% nartuist. Tento geneticky modifikovany kmen
pokryval v roce 2002 80 % celosvétové poptavky. Pro zvySeni u¢innosti vyroby byl geneticky
modifikovan také kmen Propionibacterium freudenreichii, kdy se vytézek zvysil 2,2x avsak

s nizkou uc¢innosti ve srovnani s Propionibacterium denitrificans [4].

Pouzivani geneticky modifikovanych mikroorganismti pfi syntéze metabolitl pro profylaxi
lidského zdravi pfinasi jisté kontroverze. Mnoho studii se tedy vénuje optimalizaci produkce
vitaminu Bi2 za pouziti mikroorganismil, které nebyly geneticky modifikovany. Tyto studie
jsou vénovany kmenim, pro které je charakteristickd ptirozené¢ vysoka produkce tcinného
vitaminu Bi2. Byly ucinény pokusy o zlepSeni efektivity biosyntézy optimalizaci sloZeni
fermenta¢niho média, vybérem nejvhodné;siho zdroje uhliku, doplnéni mikronutrient do zivné
pudy [4] nebo ionti kobaltu [4; 12]. Vyrazného zvySeni produkce se dosahlo pii obohaceni
kultivacniho média prekurzory a analogy vitaminu Bi,. Hlavnim faktorem, ktery omezuje
syntézu aktivni formy vitaminu B12 u bakterii rodu Propionibacterium je tvorba metabolitt
sniz§im ligandem, tzv. DMBI [4; 12]. Propionibacterium freudenreichii dokaze aktivni

vitamin B12 dobie syntetizovat také v matricich na bazi obilovin [13].
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5.4 STANOVENI KONCENTRACE VITAMINU By,

Pro méfeni aktivni formy vitaminu B2 V potravinaiskych materialech je vhodné pouzivat spise
kapalinovou chromatografii nez provadét pokusy na zvifatech. Jedna se zejména o vzorky, které
obsahuji analogy vitaminu Bi2, kde je mikrobiologicka analyza nespolehliva. Chamlagain
a spol. ve svém ¢lanku uvadi, ze vhodnou selektivni a citlivou metodou je pouziti ultra vysoko-
ucinné kapalinové chromatografie (UHPLC) po ptecisténi vzorku na Biz-specifické-

imunoafinitni koloné [13]. Nejéast&ji se vSak pouziva nejcitlivéjsi mikrobiologicka metoda.

5.4.1 MIKROBIOLOGICKE STANOVENI VITAMINU B,

Pro mikrobiologické stanoveni vitaminu B, se pouziva tekuté peptonové kultivaéni médium
upravené na pH 6,5-6,8 a kultura Lactobacillus leichmannii ATCC 7830 (American Type
Culture Collection 7830). Inkubuje se 6-24 hodin pfi libovolné zvolené teploté mezi 30—40 °C,
avsak konstantni o + 0,5 °C. Nakonec se vzorek uchovava v temnu pii 10 °C. RozliSujeme

nékolik metod:

e Titracni metoda pomoci standardni kiivky vyjadiujici zavislost koncentrace/spotieba
pti titraci 0,1mol/l NaOH, pomoci indikatoru bromthymolové modti nebo do pH 6,8,

e Turbidimetrickda metoda, kdy se po kultivaci bunky odstiedi, promyji roztokem NaCl
a vysu$i na vakuové odparce do konstantni hmotnosti. Po zjiSténi Cisté vahy bunék
se piida opét roztok NaCl a prométi se % transmitance proti blanku. Ziskéd se tak

kompozitni kiivka zavislosti % T/mg bunék. [103]
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6 ZMENY OBSAHU V DUSLEDKU TEPELNYCH UPRAV

Maso je skvélym zdrojem zdravych a kvalitnich bilkovin a obsahuje také mnoho télu
prospeésnych esencidlnich prvki jako zelezo, zinek, vitamin E, vitamin A a také samoziejmé
vétsinu z vitaminu B skupiny [104]. Pfi zpracovani a kulinarnich Gpravach se da vitamin By
povazovat za velmi stabilni [6; 10], velké ztraty jsou samoziejm¢ hlavné na povrchu masa, kde
je nejveétsi kontakt se zdrojem tepla [10; 105; 106], nejvétsim divodem ztrat byva také
vyluhovani. U masa jsou ztraty zavislé na pouzité kulinarni Gprave a byvaji v rozmezi 55-70 %
[6]. Studie naznacuji, ze velikost ztraty vitaminu B2 zavisi hlavné na teploté a dobé¢ tepelné

upravy, dale je také ovliviuji dalsi slozky potraviny [7; 32].

