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ANOTACE

Uvod bakalaiské prace pojednava o vitaminech B-komplexu. Jsou zde stru¢né popsany hlavni
funkce, chemické struktury, doporuc¢ené denni davky, vyznamné potravinové zdroje a hlavni
projevy nedostatku jednotlivych vitamind. Druha Cast prace je vénovana metodam extrakce
a stanoveni vitaminu Bi2. Jsou zde popsany nejvyznamnéj§i metody, které lze pii analyze

vitaminu Bi2 v potravinach vyuzit.

KLICOVA SLOVA

vitaminy, B-komplex, vitamin B12, metody extrakce a stanoveni

TITLE

The methods of extraction and determination of vitamin B2

ANNOTATION

The introduction of bachelor thesis deals with B-complex vitamins. The main functions,
chemical structures, recommended daily doses, important food sources and the main
manifestations of deficiency of individual vitamins are described here. The second part
is devoted to methods of extraction and detemination of vitamin Bi2. The most important

methods that can be used during the analysis of vitamin B2 in food were described.
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UvoD

Vitaminy jsou vedle sacharidi, bilkovin a tukd dal$i vyznamné latky, které jsou
nezbytné pro spravné fungovani lidského organismu. Radime je mezi latky esencialni,
coz znamena, ze je Clovek nedokaze syntetizovat a je tedy nezbytné je az na par vyjimek
pfijimat v potrave. I piestoze je jejich denni potieba nizka, je jejich funkce v lidském téle
naprosto nezastupitelna. V lidském organismu plni funkci katalyzatort riznych biochemickych
reakci. Hraji tedy dilezitou roli pfi metabolismu tukd, sacharidl a bilkovin. Nékteré z nich jsou
rovnéz dulezitymi antioxidanty, jejichz Gkolem je chranit buriky pfed volnymi skodlivymi
radikaly. Podle rozdilné chemické struktury se vitaminy déli na vitaminy hydrofilni (ve vode
rozpustné) a lipofilni (rozpustné v tucich). Mezi lipofilni vitaminy fadime vitaminy A, D, E
aK, mezi hydrofilni pak vitaminy B-komplexu a vitamin C. V pfipadé¢ nedostatku,
zpusobeného nizkym piijmem nebo poruchou absorpce kteréhokoliv vitaminu, dochazi k tzv.
hypovitamindze, v tézSich piipadech avitamindze. Jsou to stavy, které mohou vést
az k fatalnimu selhani organismu. K hypervitaminéze muze dojit vlivem nadbytku nékterého
z lipofilnich vitamint.

Do skupiny vitamini B-komplexu patii vitaminy B1, B2, B3, Bs, Bs, B7, By a B12. Jejich
spoleCnym znakem je jejich rozpustnost ve vodé, pfinos v energetickém metabolismu a podpora
spravné Cinnosti nervové soustavy. Jsou béznou soucasti lidské stravy, Jsou vice ¢1 méné
zastoupeny v Siroké skaly potravin, zeyména v zivo¢iSnych produktech (maso, vnitinosti, mléko
a mlécné vyrobky), ale 1 v obilovinach, lusténinach nebo ofechach.

Samotny vitamin B2 je nezbytny pro spravné fungovani nervového systému, ucastni
se procesu krvetvorby (zejména Cervenych krvinek) a mimo jiné snizuje riziko vzniku cévnich
onemocnéni. Témef vyhradné je obsazen v zivoc¢iS§nych produktech, a 1 kdyz je jeho denni
potieba pro Clovéka velice nizka, muze u lidi dochazet k projeviim nedostatku. Ohrozenou
skupinou jsou piedevsim vegani, ale i jedinci s poruchou absorpce.

Stanoveni vitaminu Biz v potravinach je z diavodu jeho nizké koncentrace, slozité
struktufe, Spatné stabilit€ a rozdilné formée, ve které se vyskytuje, pomérné€ slozité. Prekazkou
pii stanoveni je také jeho vazba na bilkoviny, od kterych je nutné vitamin B2 predem odd¢lit.
Ke zvyseni koncentrace vitaminu ve vzorku je dulezité zvolit vhodnou extrakéni metodu.
Mezi metody stanoveni, které lze pro analyzu vitaminu B12 v potravindch vyuzit, patii napft.
mikrobiologické metody, metody vazebnych proteint, chromatografické metody, metody

elektroanalyzy, chemiluminiscen¢ni metody nebo metody imunologické.
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1 VITAMINY

Vitaminy jsou organické slouCeniny, které zivé organismy vyzaduji v relativné malém
mnozstvi kudrzeni zdravi [1]. Jednd se o esencialni mikroziviny nezbytné pro spravné
fungovani vSech zivych bunék, pro jejich rust a vyvoj. Jsou to katalyzatory a enzymové
protetické skupiny zapojené do fady funkci bunécného metabolismu. Aktivuji oxidaci potravin
a usnadnuji vyuziti energie. Organismus tak muze vyuzit energetické prvky, pochazejici
z oxida¢né reduk¢nich reakei [2].

Vitaminy jsou oznacovany jako ziviny, jelikoz jsou potfebné pro podporu zdravi
a celkové pohody. Lidské télo je ovSem neni schopno syntetizovat [3]. Mohou byt
syntetizovany pouze autotrofnimi organismy. Jen ojedinéle je to mozné u organismu
heterotrofnich. Obecné se ziskavaji jako exogenni latky, pfedev§im =z potravy, néekteré
pusobenim stievni mikroflory [4]. Nejedna se o piimé zdroje energie [3]. Vzhledem k tomu, ze
jsou nejCast€ji soucasti biochemickych metabolickych procesu, jsou Casto oznacovany jako
exogenni esencialni biokatalyzatory. Potfeba vétsiny vitaminu je relativné nizka a je zavisla na
mnoha faktorech jako je pohlavi, stafi, zdravotni stav nebo stravovaci zvyklosti Cloveka [4].
Béhem fyzické Cinnosti se rychlost nebo aktivita metabolickych procest zvySuje. Pro zajisténi
optimalni fyzické vykonnosti je tedy zapotiebi zajistit i dostateCny piisun vitamina [3]. Potfebu
vitaminu muze ovlivnit pritomnost slozek, které vitaminy inhibuji nebo znemoziiuji jejich plné
vyuziti. Jedna se o tzv. antivitaminy (antagonisti vitamind). Jedna se o latky, které n&akym
zpusobem eliminuji biologické G¢inky vitamini. Muaze se jednat o strukturni analogy vitamindg,
které reaguji s prislusnymi apoenzymy nebo s bilkovinami, které transportuji vitaminy. Mohou
to byt také nékteré enzymy, které pfemeénuji vitaminy na neuinné latky nebo latky, které tvori
s vitaminy nevyuzitelné¢ komplexy.

Nejpouzivanéjsi zpusob tfidéni vitamint je na zaklad€ jejich rozdilné rozpustnosti
ve vodé a tucich, tedy v polarnim a nepolarnim rozpoustédle. Z tohoto hlediska je délime
do dvou velkych skupin. Rozeznavame vitaminy rozpustné ve vod€ (hydrofilni) a vitaminy
rozpustné v tucich (lipofilni) [4]. Ve vod¢€ rozpustné jsou vitaminy B-komplexu a vitamin C.
Mezi lipofilni vitaminy fadime vitaminy A, D, E a K. Né&které potraviny mohou obsahovat
i tzv. prekurzory vitamint (provitaminy), které se na skutecny funkéni vitamin chemicky méni
az po vstupu do téla [1].

V ptipadé nedostatku jakéhokoliv vitaminu dochazi k hypovitaminoze. Je-li
nedostatek vitaminu uplny, mize dojit i k tzv. avitamindze, ktera se pak projevuje poruchou

biochemickych procest. U lipofilnich vitamint mize dochéazet i k hypervitamindze. Nadmerné
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mnozstvi téchto vitamini muZze také vyvolat rizné poruchy metabolickych procesi a muze
zpusobovat t€¢zka onemocnéni [4]. Vzhledem k jejich rozpustnosti ve vode€ nejsou vitaminy B
a C v téle ulozeny v dostate¢né mife, a proto by potraviny obsahujici tyto vitaminy mély byt
zahrnuty v kazdodenni stravé. Naopak vitaminy rozpustné v tucich jsou v téle ulozeny
v dostate¢ném mnozstvi, aby se zabranilo vyskytu nemoci zptisobenych nedostatkem vitamint
i poté, co ¢loveék dlouhodobe piijimal stravu s nedostatkem vitaminu. Protoze t€lo maze ukladat
pouze vitaminy rozpustné v tucich, skute¢na hypervitaminoza byla pozorovana pouze u téchto
vitamina [5].

Obsah vitamind v potravinach je ovliviiovan mnoha faktory. V Zivoci§né strave zavisi
jejich obsah predevsim na zpusobu skladovani a zpracovani dané suroviny. V rostlinnych
potravinach obsah vitamint ovliviiuji naptiklad klimatické podminky béhem ristu nebo stupen
zralosti. Vitaminy obecné fadime mezi labilni slozku potravin, u kterych dochazi ke ztratam
v prubéhu technologického zpracovani nebo gastronomickych Gprav.

V soucCasnosti se vitaminy pfidavaji do potravin umeéle. Obsah vitamind muze byt
dopliiovan na puvodni hladiny v dané surovin€ (restituce) nebo je jejich obsah obohacovan
na vy$si koncentrace (fortifikace). Nékteré vitaminy jsou také pouzivany jako pfirozend barviva

(napf. riboflavin nebo provitamin A — -karoten) nebo jako antioxidanty (vitaminy C a E) [4].

1. 1 Vitaminy B-komplexu

Jedna se o skupinu ve vodé€ rozpustnych vitamint [1]. B-komplex obsahuje vitaminy,
které v téle vykonavaji fadu dualezitych funkci. Napfiklad poskytuji energii pro metabolismus
glukozy za vzniku sacharidu nebo se uplatiiuji pii metabolismu lipidi a proteint.

Mezi vitaminu B-komplexu patii 8 réiznych vitaming. Radime sem vitamin B (thiamin),
vitamin B2 (riboflavin), vitamin B3 (niacin), vitamin Bs (kyselina pantothenova), vitamin Be
(pyridoxin, pyridoxal, pyridoxamin), vitamin B7 (biotin), vitamin Bo a vitamin Bi2
(kyanokobalamin) [6]. Spole¢né nejsou seskupeny na zékladé chemické podobnosti, ale podle
jejich spole¢né rozpustnosti ve vodé¢ a vzajemné souvisejicich bunécnych koenzymovych
funkci.

Pokud jde o jejich puvod, vitaminy B-komplexu jsou syntetizovany rostlinami,
kde vykonavaji stejné funkce jako poté u zivocicht, které je konzumuji. Vyjimkou je vitamin
B2, ktery je syntetizovan bakteriemi a obvykle se ziskava z potravin ziskanych ze zvirat.

Vitaminy B pusobi jako koenzymy v riznych enzymatickych procesech. Jako koenzym

se aktivni forma vitaminu vaze v proteinovém apoenzymu a vytvaii tzv. holoenzym. Diky tomu
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zvySuje schopnost vysledného enzymu z hlediska rozmanitosti reakci, které muze katalyzovat.
Vitaminy B mohou také fungovat jako pfimé prekurzory metabolickych substratd. Prikladem
je koenzym A (CoA) acetylovany za vzniku acetylu koenzymu A (acetyl-CoA),
coz je vyznamny meziprodukt pii vzniku bunécné energie a pii syntéze bioaktivnich sloucenin

[71

1. 1. 1 Vitamin B,

1. 1. 1. 1 Struktura a vilastnosti

Vitamin B1, zndmy jako thiamin, je zakladni  slozkou vSech  mnohobuné&énych
organismu [8]. Jeho struktura obsahuje pyrimidinovy cyklus, ktery je spojeny s thiazolovym
cyklem pomoci methylenové skupiny. Vyskytuje se bud’ volny nebo ve forme fosforeCnych
esterti (monofosfatu, difosfatu a trifosfatu) [4].

Thiamin hraje dalezitou roli pii metabolismu sacharida a bilkovin. Sloucenina thiamin
pyrofosfat pusobi jako koenzym pfi pfeméné pyruvatu na acetyl-CoA [3]. Volny thiamin
pfijimany z potravy je nasledné v riznych organech esterifikovan na thiamindifosfat a praveé
ten je dulezitym kofaktorem nekterych enzymu, které se uplatiiuji naptiklad pfi metabolismu
sacharidi nebo aminokyselin [4]. Thiamin je kliCovy v mnoha enzymatickych procesech
dulezitych pro spravnou funkci a vyvoj mozku a také udrzovani inerneuronalni komunikace.

Takeé se podili na oprave nervové tkan¢ a modulaci nervového signalu [8].

NH,

OH

Obrazek 1: Strukturni vzorec thiaminu

13



1. 1. 1. 2 Doporuceny prijem

Potfebné mnozstvi thiaminu souvisi s pfijmem sacharidi (d-glukozy).
Uvadi se, ze na kazdych 4200 KJ energie ziskané z cukru, je zapotfebi 0,4-0,6 mg vitaminu B
[4]. Obecné doporucena denni davka (RDA) thiaminu je zhruba 1,1-1,2 mg u muzi i Zen [9].
Nizsi potiebna denni davka thiaminu (0,3 mg) plati pro kojence. Naopak vyssi denni potieba je
u te¢hotnych (1,4 mg) a (1,5 mg) u kojicich zen [4]. Také plati, ze fyzicky aktivnéjsi jedinci by
méli zvySovat pfijem thiaminu. Optimalni pfijem tak maze byt problémem u urcitych skupin
sportoveu, ktefi konzumuji nizkoenergetickou stravu napiiklad z divodu ucasti v soutézich
s riznymi hmotnostnimi kategoriemi. Mezi takové sportovce mizeme zafadit napt. zapasniky.

U takovych jedinct se muze vyskytnout nedostatecny piijem thiaminu [3].

1. 1. 1. 3 Zdroje thiaminu

Volny thiamin a jeho estery se vyskytuji ve vSech potravinach. Jen v nékterych z nich
vSak ve vyznamném mnozstvi. VétSinou se thiamin objevuje v potravinach bohatych
na sacharidy. Nejvyznamnéjsi zdroje thiaminu jsou cerealni vyrobky, samotny chléb kryje asi
20% celkové potieby. V obilovinach a lusténinach se thiamin nejcastéji vykytuje volny a je
nejvice obsazen v klicku a aleuronové vrstvé. To znamena, ze obsah v mouce je zavisly na
stupni vymleti. Dal§i vyznamné zdroje vitaminu B1 jsou maso a masné vyrobky. V zivo¢isnych
tkanich se velké mnozstvi vitaminu objevuje ve forme thiamindifosfatu ve vazbé na bilkoviny.
Ve veprovém a kufecim mase se thiamin vyskytuje ve formée thiamintrifosfatu. V mléce
se vitamin B1 objevuje jak volny, tak ve formé difosfatu. Dalsi méné vyznamné zdroje thiaminu

jsou brambory, vejce, ovoce a zelenina [4].

1. 1. 1. 4 Projevy nedostatku thiaminu

Vlivem podvyzivy nebo §patné absorbce thiaminu dochazi k deficitu, ktery ma
zanasledek  polyneuropatii, kardiomyopatii, poruchy hematoencefalické bariéry
a metabolickou aciddzu. Mezi nejznaméjsi onemocnéni zpusobena nedostatkem vitaminu B

patii beri-beri a Wernicke-Korsakoffiv syndrom [10].

1. 1. 2 Vitamin B;

1. 1. 2. 1 Struktura a viastnosti
Vitamin Ba, ktery je také znamy pod nazvem riboflavin, je dalsi ve vodé rozpustny
vitamin. Plni dulezité funkce v mnohych bunéCnych procesech, souvisejicich s energetickym
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metabolismem a metabolismem hlavnich slozek potravy [6]. Slouzi jako prekurzor koenzymu
flavin adenin dinukleotidu (FAD) a flavin mononukleotidu (FMN). Tudiz hraje vyznamnou roli
v energetickém metabolismu tukd, keto sloucenin, sacharidd, bilkovin a mimo jiné také 1éCiv.
Vitamin B2 se rovnéz podili na podpofe imunitniho a nervového systému, tvorbé Cervenych
krvinek, produkci bunék a aktivaci folatu a pyridoxinu. Riboflavin se také vyznacuje silnym
antioxida¢nim potencialem, ktery je odvozeny z jeho role jako prekurzoru FAD a FMN [11].
Chemicka struktura vitaminu B; je tvorena dvéma hlavnimi slozkami, ribitolem, coz je
redukovana forma ribdzy a flavinem. Flavin je molekula podobna pteridinu a tvorti ji tricyklicky
heteronuklearni organicky kruh, zvany isoalloxazin. Po spojeni téchto dvou molekul dojde ke

vzniku riboflavinu [6].

OH

HO
OH

CHjy

HaC N

HaC N

Obrdazek 2: Strukturni vzorec riboflavinu

1. 1. 2. 2 Doporuceny prijem

Rostliny a mikroorganismy jsou schopny riboflavin syntetizovat a to na rozdil od lidi
a dalSich zivoc€ichu, ktefi musi vitamin B> ziskavat pomoci stravy [11]. Doporuceny piijem
riboflavinu je zavisly na pfijmu energie. [3] Doporu¢ena denni déavka vitaminu Bo,

kterd se uvadi, je asi 1,1 mg pro zeny a 1,3 mg pro muze [9].
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1. 1. 2. 3 Zdroje riboflavinu

Riboflavin jako FMN a FAD, méng¢ Casto jako volny vitamin, nalezneme v potravinach
zivocis$ného pavodu [4]. Nejvyznamnéj$imi zdroji vitaminu B2 jsou v ,,zapadni“ stravé mléko
a mlécné vyrobky, ¢imz je riboflavin vyjime¢ny mezi vSemi ve vod¢ rozpustnymi vitaminy.
Naptiklad vyzkumy ve Velké Britanii ukazaly, ze mléko a mlécné vyrobky pfispivaji k piijmu
tohoto vitaminu zhruba z 51 % u déti v predskolnim véku, 27 % u dospélych lidi a asi 36 %
u senioru [12]. V mléce je riboflavin také z Casti vazan na o-S a P-kasein. Kromé riboflavinu
se v mléce vyskytuji také dalsi flaviny, napt. 10-(2-hydroxymethyl)flavin [4]. Dal§imi dobrymi
zdroji vitaminu B2 v zivo€isné strave jsou maso, zejména droby a také tucné ryby [12]. Plati,
ze riboflavin se 1épe absorbuje z ZivociSnych potravin. V potravinach rostlinného ptavodu
prevladaji kovalentn€ vazané formy, které se hufe §tépi proteasami. Kromé riboflavinu, FMN
a FAD jsou ve vysSich rostlinach a mikroorganismech obsazeny mnohé dalsi derivaty,
napft. glykosidy a estery, které vykazuji podobnou biologickou aktivitu jako riboflavin [4].
Z rostlinné stravy jsou hlavni zdroje vitaminu B2 obiloviny, ovoce a zelenina, zejména tmave
zelend [12]. Riboflavin je také ve vyznamném mnozstvi zastoupen v pivu a bohatym zdrojem
je1drozdi [4].