Resenim pro zachovani vyssiho obsahu vitaminu v mase se zda byt metoda vateni ve vakuu
neboli ,,sous-vide*, neni ov§em jasné, zda je konzervace vitaminu zpisobena vakuovym obalem

nebo nizsi pouzitou teplotou [7; 107].

Pokud srovname konvencéni ohfev s mikrovinnym, vede si mikrovlnny, co se ty¢e zachovani
vitamind, o dost 1épe [7; 32; 108; 109]. Nicmén¢ i tak dochazi k vyrazné ztraté vitaminu Bio
v disledku jeho degradace [7; 110], a to nejvyraznéji u hovéziho masa, vepiového masa a mléka
[32; 110].

6.1 KULINARNI METODA SOUS-VIDE

Metoda ,,sous-vide* neboli vafeni ve vakuu je pomérné¢ moderni metoda kdy jsou suroviny
vafeny uvnitf tepelné stabilnich vakuovanych vacich v kontrolovanych teplotnich podminkach
po urcity ¢as. Pro vafeni ryb a masa se pouzivaji teploty kolem 70 °C. MnozZstvi vzduchu
ve vakuovaném vaku zavisi na typu suroviny, obvykle je zbytkovy tlak uvniti vaku 120 mbar.
Material vaku musi splilovat né€kolik podminek: odolnost k vysokym teplotdm, nizka
propustnost plynil, mechanickd pevnost a omezena migrace plastovych slozek (pouzity material
vaku musi byt potravinaiské kvality). Jedna se o ekonomické a Setrné vatreni surovin, dochazi
ke konzervaci vitamint, je potfeba mén¢ zvyrazinovacu chuti a v pokrmu se zachovava vétsina
stavy [107]. U teleciho, jehné¢iho, vepfového masa a masa sardinek [32] vafeného metodou
ve vakuu byla uspésnost zachovani vitaminu B12 100 %. U lososa to pak bylo 92 %, u hovéziho
87 %, a u tresky 72 % [7; 111].
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6.2 HOVEZI MASO

Znacné ztraty vitaminu Bio |ze sledovat u vaieni syrového hovéziho masa [32]. O hovézim
mase je znamo, Ze je jednim z nejvice konzumovanych a ma nejvyssi obsah vitaminu Bao,
protoze skot ma velké mnozstvi vitaminu Bi> syntetizujicich mikroorganismi v bachoru,
obsahuje také vysoké mnozstvi t€lu prospésnych bilkovin a mineralnich latek. Jedna porce
hovéziho masa denné mize spolehlivé zajistit potiebnou denni davku vitaminu Bio [10; 112-

114].

Ve vyzkumu Czerwonky a spol., ktery zkoumal zmény obsahu tohoto vitaminu v mase tura
domaciho, byl pouzit dlouhy sval zadovy a kréni odebrany ze 14 bykt. Vzorek byl zchlazen
na teplotu +2 °C na 10 dni. Poté bylo maso rozdéleno na 2 cm platky pro smazeni a grilovani
a na porce pro peceni a porovndni syrového stavu. Tepelnd Gprava probihala do té doby, dokud
vzorky nedosahly vnitini teploty 70 °C. Poté byly ochlazeny, navazeny na 100 g, vakuové
zabaleny a zamrazeny pii teplot¢ —80 °C. Celkovy obsah kobalaminu byl méfen metodou
kapalinové chromatografie na nepolarnich adsorbentech s SPE kolonkami (vyuzivajicimi
extrakci tuhou fazi) a jako detektor byl pouzit hmotnostni spektrometr s ionizaci
elektrosprejem. Tato metoda je zaloZzena na extrakci vitaminu Bi> ze vzorku, transformaci
vSech biologicky aktivnich forem kobalaminii na kyanokobalamin a poté vicestupiiovém ciSténi
a kondenzaci vzorku. Biologicky aktivni formy vitaminu B12 ve vzorku byly stanoveny stejné
jako celkovy obsah s tim rozdilem, Ze byla vynechdna transformace na kyanokobalamin. Déle
musely byt zachovany ptisné podminky analyzy jako ochrana expozici svétlem nebo kyslikem

[10]. Po provedeni méfeni byly ziskany hodnoty uvedené v Tabulce 5.
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Tabulka 5 - Naméi'ené hodnoty v hovézim mase [10]

Kulinarni metoda | Zustatek vitaminu | Obsah vitaminu Bi2 | Podminky tpravy
B12 [%0] po upravé
[rg/100 g vzorku]
Syrové hovézi maso 100 1,75 -
Grilovani 94 1,65 Elektricky kontaktni
gril, 240 °C
Smazeni 68 1,19 Elektricka panev,
180 °C
Peceni 89 1,56 Horkovzdus$na
trouba, 180 °C

Z Tabulky 5 mtzeme usuzovat, Ze nejSetrnéj$i metodou je v tomto piipadé grilovani, coz vede

k zajimavému zavéru, jelikoz zde bylo maso vystaveno nejvyssi teploté.