Co se tyka stability, tak riboflavin je velice stabilni vici puisobeni tepla a kysliku.
Naopak snadno ho nici ultrafialové paprsky a slunecni svit [11]. Je proto dobré ty potraviny,
které obsahuji vyznamné mnozstvi vitaminu Bj, uchovavat v neprihlednych nebo alespon

tmavych obalech [4].

1. 1. 2. 4 Projevy nedostatku riboflavinu

Jelikoz je riboflavin rozSifen ve vétSin€é bézné piijimanych potravinach, je jeho
nedostatek neobvykly [3]. Po traveni a absorpci se metabolity a nestravené materské molekuly
riboflavinu vylucuji z téla moci. Tato tendence vyluc€ovat riboflavin vytvaii moznost nedostatku
riboflavinu. Kromé& toho maji nékteti jedinci abnormality, které brani spravné absorpci
riboflavinu ve stfevech [6]. Nedostatek vitaminu B2 zvany ariboflavinosa je vzacny. Projevuje
se predevsim zanétlivymi zménami pokozky (dermatitidami) a sliznic [4]. Nedostatek
riboflavinu vétSinou souvisi s deficitem nékterého z dalsich vitamind B. Hlavnimi pfiznaky
jsou naptiklad stomatitida, vCetné zarudlého jazyka, bolest v krku, praskani rtd a koutkt ust
[11]. Nedostatek vitaminu B> je mistné ojedinély, a to zeyména u populaci, kde se ve stravé

neobjevuje maso a mlécné vyrobky. I vegetariani, kteti konzumuji stravu zalozenou zejména
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na ovoci a zelenin€, mohou nedostatku riboflavinu predejit a to ptesto, Ze u vegetariani mize

byt pfijem vitaminu niz§i nez u v§ezraveu [12].

1. 1. 3 Vitamin B;

1. 1. 3. 1 Struktura a vilastnosti

Vitamin B3, také znamy jako niacin, je dalsi z fady vitaminu rozpustnych ve vodé [13].
Jeho chemicky nazev je kyselina pyridin-3-karboxylova. Je to tedy derivat pyridinu a obsahuje
postranni fetézec funkCni karboxylové kyseliny, pfipojeny v poloze 3 nebo muze byt
karboxylova kyselina substituovana kaboxamidovou skupinou [6]. Vitamin B3 nese spolecné
oznaceni pro kyselinu nikotinovou a jeji amid. nikotinamid, pfi¢emz obé€ slouceniny disponuji
stejnou biologickou uclinnosti [4]. Nikotinamid je pfirodnim derivatem niacinu [14].
Je dllezitou slozkou nikotinamid adenin nukleotidu (NAD), jak oxidované (NAD"), tak
redukované formy (NADH). Jeho fosfore¢né estry jsou pak také soucasti nikotinamid adenin
nukleotidfosfatu (NADP), resp. NADP" a NADPH, coz jsou kofaktory mnoha enzymi. Tyto
kofaktory se podili na pfenosu elektronti v dychacich systémech, napfiklad jsou zastoupeny
v mnoho reakcich Krebsova cyklu [4].

Niacin je extrémné dulezity pro uvolfiovani energie v tkanich a butikach. Vyznamna
je jeho spoluprace s thiaminem a riboflaviem (vitaminy B1 a Bz). Spole¢né€ pomahaji udrzovat
zdravy travici a nervovy systém. Niacin je také nezbytny pro rust a podili se na syntéze hormont
[15].

Vitamin B3 se vyznacuje tim, ze mize byt ziskavan nejen z potravy, ale také muze byt
enzymaticky syntetizovan z tryptofanu. Uvadi se, ze pfiblizné 60 mg tryptofanu je zapotiebi
na produkci 1 mg niacinu. U tohoto dé&e je mimo jiné dalezita pfitomnost vitamini B2 a Bs
[14].

N
N

7 OH

O

Obrdazek 3: Strukturni vzorec kyseliny nikotinové
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Obrazek 4: Strukturni vzorec nikotinamidu

1. 1. 3. 2 Doporuceny prijem

Potteba vitaminu B3 neni presné dand, jelikoz je zavisla na mnoha faktorech, jako
je napiiklad mnozstvi konzumovanych bilkovin, respektive tryptofanu a leucinu, jenz inhibuje
biosyntézu NAD [4]. Priméma denni hodnota RDA pro niacin byla stanovena v rozmezi

12 az 16 mg pro muze a 12 az 14 mg pro zeny (od 9 let do stafi nad 70 let) [16].

1. 1. 3. 3 Zdroje niacinu

Nejdulezit€jsim a také nejbohat§im zdrojem vitaminu B3 jsou masné vyrobky. Uvadi
se, ze vice nez tietina dodavaného niacinu (ve Velké Britanii) pochdzi z masa a masnych
vyrobkil. Zhruba polovina niacinu, které ziskavame z masa, pochazi z tryptofanu, ktery télo
dokaze vstiebavat snadnéji nez niacin ziskavany z rostlinnych zdroji [17]. Celkové mnozstvi
niacinu v mase se pohybuje v rozmezi 5-15 mg/ 100 g. Dalsi zivo€isné zdroje, jako je mléko
a dal8i mlécné vyrobky, obsahuji daleko méné niacinu (< 0,1 mg/ 100g). Co se tyCe potravin
rostlinného pivodu, tak ovoce, zelenina a zejména pak lusténiny jsou pomérne dobrym zdrojem
vitaminu B3 (0,7-2,0 mg/ 100g). Zelené kavové boby zase obsahuji slouceninu trigonelin, ktera
se pak v prab&hu prazeni pfemériuje na kyselinu nikotinovou. Plati zde, ze ¢im vice prazené
boby, tim vice kyseliny nikotinové obsahuji. Napfiklad u tmavé uprazenych bobu je obsah
kyseliny nikotinové az 500 mg/ kg [18]. V obilovinach je obsah niacinu také vysoky, ovSem
je zde problém pfi dal§im zpracovani. Niacin je lokalizovan zejména v klicku a v otrubach,

a proto pii loupéni a naptiklad mleti pSenice dochazi k velkym ztratam [4].

1. 1. 3. 4 Projevy nedostatku niacinu
Nedostate¢ny pfijem vitaminu B3 zpasobuje onemocnéni nazyvané pelagra [17].

Nazev tohoto onemocnéni pochazi ze slov ,,pelle”, coz znamena kize a ,agra“, tedy drsny.
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Jak uz tedy nazev napovida, jedna se o kozni onemocnéni, ovS§em gastrointestindlni pfiznaky
dermatitidé vzdy predchazeji.

Pelagra se v drtivé vétsing vyskytuje v rozvojovych zemich, kde kukufice a vyrobky
z ni tvoti vyznamnou slozku potravy [14]. Obsah niacinu v kukufici je velmi nizky [6]. Nejvyssi
vyskyt je v nékterych oblastech Indie a afrického kontinentu. Pelagra je také Casto spojovana
s obdobim hladovéni a silnym slune¢nim svitem.

Mezi hlavni klinické pfiznaky pelagry patfi dermatitida, prijem a demence [17].
Diagnoza by se tedy méla zaméfit na tyto tifi body, tzv. ,,.3D“. Mezi dalsi nalezy v prab&hu
onemocnéni patii anémie, hypoproteinémie, zvySena hladina vapniku, a naopak snizené hladiny
drasliku a fosforu v séru a také zvySend hodnota sérového porfyrinu. Pro uplnou diagnézu
pelagry vSak neexistuji zadné chemické testy, avsak diagnozu lze snadno navrhnout uréenim
hladin niacinu a tryptofanu v krvi.

Pelagra je onemocnéni vyskytujici se zejména u dospélych lidi, a to bez rozdilu pohlavi
arasy. Behem détstvi se vyskytuje jen ziidka [14]. Byla zjisténa jista spojitost s alkoholismem.
Pelagra se totiz vyskytuje u podvyzivenych alkoholiki a také bylo zjiSténo, Ze je spojena
s pfijmem mykotoxina plisné Fusarium [17]. Piipady pelagry se také objevily u pacientu
zavislych na drogach a pacientl s malabsorpénimi stavy.

I v ptipadech, kdy je zajistén dostateCny piijem niacinu ve stravé, maze dojit k rozvoji
pelagry. Vlivem jinych onemocnéni nebo stavli je totiz naruSena jeho absorpce nebo
zpracovani. Patfi sem napfiklad dlouhotrvajici prijem, nervova anorexie, chronicky
alkoholismus, chronickd kolitida, ileitida, jaterni cirh6za nebo karcinoidni tumor [14]. Pelagra
se také vyskytuje pfi tzv. Hartnupové chorobé, coz je autozomalné recesivni onemocnéni
se zhorSenou absorpci nékterych aminokyselin, v&etné tryptofanu.

Pri 1é¢bé pelagry se kromé niacinu obvykle podava riboflavin a pyridoxin, véetné
stravy s bohatym obsahem kalorii a bilkovin. Psychické stavy mizi po 24-48 hodinéch,

dermalni 1éze pak az po 3—4 tydnech [17].

1. 1. 4 Vitamin Bs

1. 1. 4. 1 Struktura a vilastnosti
Vitamin Bs, jinak také nazyvany jako kyselina pantothenova, je dalsi z fady vitamint
rozpustnych ve vode [13]. Jeho struktura se sklada z B-alaninu, ktery je piipojeny amidovou

vazbou na 2 4-dihydroxy-3,3-dimethylbutyrovou (pantoovou) kyselinu [19]. V piirodé
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se vyskytuje pouze (R)-enantiomer patothenové kyseliny, jeji L-(-)-fomra, respektive (S)-
enantiomer neni biologicky aktivni a funguje jako antimetabolit (R)-pantothenové kyseliny [4].

Kyselina pantothenova je prekurzor koenzymu A (CoA), jenz plni dulezité funkce
v celé fad€ zasadnich reakci, konkrétn€ v oxidaci mastnych kyselin, katabolismu aminokyselin,
syntéze acetylcholinu, hemu a funguje také jako proteticka skupina v Krebsové cyklu [16].
Thioesterovy derivat CoA, ktery se tvoti s organickymi kyselinami, usnadfiuje velké mnozstvi
metabolickych procest, zalozenych vétSinou na piijmu ¢ odstrafiovani acylovych skupin
v biosyntetickych a katabolickych reakcich [19].

Kyselina pantothenova je zivotné dulezita pro uvolfiovani energie z potravy,
pro spravny a zdravy vyvo] a pro produkci protilatek. Pro spravnou funkci kyseliny
pantothenové je také nezbytna pfitomnost nékterych dalSich vitamind, konkrétné se jedna o

vitamin A, vitamin B6, vitamin B12, vitamin B9 a vitamin B3 [15].

HO CH; O

H,C NH OH

HO

Obrdazek 5: Strukturni vzorec kyseliny pantothenové

1. 1. 4. 2 Doporuceny prijem

Vzhledem k tomu, Ze nedostateCny pfijem vitaminu Bs je velice vzacny, nejsou
stanoveny zadné mezni hodnoty RDA. Uvadi se pouze tzv. adekvatni (postacujici) hodnota
piijmu, kterd je v souCasnosti na hodnoté zhruba 5 mg/ den pro dospélé muze a zeny [20]. Také

plati, ze adolescenti, t€¢hotné a kojici Zeny, by méli pfijimat o néco vice tohoto vitaminu [4].

1. 1. 4. 3 Zdroje kyseliny pantothenové
V ptirodé je kyselina pantothenova Siroce rozsifena jak v rostlinach, tak v zivocisSich

[21]. Stievni mikroorganismy maji schopnost kyselinu pantothenovou syntetizovat.
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Produkované mnozstvi a jeji role ve vyzive vSak znama neni [15]. Jen mala ¢ast z celkového
obsahu vitaminu Bs vystupuje jako volna kyselina pantothenova. Velka Cast se vyskytuje
ve vazanych formach, tedy CoA, acyl CoA a proteinu nazyvaném ACP. Obsah v jednotlivych
potravinovych zdrojich je velice proménlivy [4]. Mezi nejdilezitéjsi potraviny s vysokym
vyskytem vitaminu Bs patii kvasnice, maso, vnitinosti (jatra, ledviny, srdce, mozek), obiloviny,
lusténiny, ofechy, ovoce a zelenina [15; 22]. V mléce je v porovnani s dal§imi potravinami
zivoCi$ného puavodu obsah kyseliny pantothenové nizky. Obsah vitaminu Bs v mouce
je podobné jako u niacinu ovlivnén vymilanim. Celozrnné vyrobky obsahuji vyssi mnozstvi
kyseliny pantothenové [4].

Ztraty kyseliny pantothenové v prub&hu kulinaiskych a technologickych uprav nejsou
obvykle pfili§ vysoké. V mase jsou ve srovnani s ostatnimi vitaminy B-komplexu ztraty mensi.
Pti zpracovani mléka Cini ztraty do 10 % [21; 22]. Konkrétné napftiklad pasterace mléka nema
na obsah téméft zadny vliv. I pfi fermentaci ve fermentovanych mlé¢nych vyrobcich jsou ztraty
jen nepatrné. Nepfiznivy vliv na hodnoty vitaminu Bs ma skladovani a razné tepelné upravy.
,Ztraty vyluhovanim do vody béhem operaci jako je myti, blanSirovani a vateni byvaji Casto

vy$$i nez ztraty zpusobené hydrolyzou™ [4].

1. 1. 4. 4 Projevy nedostatku kyseliny pantothenové

Jelikoz je kyselina pantothenova obsazena témet ve vSech béznych potravinach, jsou
projevy jejiho nedostatku velmi vzacné. Béhem hladovéni se nedostatek vitaminu Bs muze
projevit. Objevené symptomy lze vSak snadno odstranit, a to pouhym dodanim kyseliny
pantothenové [6].

Klinické priznaky zpuisobené nedostate¢nym piijmem vitaminu Bs byly pozorovany
pouze u lidi, kterym byla podavana strava bez obsahu nebo s nizkym obsahem kyseliny
pantothenové nebo strava s w-methyl pantothenovou kyselinou, ktera je antagonistou vitaminu.
Priznaky pozorované v téchto experimentech byly riznorodé. Zahrnovaly neuromotorické

poruchy, mentalni deprese, gastrointestinalni zmény a rizné metabolické poruchy [23].

1. 1. § Vitamin Bg
1. 1. 5. 1 Struktura a viastnosti

Vitamin Bs (pyridoxin) je oznaCeni pro skupinu 2-methyl-3-hydroxy-5-
hydroxymethylpyridini s vitaminovou aktivitou. Vitamin zahrnuje rizné formy, které se lisi na

zakladé rozdilného substituentu na uhliku v poloze 4. Patifi sem pyridoxol, ktery ma jako
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substituent alkohol, pyridoxal, kde je substituent aldehyd a pyridoxamin, jenz obsahuje
aminovou skupinu. VSechny tfi formy mohou byt fosforylovany na 5'-hydroxymethylové
skupiné€. Pak ziskdme pyridoxin 5'-fosfat (PNP), pyridoxal 5'-fosfat (PLP) a pyridoxamin 5'-
fosfat (PMP) [19].

Forma PLP je biologicky nejaktivné§i formou tohoto vitaminu. Jedna se o kofaktor
pro transaminazy, dekarboxylazy, racemazy a mnoho dal§ich enzymu, které se ucastni
metabolickych pfemén aminokyselin a dalSich dusikatych latek [24]. Spole¢né s formou PMP
plni funkci koenzymul ve vice nez 140 enzymatickych reakcich, a to nejen v metabolismu
aminokyselin, ale také sacharid, neurotransmitert a lipida [19]. Béhem télesné aktivity je PLP
potiebny pro glukoneogenezi a pro glykogenolyzu, ve které PLP slouzi jako kofaktor
pro glykogenfosforylazu [3]. Celkove je vitamin B¢ nezbytny pro spravné fungovani nervového
systému, kaze, svall, krve a je také zapojen do produkce hormont [15]. Pyridoxal, pyridoxamin
a jejich fosforylované formy, maji moznost vzajemné pfemény transaminaci. Z toho davodu

vykazuji vSechny formy vitaminu Bg stejnou biologickou aktivitu [4].
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Obrdzek 6: Strukturni vzorec pyridoxolu
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Obrdazek 7: Strukturni vzorec pyridoxalu
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Obrdzek 8: Strukturni vzorec pyridoxaminu

1. 1. 5. 2 Doporuceny prijem

Doporuceny denni pfijem vitaminu Be je zhruba 1,5 mg pro dosp€lé muze a 1,1 mg
pro dospélé zeny [25]. Pro kojence plati doporuCeny piijem vitaminu Bg asi 0,3 mg za den.
Naopak zvysena davka se doporucuje téhotnym a kojicim zenam (az 2,6 mg) [4]. Tento zvySeny
pfijem je potiebny z divodid dalsich pozadavki plodu, respektive ditéte [15]. Co se tyka
sportoveu, ktefi mohou byt postizeny niz§im pfijmem nékterych vitamint, obvykle konzumuji
dostateCné mnozstvi pyridoxinu. NedostateCny piijem vitaminu Bs je u nich pouze zapficinén
nizkoenergetickym pifjmem nebo Spatnym vyberem stravy [3].

Nékteré vyzkumy dokazuji, ze prumérny piijem vitaminu B¢ u dospé€lych jedinca
zna¢né prevysuje doporucené denni davky a je v rozmezi 1,5-4,9 mg/ den. I ptes takto vysoky
piijem pyridoxinu se vSak az u témér Ctvrtiny starSich lidi objevuje Spatny biochemicky stav
vitaminu Bs. To naznacuje, ze stafi lidé by mohli mit zvySené pozadavky na piijem vitaminu

Bs v porovnani s ostatnimi dospélymi [23].

1. 1. 5. 3 Zdroje pyridoxinu

Vitamin Bs nalezneme jak v zivoc€iSnych, tak v rostlinnych potravinach. NejbohatSimi
zdroji jsou maso, zvlasté drabez a ryby, dale pak lusténiny a obiloviny, vejce, fazole a hnéda
ryze [23; 24]. Vysoky vyskyt pyridoxinu je také v celozrnném chlebu, bananech, kvasni¢ném
extraktu, ofechéch a jatrech [15].

V zivoiS§nych potravinach se pyridoxin vétSinou vyskytuje jako pyridoxal
a pyridoxamin, predevs§im ve formé svych fosforeCnych esteri. Konkrétné€ v mase tvoii hlavni

podil vitaminu B¢ PLP, ktery je navazany na bilkoviny.
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Rostlinné potraviny obsahuji pfedevsim pyridoxol a pyridoxal [4]. Obecné se zde
vyskytuji ve velkém mnozstvi, pfedevSim v bramborach, obilnindch, lusténinach, zeleniné
a pomerancich. Je zde ale problém, Ze jsou zde ve formé pyridoxinovych glukosidt, pro které
plati, ze maji Spatnou biologickou dostupnost [23]. Navic je v rostlinach obsazeno velké

mnozstvi vlakniny, kterd ma za nasledek neuplné traveni [24].