6.3 RYBY A VYROBKY Z NICH

Ryby a mékkysi tvoii naptiklad pro Japonce az 84 % denniho ptijmu vitaminu B1 [7; 32; 115].
Jak se ale zméni jeho obsah v rybim mase pfi tepelné tpravé? Pokud rybi maso grilujeme,
vafime, smazime, dusime, nebo pfipravujeme v mikrovinné troubg, jeho ztraty jsou az 62 % [7;

32].

Jeden z konkrétnich vyzkumi, ktery se zabyval zménami obsahu vitaminu Bio vlivem
kulinarnich uprav v mase, sledoval konkrétné¢ maso ryby etrumea velkookého, znamého také
je 122 + 7 ug/kg

a ve vnitfnostech 375 + 34 ng/lkg. Pro vyzkum bylo pouzito testovaci Biz medium pro

jako sardinka. Koncentrace vitaminu B> Vjeho syrovém mase
Lactobacillus delbrueckii, poddruh lactis. Pro méfeni zakalu ptitomnych Lactobacillus
delbrueckii se pouzival ultrafialovo-viditelny (UV/VIS) spektrometr. Pfi ptipravé vzorkti masa
byly odstranény hlavy, kosti a wvnitinosti. Vitamin Bi byl extrahovdn a testovan
mikrobiologickou metodou pomoci Lactobacillus delbrueckii ATCC 7830. VVzorek masa byl
nejprve zvazen, tepelné upraven, znovu zvazen a nasledné homogenizovan pomoci

kuchynského robotu. Celkovy vitamin Bi2 byl extrahovan varem s 0,005% KCN, pti pH 4,5
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pro docileni konverze vSech sloucenin vitaminu Bi» vcetné alkali-rezistentnich sloucenin,
véetné deoxyribézy a deoxyribonukleotidii. Cast takto pfipraveného vzorku byla upravena
napH 11 a oSetfena v autoklavu pti 121 °C po dobu 30 minut. Redlna hodnota vitaminu Bz ve
vzorku pak byla vypocitdina odectenim hodnoty alkali-rezistentniho faktoru od hodnot
celkového mmnozstvi vitaminu Biz. Syrové maso sardinek bylo pfipravovano riznymi

kulinarnimi technikami:

e mikrovinny ohfev pfi 500 W po dobu 1 minuty,
e grilovani v konvenéni plynové troub¢ pti 180 °C po dobu 7,5 minuty,
e Vvafeni v parnim hrnci po dobu 4,5 a 9 minut za pouziti bézného rozsahu plynu,
e smazeni ve stolnim oleji,
e vafeni ve vakuu (99%) pomoci specidlniho ohtivace pti 70 °C po dobu 30 minut, kdy
vnitini teplota v uzavieném sacku byla 75-76 °C [32].
Po tepelné upravé se vzorky nechaly ihned chladnout, dokud nedosahly vnitini teploty 3 °C.

Po zhodnoceni byly ziskany vysledky uvedené v Tabulce 6.

Tabulka 6 - Namérené hodnoty v rybim mase

Kulinarni metoda Zustatek vitaminu Podminky upravy
B12 [%0]
Vareni 47 Vrouci voda, 5 minut
Grilovani 59 180 °C, 7,5 minuty
Vareni v pare 93 4,5 minuty
41 9 minut
Smazeni 62 180 °C, 2 minuty
43 180 °C, 4 minuty
Mikrovinny ohfev 59 500 W, 1 minuta
Vareni ve vakuu 100 70 °C, 30 minut

Z Tabulky 6 je ztejmé, Ze nejlépe si vede vaieni ve vakuu, kdy je zachovan 100% obsah

vitaminu. Dale mu sméle konkuruje vafeni v pafe a také smazeni. Lze tedy usuzovat,
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ze vitaminu B2 u rybiho masa nejvice Skodi dlouhé louhovani a vystavovani vysokym

teplotam [32].