1. 1. 5. 4 Projevy nedostatku pyridoxinu

Nedostatek vitaminu Bg je v rozvinutych zemich velmi vzacny. Nicmén€ 1 zde byly
hlaseny nizké hladiny pyridoxinu u starsich lidi, kurakt a alkoholik. Mezi projevy nedostatku
vitaminu Bs patii nespavost, slabost, deprese, zanéty dutiny ustni, jazyka, rti a také naruSena
imunita. Nizka koncentrace pyridoxinu vtéle je také spojena srizikem rakoviny,
kardiovaskularnich chorob a cukrovky [24].

Specifické klinické projevy nedostatku vitaminu Bs se u lidi téméf neobjevuji.
Nedostatecny piijem jakékoliv stravy s nizkym vyskytem tohoto vitaminu, se u cloveka projevi
i nedostatkem dalSich vitaminu B-komplexu [26]. Naptiklad zanéty jazyka, rti a koutku ust Ize
rovnéz pozorovat pii nedostatku riboflavinu nebo periferni neuropatie, kterd je projevem
nedostatku thiaminu.

Byla také zkouména spojitost nedostatku riboflavinu se zvySenou koncentraci
homocysteinu, coz je rizikovy faktor pro vznik kardiovaskularnich onemocnéni. Nékolik kroka
metabolismu homocysteinu totiz zavisi na pyridoxinu. Nakonec byla zji§téna jen nepatrna
spojitost mnozstvi vitaminu Bs s koncentraci homocysteinu. Mnohem vice tato koncentrace

souvisi se stavem kyseliny listové a vitaminu B2 [17].

1. 1. 6 Vitamin B~

1. 1. 6. 1 Struktura a vilastnosti

Vitamin B7 (biotin) je bicyklicky vitamin rozpustny ve vod¢. Piirozené se vykytuji
dveé formy biotinu, d-biotin a biocytin. Cely kruhovy systém vitaminu se muaze vyskytovat
v 8 moznych stereoizomerech, ov§em pouze d-biotin je pfirozen¢ biologicky aktivni [19]. Diive
se d-biotin oznacoval jako vitamin H [4].

Jedna se o nepostradatelnou mikrozivinu pro normalni fungovani lidského organismu.
Je totiz nezbytny pro spravny metabolismus a proliferaci buné¢k. V metabolismu funguje biotin
jako kofaktor péti enzymu karboxylaz, které hraji vyznamnou roli v metabolismus mastnych

kyselin, glukézy, mitochondrialnich sacharidd, lipidd a aminokyselin. Byla také zjisténa
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dilezita role vitaminu B7 v metabolismu bunécné energie, tedy v produkci ATP. Biotin se navic
podili na regulaci bunécného oxida¢niho stresu a v genové expresi, kde je pravdépodobné,
ze vice nez 2000 gentl je ovlivnéno stavem biotinu. Nové ditkazy také nasveédcuji, ze biotin ma
také vliv na spravné fungovani imunitniho systému. Je totiz nezbytny pro spravnou aktivitu T-
lymfocytt, tvorbu tzv. cytotoxickych lymfocyta a viibec pro zrani imunitnich bunék [23; 27].
Biotin je potfebny pro vSechny zivé buiky. Syntetizovat ho dokéze pouze vétSina
mikroorganismi, nékteré houby a vyssi rostliny [4].

Co se tyka stability, je biotin velmi stabilni vici teplu, svétlu i kysliku. Jeho degradaci
zpusobuji velmi vysoké i nizké hodnoty pH, protoze dochazi k hydrolyze amidové vazby v jeho
struktufe. Vitamin B7 muaze byt také citlivy na podminky oxidace, napf. vlivem expozice
peroxidu vodiku. Muze dojit k oxidaci siry ve struktufe vitaminu za vzniku sulfoxidu nebo

sulfonu, tedy biologicky neaktivnich forem biotinu [19].

O——0 N HO

Obrazek 9: Strukturni vzorec biotinu

1. 1. 6. 2 Doporuceny prijem
Denni potieba vitaminu B7 je pro lidsky organismus velmi nizk4 a bez problému
je kryta mnozstvim obsazenym v bézné stravé a C¢innosti stitevnich mikroorganismu [4].
Spravny denni pfijem biotinu by se mél pohybovat v rozmezi od 5 pg pro malé
novorozené déti az do 35 pg pro kojici zeny [28]. DoporuCeny pfijem pro muze a zeny
je v rozmezi 20-30 pg/ den. Niz§i potieba biotinu plati pro malé déti ve véku od 1 do 8 let,
u kterych je dostatecné denni mnozstvi vitaminu B7 8-12 pg. Stejn€ jako u kojicich zen, plati

zvySend potieba biotinu b&hem téhotenstvi (30 pg/ den) [29].
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1. 1. 6. 3 Zdroje biotinu

V potravinach je biotin Siroce rozsifen, obzvlaste bohatymi zdroji biotinu jsou ofechy,
vajecné zloutky, jatra, mlé¢né vyrobky a n¢které druhy ovoce a zeleniny (maliny, avokado, zeli,
banény). Jeho obsah vSak u vétSiny potravin nebyl stanoven a ani nema biologickou dostupnost
[23]. Biotin se ¢aste¢né vyskytuje jako volna latka (mléko, ovoce, zelenina). V nekterych
potravinach, zvlasté pak v zivociSnych tkanich, rostlinnych semenech a kvasnicich je vazany
na bilkoviny. Jeho obsah v mouce je zavisly na stupni vymleti. Velmi bila mouka obsahuje néco
pies 10 % puavodniho mnozstvi, které se vykytuje v zrnu [4].

Ptijem vitaminu B7 ve stravé u ,,zapadni* populace se primérn€ pohybuje mezi 35—
70 pg/ den. Kojenci, ktefi vypiji asi 800 ml matefského mléka, pfijimaji cca 6 ug biotinu. Stale
neni jasné, jak moc nebo zda vibec syntéza vitaminu B7 stfevnimi mikroorganismy pfispiva

k celkové absorpci biotinu [28].

1. 1. 6. 4 Projevy nedostatku biotinu

Jelikoz je biotin §iroce rozsifen ve vétsing potravin, je jeho nedostatek u lidi velmi
vzacnym jevem [16]. Projevy nedostatku byly popsany u pacienti s deficitem enzymu
biotinidazy (BTD), u té€Zce podvyzivenych déti v rozvojovych zemich a také u jedincu, jejichz
strava je zalozena na pifijmu velkého mnozstvi vaje¢ného bilku [28]. Syrovy vajecny bilek totiz
obsahuje glykoprotein avidin, ktery je nerozpustny ve vod¢ a ke kterému se biotin vaze pomoci
nekovalentnich vazeb. Avidin tedy tvofi s biotinem pevny komplex, jenz je pro télo
nevyuzitelny. Po tepelné upraveé vajec se vsak avidin denaturuje a s biotinem nijak nereaguje
[4].

Mezi hlavni projevy nedostatku biotinu patfi vyrazka v obliCeji, zanét spojivek,
vypadavani vlast, ataxie, hypotonie, organicka acidurie, rizné kozni infekce a vyvojové
zpozdéni kojenct a déti [28]. Dalsimi projevy nedostatku pak jsou i neurologické poruchy, jako
napiiklad deprese, letargie nebo parestezie [23]. Experimentalnimi pokusy na zvifatech bylo
dokazano, ze nedostatek vitaminu B7 miZe mit také teratogenni ucinky [16].

Nedostatek biotinu mé neptiznivy vliv na spravné bunééné imunitni funkce. Napftiklad
u déti, které maji dédicné poruchy metabolismu biotinu, mize dojit k vyvoji koznich kandidoz,
které se projevuji nedostatkem imunogloginu A se snizenym mnozstvim T lymfocytd v krvi.
Deficit biotinu u lidi také mize zptisobovat zmény ve slozeni mastnych kyselin. U pacientt, u
kterych doslo béhem parenteralni (umélé) vyzivy k nedostatku biotinu, se zvysil podil mastnych

kyselin s lichym fetézcem. To mize byt znak snizené aktivity propionyl-CoA kyrboxylazy [28].
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1. 1. 7 Vitamin By

1. 1. 7. 1 Struktura a vilastnosti

Vitamin By je dalsi vitamin rozpustny ve vod¢. Je také znam pod dal§imi nazvy, jako
folacin, kyselina listova nebo kyselina pteroylglutamova (v minulosti nazyvana také jako
vitamin M) [13]. Obecny nazev vitaminu Bo, ktery se pouziva je folat [2]. Pojmy folat a kyselina
listova jsou Casto zaméfiovany, i kdyz jsou mezi nimi dilezité rozdily. Kyselinou listovou
oznacujeme syntetickou formu vitaminu Bo, kterou muzeme najit v obohacenych potravinach
a doplicich stravy. Naopak folaty jsou pfirodni formy vitaminu Bo, bézn€ se vyskytujici
v rostlinach a zivocCisnych tkanich [23].

Folat neni ve své piirozen€ se vyskytujici formé stabilni, a to jak v priabéhu skladovani
nebo zpracovani potravin [30]. Je totiz citlivy na teplo a svétlo [11]. Naopak kyselina listova,
diky své stabilité, muze byt pouzita k obohaceni potravin [30]. Existuji mezi nimi tedy urCité
rozdily ve struktufe, jenz také zpusobuji rozdilnou biologickou dostupnost [23]. Kyselina
listova se vyskytuje v oxidovaném stavu a obsahuje pouze jeden glutamatovy zbytek. Prirozene
se vyskytujici formy folatu, které slouzi jako koenzymy a regulacni molekuly, jsou prevazné
ve formé redukované, naptiklad tetrahydrofolaty (THF) a vétSinou obsahuji vice glutamatovych
zbytku [30].

Nezbytnou funkci plni folat pii pfenosu uhliku v metabolismu nukleovych kyselin
a aminokyselin. Je potfebny pro syntézu purini a pyrimidint, nezbytnych na tvotbu DNA
a erytropoézu [3]. Vitamin By je naprosto nezbytny pro bunécné déleni a rast tkani. Navic hraje
dulezitou roli v ¢asném vyvinu plodu.

Pro spravné metabolické fungovani se folat musi nachézet v redukované formé THF.
Biologicky aktivni jsou rizné formy THF. Nejcastéji vyskytujici formou je 5-methyl THF, ktery
se nachazi v buiikach a voln¢ cirkulujici v plazmé.

Absorpce folatu ve stieveé je dvoustupriovy proces, jenz spociva nejprve v hydrolyze
polyglutamatii na monoglutamatové derivaty a nasledném transportu stfevnimi membranami.
Biologicka dostupnost folati je rizna a Casto velmi omezena. Naopak biologicka dostupnost
kyseliny listové je pfi pouziti jako dopln€k stravy 100 %, v obohacené potravé mé asi 85 %

biologickou dostupnost [23].

27



O NH Y/,

OH

Y AN NH HO o)
] /

Obrdazek 10: Strukturni vzorec foldtu

1. 1. 7. 2 Doporuceny prijem

RDA folatu je u dospelych muza i Zen asi 400 ug [9]. Vyssi piijem 500 ug/ den
se doporucuje zenam b&hem kojeni. 600 pg folatu denné se pak doporucuje pfijimat zenam
t€hotnym. Potieba folatu u déti neni piilis vysokd. RDA pro déti ve veku 1-8 let je piiblizné

150-200 pg [29].

1. 1. 7. 3 Zdroje foldtu

Nejvyznamné&j$im zdrojem folatd, které se ptirozené vyskytuji ve strave, jsou listova
zelenina, chrest, lusténiny, jatra a kvasnice. Kyselinu listovou lze pak najit v obohacenych
potravinach a dopliicich stravy. Potraviny, které jsou obohacené kyselinou listovou, pozitivne
prispivaji k udrzeni optimalniho stavu folatu u lidi po celém svét€ [23]. V Cerstvych potravinach
se vitamin Bo nejCastéji vyskytuje ve forme€ S-methyltetrahydrofolatu a 10-

formyltetrahydrofolatu [4].

1. 1. 7. 4 Projevy nedostatku foldtu

Nedostatek kyseliny listové je uvadén jako nejCastéji se vyskytujici vitamin, u kterého
je problémem jeho nedostatek. Naptiklad v USA postihuje nedostatek vitaminu Bo asi 10 %
dospelé populace a az 60 % mladych nebo starSich lidi z ekonomicky slabych skupin [31].
Nizky piijem folatu se nejdiive projevi jeho snizenou koncentraci v séru, poté snizenou

koncentraci folatu erytrocytu, a naopak zvysenou koncentraci homocysteinu, coz je predchidce
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onemocnéni megaloblastické anémie [3]. Celkovd koncentrace homocysteinu v plazme
je spolehlivy ukazatel stavu vitaminu Bo vtéle, jelikoz pro normalni metabolismus
hymocysteinu je vyzadovana dostateCna zasoba folatu. Plati tedy, ze pokud je stav folatu nizky,
je zvySena koncentrace plazmatického homocysteinu [23].

Velky nedostatek folatu zpusobuje u lidi megaloblastickou anémii [31].
Jedna se o onemocnéni, které je charakterizovano abnormélnim vyvojem cervenych krvinek
v kostni dfeni. Jaderny vyvoj je u téchto krvinek zastaven, cytoplazmaticky vyvoj, vetne
homoglobinizace pokracuje. V krvi se pak objevuji ovalné makrocysty [32]. Stejny typ anémie
je ovSem také zpusobem nedostatkem vitaminu Bi2 [3]. Rovnéz jsou obavy, ze pfili§ vysoky
piijem folatu mize maskovat deficit vitaminu B12 [17].

Nedostatek folatu béhem téhotenstvi ma u novorozenct za nasledek defekty neuralni
trubice. Spatny stav folatu je rovnd? povaZovan jako rizikovy faktor rGznych srdegnich
onemocnéni [31]. Jeho nedostatek se celkem bézny u chronickych alkoholikt, u kterych

dochazi ke snizené absorpci stfevni sliznice, jater a zvySenému vylu€ovani moci [23].

1. 1. 8 Vitamin B

1. 1. 8. 1 Struktura a viastnosti

Vitamin B2 je komplexni molekula, jejiz strukturu tvoti korinovy kruh. Centralnim
atomem je pak kobalt. Jedna se o vitamin rozpustny ve vod¢, ktery je citlivy na svétlo, oxidacni
a reduk¢ni Cinidla [11]. Atom kobaltu je schopen s ligandy utvofit az 6 koordinacnich vazeb.
Ctyfi znich jsou atomy dusiku pyrrolovych jader, patou vazbu méZe tvoiit 5,6-
dimethylbenzimidazol v a-poloze [4]. Tento ligand je spole¢ny pro vSechny kobalaminy [33].
Sesta koordinatni vazba v p-poloze mutZe byt tvofena roznymi funkénimi skupinami,
slouCeninami nebo nemusi byt obsazena vibec. Prirozen¢ se vyskytujici kobalaminy zde maji
navazany adenosin, respektive 5'deoxyadenosylovy zbytek (adenosylkobalamin, respektive
koenzym  Biz2) methylovy zbytek (methylkobalamin), hydroxylovou skupinu
(hydroxykobalamin) nebo vodu (akvakobalamin). Kyanokobalamin (CN skupina) je synteticka
forma vitaminu, kterd se pouziva napfiklad ve farmaceutickych pfipravcich a kterd je
metabolizovana na vlastni G¢inny koenzym Bi2. V riiznych reak¢énich podminkach zde mazou
byt navazany idalsi ligandy. Pokud zaklad tvofi korinovy skelet, nazyvaji se souhrnné
korinoidy [4].

Vitamin B2 plni funkci dulezitého kofaktoru pro 3 kobalamin dependentni enzymy,

které se podileji na syntéze Cervenych krvinek, metabolismu mastnych kyselin a umoziuji také
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syntazy, methylmalonyl-CoA mutazy a ribonukleotid reduktazy [34]. Vitamin B2 je rovnéz
zapojen do metabolismu homocysteinu a kyseliny methylmalonové. Je tedy dllezity
pro spravny vyvoj kostni dfené a centralni nervovy systém [35]. Adenosylkobalamin plsobi
jako kofaktor enzymu methylmanolyn-CoA mutdzy. Ten pfeméfuje methylmanolyn CoA
na sukcinyl CoA, cozZje metabolit v cyklu trikarboxylové kyseliny. Methylkobalamin také pini
funkci kofaktoru, tentokrat pro enzym methionin syntdzu. Ta katalyzuje remethylaci
homocysteinu na methionin, ktery je prekurzorem S-adenosylmethioninu. Toje donor methylu,
ktery se uplatiuje pfi methylaci fosfolipidd, neurotransmiterli, amini, DNA, RNA
amyelinového zakladniho proteinu [23].

Absorpce vitaminu B12 mlize nastavat dvéma zplsoby. PFi vyssich koncentracich
vitaminu se uplatfiuje difaze, jindy absorpce probiha pomoci vnitfniho faktoru mukoproteinu,
jenz ma schopnost vazat kobalaminy. Resorpce je v tomto pfipadé docileno transportnim

systémem [33].

CONH
CONH

CONH

CONH

OH CN CH3
deoxyadenosyl

Obrézek 11: Strukturni vzorec kobalaminu [36]
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1. 1. 8. 2 Doporuceny prijem

V souCasnosti nebyva problémem pfijimat dostatecné mnozstvi vitaminu Bia.
Jeho piijem vétSinou znacné prevySuje doporuceni [23]. U dospelych lidi se doporucenéd denni
dévka vitaminu B12 pohybuje v rozmezi 2,4 az 2,8 ug, v zavislosti na pohlavi a fyziologickém
stavu [37]. RDA 2,6-2,8 ng/ plati pro téhotné, respektive kojici zeny [29]. Détem od 1 do 18
let se doporucuje denné piijimat 0,9-2,4 pg tohoto vitaminu [37].

Nizky pfijem vitaminu Bi2 se muze objevit u striktnich vegetarianii a vegand,
popfipade€ u obyvatel v zemich, kde je nedostatek zivocisné stravy [23]. Podle prazkumt mohou

nedostateCnym piijmem trpét rovnéz sportovci na dieté s omezenou energii [3].

1. 1. 8. 3 Zdroje kobalaminu

Vyskyt vitaminu B12 je omezen pouze na potraviny zivo¢isného puvodu. Jeho piijem
je tedy naprosto zavisly na pfijmu zivocisné stravy. Vyjimku vSak tvofi potraviny, které jsou
timto vitaminem uméle obohaceny [37]. Pfirodni zdroje vitaminu Bi2 jsou tedy omezeny
na maso, ryby, mléko a vejce. Co se tyCe jiz zminénych obohacenych jidel, jedna se naptiklad
o ceredlie.