6.4 MASNE VYROBKY

Spanélska studie, ktera se zabyvala obsahem vitaminu Bi2 ve vepfovém mase a masnych
vyrobcich pouzila mikrobiologickou metodu stanoveni, blize nepopsanou. Vzorky masa byly
slozeny z veptového dvojhlavého svalu stehenniho, trojhlavého svalu pazniho a dlouhého svalu
zadového a kréniho. Masné vyrobky zastupovalo vzdy nékolik vzorkt choriza, dusené veproveé
Sunky, videniskych parkd, frankfurtskych parki, veprové a teleci sekané. Chorizo bylo vyrobeno
ze smési vepfového a hovéziho masa a slaniny nebo tuku s piidavkem soli, papriky a dalSich
povolenych ptisad, dale naplnéno do pfirodnich nebo umélych stiivek a upraveno suSenim
s nebo bez podrobeni uzeni. DuSena Sunka byla vyrobena béZznym zpisobem ve varné skiini az
do dosazeni teploty 72 °C uvnitf vyrobku, tzn. denaturaci bilkovin. Parky byly z tepelné
opracovaného mletého masa a tuku, plnéného do ptirodnich nebo umélych stiivek. Slozeni

a uprava sekanych vyrobkii nebyla blize popsana. Pii méteni byly ziskany hodnoty uvedené

v Tabulce 7.
Tabulka 7 - Naméi'ené hodnoty v masnych vyrobcich [104]
Druh vzorku Obsah vitaminu Bi2 [ng/100 g vzorku]
Syroveé vepifové maso 0,55*
Chorizo 1,12*
Dusena veptova Sunka 0,30*
Videiniské parky 0,57*
Frankfurtské parky 0,60*
Veptova sekana 0,45
Teleci sekana 0,68

*Ziskané hodnoty byly vypocteny jako aritmeticky primér vSech vzorkl t¢hoZ druhu.

Z vysledku této Spanélské studie mizeme vyvozovat, ze nejlepsi metodou pro zachovani co

nejvetstho mnozstvi vitaminu Bz je suSeni spojené s uzenim pii vyrobé choriza. Nejméné
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vitaminu B12 pak bylo nalezeno ve vafené Sunce, kde je vysoka ztrata zptisobena del§i dobou

louhovani.

6.5 MLEKO A MLECNE VYROBKY

U pasterace mléka byvaji ztraty kolem 10 %, v UHT mléce 10-20 %. V syrech je zachovano
cca 60-90 % plvodniho obsahu [6]. Vitamin Bi, v mléce degraduje nejen pusobenim tepla,
ale také svételnou expozici. Vzhledem k tomu, ze se vV mléce vyskytuje také vitamin Bo, ktery
vlivem svételného zaifeni degraduje a uvoliiuje volné radikdly, kterym je poté vystaven
pfitomny vitamin Bi2, ktery vlivem jejich pfitomnosti také degraduje. V jedné ze studii byly
vzorky mléka vystaveny fluorescen¢nimu zafeni po dobu 24 hodin pii 4 °C [7]. Koncentrace
vitaminu se snizila o 1-27 % Vv zavislosti na typu testovaného mléka. Dlouhodobé skladovani

tak mize zpusobit ochuzeni mléka o tento vitamin [7].
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7 ZAVER

Vitamin B2 je velice dilezity pro spravnou krvetvorbu, spravné fungujici nervovy systém
a vytvareni molekul DNA v lidském organismu. Pfijem tohoto vitaminu je pro dospélého
jedince stanoven na 2-3 ug/den, v téhotenstvi a dobé kojeni se poté davka zvySuje v souvislosti
s poskytovanim zivin ditéti. Nejvhodnéjsi je tento vitamin pfijimat z masa a zivociSnych
produkti jako jsou vejce, mléko nebo syry. Mnohé dalsi zdroje, jako naptiklad motské tasy
nebo korysi, sice obsahuji velké mnozstvi korinoidi, avSak vétSina z nich je ve forme neaktivni
formy vitaminu Bi2. Rozvinuty priimysl genetického inzenyrstvi umoziiuje dostacujicim
zpusobem obohacovat o vitamin Biz 1 potraviny rostlinného piivodu. K tomuto se nejcastéji
vyuziva kmen Propionibacterium, jehoz vyhodou je schopnost vyuziti odpadu priumyslovych

vyrob.

Pti tepelnych Gpravach masa jsou ztraty vitaminu B1, riznorodé, v zavislosti na zvolené teploté
a délce tepelné tpravy. NejSetrnéjsi metodou se zda byt vareni ve vakuu neboli ,,sous—vide*,
kdy je retence vitaminu az 100 %. Za dal$i Setrné metody se da povazovat grilovani, vatreni
V pafe a suseni, kdy jsou hodnoty zbylého vitaminu vétSinou vétsi, nez 50 %, jelikoz se pii nich
maso nenachazi v roztoku, do kterého by mohl vitamin Biz ptechézet. Z tohoto divodu je

nejméné vhodnou metodou pro zachovani co nejvyssiho obsahu vitaminu Bi12 V mase vafeni.

Ke stanoveni koncentrace vitaminu Bi12 se nejCastéji pouziva mikrobiologickd metoda pomoci
Lactobacillus leichmannii ATCC 7830, nebo poté méné casto metoda kapalinové

chromatografie ve spojeni s dal$imi instrumentalnimi technikami.
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