Vibec nejbohat§im zdrojem vitaminu Bi2 jsou organy. Jatra mohou obsahovat
az 110 pg vitaminu Bi12/ 100 g, ledviny pak o néco méne (15-54 pg/ 100 g). V hovézim,
jehn&Cim a veprovém mase je ptitomno 1-3 ug vitaminu B2 ve 100 g. Je tedy patmné, ze 100 g
porce masa poskytuje vétsinu, ne-li v§echnu denni potiebu tohoto vitaminu [25]. Vitamin je
behem kulinarskych uprav stabilni. Jeho ztraty pfi zpracovani masa jsou zavislé na pouzité
technologii. Ani obsah v mléce se béhem zpracovani pfilis nemeéni. Pasteraci dojde ke ztratam
do 10 %. Pouzitim Propionibacterium shermanii, pti vyrob€ fermentovanych mlécnych
vyrobku, se dokonce az tficetkrat zvySuje obsah vitaminu v pouzitém mléce [4].

I né&které rostlinné produkty jsou zdrojem vitaminu Bi2. Mnozstvi v nich vSak
neposkytuje vhodnou alternativu Zivoci$nych zdroju, zejména pak z dlouhodobého hlediska.
Vitamin B2 je naptiklad obsazen u né€kterych druht hub [23]. Pouze stopové mnozstvi bylo
zjisténo v hribcich, bedlach, hliveé Ustfi¢né a smrzich. Oproti tomu, stroCek trubkovity nebo
liska zlatd obsahuji relativné velké mnozstvi vitaminu B2 (1,09-2,65 pg/ 100 g suSiny).
Znamena to, ze konzumace zhruba 100 g suseného strocka mize poskytnout potfebné denni
mnozstvi vitaminu. I presto, Ze piijem tak velkého mnozstvi hub je témé&f neproveditelné, jejich

konzumace muze mirné prispivat k prevenci nedostatku vitaminu Bi2 u vegetariani [38].
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Kromé hub byl obsah vitaminu B2 zji§tén také u dvou forem jedlych tas (Enteromorpha sp.

a Porphyria sp.), jejichz konzumace v zapadni stravé vSak neni roz§ifena [23].

1. 1. 8. 4 Projevy nedostatku kobalaminu

S ohledem na to, ze vitamin Bi2 je vice ¢i mén€ omezen na potraviny zZivocisného
puvodu, nedostatkem vitaminu B2 jsou ohroZeni zejména striktni vegetariani a vegani. Riziko
nedostatku je také u kojencu, ktefi jsou kojeni veganskou matkou. Dalsi rizikovou skupinu tvori
stafi lidé, u kterych se mize projevit snizena absorpce vitaminu z potravy [25]. NejCast€jSim
divodem nedostatku vitaminu B12 je tedy nizky pfijem z potravy a $patna absorpce. Absorpce
vitaminu Bi2 je slozity proces, jenz zahrnuje mnoho krokd, které mohou byt ovlivnény raznymi
sttevnimi onemocnénimi, infekcemi nebo léky [37].

Biochemické hodnoceni stavu vitaminu Bi2 zahrnuje hematologické ukazatele
(hematokrit, hemoglobin a erytrocytarni indexy), obsah vitaminu v séru a plazmé& a koncentrace
kyseliny methylmalonové v séru [3]. Mezi klinické ptiznaky nedostatku kobalaminu patii
zejména megaloblasticka anémie [23]. Jedna se o onemocnéni, které se projevuje velkym
ubytkem erytrocytd v dusledku jejich Spatné maturace v kostni dieni. Ve vétsiné piipadu
je zpusobena nedostateCnym mnozstvim vnitiniho faktoru, jenz zodpovida za absorpci vitaminu
Bi2 [33]. Pokud neni 1éCena dopliky kobalaminu, zpusobuje destrukci myelinovych pochev
kolem nervovych vlaken, coz vede ke zhorSeni zdravotnimu stavu a nakonec smrti [39].
U kojencu a starSich déti muze nedostatek vitaminu Bi2 zplsobit poruchy ve vyvoji a rizné
neurologické priznaky naptiklad hypotonii nebo kieCe nervového systému [35]. Mezi dalsi
neurologické a psychické piiznaky zptisobené nedostateCnym mnoZzstvim vitaminu Biz patfi
ataxie, psychoza, demence, parestezie, dezorientace, vykyvy nalad, poruchy motoriky a Spatna
koncentrace. Nedostatek vitaminu Bi2 je rovnéz spojen s vysokou hladinou homocysteinu

v krvi, coz maze byt jeden z hlavnich faktort riznych cévnich onemocnéni [40].
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2 METODY EXTRAKCE A STANOVENI VITAMINU B2

Struktura vitaminu Bi2 je nejslozitéjsi ze vSech vitamind. V pfirodnich materialech
se vitamin B2 vyskytuje prevazné v koenzymovych formach, které jsou vétSinou vazany
na bunécné proteinové slozky. Tyto proteinové slozky musi byt pfed samotnou extrakci
denaturovany na formu vhodnou pro analytické stanoveni [41]. Stanoveni vitaminu Biz
v puvodnich, pfirozené neobohacenych potravinach je pomémé naro¢né. Duvodem je jeho
nizka koncentrace. Obsah vitaminu B12 v potravinach zivoc¢i§ného ptivodu se pohybuje fadoveé
v ug/ 100 g (mléko (0,9 pg), syr (2,4 ug), maso (1-2 pg), jatra (83 ug)).

Razné formy, které se v potravinach vyskytuji, jsou citlivé na svétlo. Z tohoto divodu
se pii analytickém stanoveni pouziva kyanid, ktery vSechny formy pfevede na kyanokobalamin.
Ten je ze vSech forem vitaminu B12 nejstabilngjsi [42]. Koenzymy kobalaminu a také samotny
kyanokobalamin se pomalu rozkladaji vlivem UV zéfeni a alkalického prostredi, coz vyzaduje
jejich stabilizaci béhem jakéhokoli postupu pro kvantitativni extrakci [41]. Dale je také dulezité
vitamin B2 uvolnit z bilkovin, na které je pfirozené se vyskytujici vitamin vazan. Muze to byt
provadéno enzymaticky, napfiklad pouzitim enzymi jako je papain nebo pepsin. Ve vét§ing
piipada vsak staci vzorky v pfitomnosti kyanidovych nebo metabisulfitovych iontl (Ize také
pouzit) po kratkou dobu zahtat. To zapficini jak uvolnéni vitaminu Bi2 z vazeb na bilkoviny,
tak jeho pfeménu na kyanokobalamin, respektive sulfokobalamin [43].

Existuje mnoho extrakCnich postupt, které je mozno pouzit. Je nutné vybrat ten
nejlepsi pro konkrétni material, jenz ma byt analyzovan danym analytickym postupem.
U zivocisnych produkti (maso, mléko, mlécné vyrobky, moiské plody) je nejjednodussi postup
pro kvantitativni extrakci vitaminu B2 pomoci povateni nebo autoklavovanim, po uprave pH
na hodnotu piiblizn€¢ 4,8 50mM acetatovym pufrem. Pfeména koenzymovych forem
na stabilngjsi kyanokobalamin mtze probihat naptiklad pusobenim 0,01 % KCN. Pro samotnou
extrakci bylo navrzeno mnoho extrak¢nich ¢inidel, napt. benzylalkohol nebo chloroform.

U vzorka potravin 1ze vazby na proteiny rozrusit i pfidanim a-amylazy a pepsinu.
Vitamin B2 je poté zcela extrahovan S0mM pufrem octanu sodného (pH 4,0) a 1 ml NaCN
(1%) za stalého michani pii 42 °C po dobu 30 minut. Nésledn€ se smés zahiiva na 100 °C
po dobu 35 minut a pH se upravi na hodnotu 4,8. U multivitaminovych tablet vitaminu B12 neni

nutné piidavat a-amylazu ani pepsin, jelikoz se zde nenachézi zadny vazebny protein [41].
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2. 1 Extrakce vitaminu B>

2. 1. 1 Extrakce na pevné fazi

Metoda extrakce na pevné fazi (SPE) se pouziva z duvodu zvyseni citlivosti detekce
vitaminu B12 ve vzorcich potravin. Vitamin Bi2 ma totiz vét§inou signél niz§i, nez je mez
detekce (LOD). Jako pevna faze se pouzivaji oxidované vicevrstvé uhlikové nano trubice
(MWCNT), které maji velky adsorp¢ni potencial. Ty maji za ukol zvysit koncentraci vitaminu
B12 ve vzorku. Techniky MWCNT SPE lze kombinovat s HPLC-UV detekci pro méfeni
stopovych mnozstvi vitaminu Biz.

Samotna SPE spociva v dispergaci vzorku potravin ve vhodném objemu fosfatového
pufru (pH 4,0-5,0). Mnozstvi vzorku a pufru se voli na zaklad€ ptredpokladaného mnozstvi
vitaminu. Po zamichani je vzorek umistén na 15 minut do ultrazvukové lazn€. Za ucelem lepsi
filtrace lze smés odstfedit pii 5000 ot/min po dobu 5 minut. Filtrace pak probiha
pres celulozovy stiikackovy filtr (0,45 pm). K ziskanému vodnému extraktu se znovu piida
fosfatovy pufr. Nakonec se 100 ml roztoku vzorku protlaci minikolonou. K eluci zadrzen¢ho
vitaminu B12 se pouzije methanol [44]. Technika SPE byla zkoumana pted analyzou B12 pomoci
LC-UV ve vybranych potravinach. Tento postup vSak neni pouzitelny pro Sirokou skalu

potravin z divodu nedostate¢né selektivity [45].

2. 1. 2 Imunoafinitni extrakce

Prestoze metoda SPE je pfi analyze vitaminu B12 Siroce vyuzivana, existuji obavy z jeji
nizké selektivity. Biologicky neaktivni formy kobalaminu se mohou zachovat a eluovat, coz
vede k nepfesnym vysledkum. Imunoafinitni extrakce, vzhledem ke své vysoké selektivité
a specifiCnosti, mize byt pouzita jako nahrada za SPE. Metoda byla vyvinuta pomoci
technologie monoklonalnich protilatek. Tyto protilatky, které jsou imobilizovany v gelové
suspenzi, se po vneseni vzorku do kolony vazou na vitamin Bi2.

Imunoafinitni extrakéni metoda muze byt kombinovana s HPLC-UV nebo LC
metodou kombinovanou s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS). Obecné
se imunoafinitni kolona, po vypusténi zasobniho pufru pfed pouzitim naplni zfiltrovanym
roztokem vzorku a necha se ustélit. Poté se methanolem kolona dvakrat eluuje, pficemz se po
kazdé eluci susi vzduchem. Hlavni vyhoda pouziti imunoafinitni extrakce je vyznamné zvySeni
zpétné ziskané koncentrace kyanokobalaminu. Tim lze dosahnout vysSich vytézka a lepsi

opakovatelnosti [46].
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2. 2 Stanoveni vitaminu B

2. 2. 1 Mikrobiologicka zkouSka

Tradi¢ni metodou stanoveni vitaminu Bi2 v potravinach je tzv. mikrobiologicka
zkouska (MBA). Je to metoda, ktera ke stanoveni vyuziva testovaci organismus Lactobacillus
delbrueckii. Jedna se o referencni analytickou metodu [42]. Pro stanoveni kyanokobalaminu
v kojenecké vyziveé na bazi mléka a dalSich kojeneckych produktech, se pfi této metodé diive
vyuzival jako testovaci mikroorganismus Lactobacillus leichmanii [47]. Piestoze je to velmi
citliva metoda, jeji nevyhodou je Spatné selektivita, ktera Casto vede k nadhodnoceni obsahu
vitaminu o 5-30 %. Divodem je to, Ze testovany organismus muze reagovat na dalsi slouCeniny
vyskytujici se ve vzorku, jako analogy vitaminu Bi2 nebo nukleové kyseliny [42]. Navic,
1 prestoze je metoda MBA relativné levnd, ve srovnani napt. s chromatografickymi metodami,
je Casove naro¢nd a mén¢ presnd. Komeréné dostupné soupravy, které se v posledni dobé
vyuzivaji, znatn¢ zlepSily moznost pouziti MBA v béznych laboratorich. Specifi¢nost
a presnost vSak zastava hlavni nevyhodou této metody stanoveni [47].

Pfed mikrobiologickym stanovenim je nutnd pfiprava a extrakce vzorku, vcetné
pfemény na kyanokobalamin. Toxicky kyanid draselny mize byt nahrazen metabisulfitem
sodnym. Vznikly sulfitokobalmain pak vykazuje stejnou aktivitu, jako kyanokobalamin.
Sulfitokobalaminovy standard v§ak neni komeréné dostupny a v piipad€ pouziti je potiebna
jeho interni syntéza. Samotny test je zalozen na méfeni rustu mikroorganismu zavislého

na mnozstvi vitaminu B12 [46]. Tento rast se hodnoti na zakladé turbidimetrického méfeni [41].

2. 2. 2 Metoda vazebnych proteinii (PBA)

Byla vyvinuta radioizotopova metoda vazebnych proteini (RPBA), také nazyvana
jako radioizotopové fedéni, ktera do jisté miry splnila potiebu rychlé analyzy vzorkd. Metoda
muze byt pouzita pro rizné druhy mléka, potraviny a dopliky stravy. Metoda je zalozena
na soupeteni o specificky ligand vitaminu Bi2 (vnitini faktor) s vysokou afinitou k vitaminu
[34].

Vyhodou RPBA je rychlost a jednoduchost provedeni [48]. Naopak hlavnim
problémem této metody je jeji nespolehlivost, jelikoz pouzity vnitini faktor se mize vazat
1 na ostatni kobalaminy nebo analogy [45]. Doporucuje se proto pouzivat tzv. purifikovany
vnitini faktor [34].

Pro stanoveni vitaminu B12 v mlé¢nych vyrobcich byla vyvinuta technika PBA spojena

s detekci rezonanéni spektroskopie na povrchu plazmy. Tato metoda se vyznacuje vysokou
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citlivosti (2 ng/g), kterd umoziiuje detekci 1 stopového mnozstvi vitaminu Bi2 ve vzorku.

Specificnost této metody vsak i nadale pretrvava [45].

2. 2. 3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Pro kvantitativni 1 kvalitativni analyzu vitaminu Bi2 bylo vyvinuto mnoho
chromatografickych metod. Vét§ina z nich byla na principu HPLC, konkrétn€ nejb&zné&ji
pouzivanou metodou je HPLC s obracenymi fazemi (RPHPLC). Aby bylo dosazeno spravné
separace a stanoveni, je nutné optimalizovat fadu parametru. Dulezita je spravna volba
gradientového nebo izokratického programu, spravny obsah organického rozpoustédla
v mobilni fazi, pH mobilni faze, pratok, teplota a dalsi specifika pouzité kolony (stacionarni
faze, délka, vnitini praimér a velkost ¢astic pouzitého materialu) [46].

Nekolik publikaci uvadi stanoveni vitaminu Bi2 metodou RPHPLC za pouziti UV

detekce [45]. UV detekce vSak neni dostatecné citlivd pro stanoveni vitaminu Bi2 v umele
neobohacenych potravinach. UV detektor mé totiz omezenou citlivost a je neselektivni. Obecné
je tedy nevhodny pro stanoveni nizkych hladin kobalamint v komplexnich matricich [41].
Pro kvantitativni stanoveni vitaminu Bi2 lze také pouzit metodu vyuzivajici kapilarni
elektroforézu a mikro HPLC, ktera vyuziva jako detektor techniku hmotnostni spektrometrie
sindukéné vazanym plazmatem (ICP-MS), schopnou detekovat kobalt ve struktufe
kobalaminu. Jedna se o metodu, ktera umoziiuje rychlou detekci a stanoveni kobalamina
v potravinaiskych produktech. Mnozstvi schopné stanovit touto metodou (1500-600 ng/ g) je
vSak stale vyrazn€ nad urovni obsahu, které se bézné vyskytuje v potravinach (3—20 ng/ g).

Takové stopové mnozstvi umoziiuje stanoveni pomoci fluorimetrické detekce. Tady
je ale problém v tom, ze vitamin B2 neni pfirozené fluorescencni. Je zde tedy nejprve potieba
uvolnit fluorescen¢ni slou€eninu vitaminu Bi> pomoci chemické reakce a enzymatické
hydrolyzy [45]. Pakin ve své praci z roku 2005 popisuje uvolnéni a-ribazolu (fluorescenéni
latky) z molekuly vitaminu Bi2 pomoci enzymatické a alkalické hydrolyzy, coz umoznilo
stanoveni vitaminu Bi2 metodu HPLC s fluorimetrickou detekci ve vybranych vzorcich
potravin [49].

Z dalSich moznosti detekce vitaminu B2, kterou lze pouzit, je coulometricka
elektrochemickéd detekce. Jeji vyhodou je ucinna kvantifikace vitaminu Bi2 ve vzorcich
potravin bez nutnosti pfedchozi premeny na kyanokobalamin [43].

V nedavné dob& byla vyvinuta ultra-vysoce ucinnd kapalinovd chromatografie

(UHPLC), jejiz separaéni kolonu tvoii Castice mensi nez 2 um. Vyrazné tak zvysila citlivost
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chromatografické analyzy. Pro stanoveni vitaminu Bi2 v mléce a mléénych vyrobcich byla

popsana metoda UHPLC s detekci pomoci hmotnostni spektrometrie (MS) [42].

2. 2. 4 Elektrochemické metody

Mezi raznymi metodami, které lze pouzit pro stanoveni vitaminu Bia,
si elektrochemické metody vyzadaly velkou pozornost zejména diky své snadné obsluze,
vysoké citlivosti a nizkym nakladim. V elektrochemickych studiich, za ucelem stanoveni
vitaminu B2, 1ze pouzit modifikované i nemodifikované elektrody, popfipade€ biosenzory [50].

Elektrochemické techniky byly pouzity pro zkoumani redoxnich charakteristik
kyanokobalaminu. Tyto redoxni procesy byly zkoumany pomoci polarografie. Dal§imi
metodami identifikace a stanoveni vitaminu Biz jsou oscilopolarografie a stanoveni
polarografickou katalytickou vlnou. Pfi iontové selektivnim stanoveni lze kyanokobalamin
redukovat bud’ kyselinou askorbovou, chloridem cinatym v kyseliné chlorovodikové nebo
hypofosfatem vapenatym, za uCelem kvantitativniho uvolnéni kyseliny kyanovodikové.
Uvolnit 1ze také fotochemicky. Kyselina kyanovodikova v mikrogramovém mnoZzstvi, se
detekuje za pouziti kyanidové membranové selektivni elektrody. Kyanid lze rovnéz stanovit
titrané€ dusiCnanem stfibrnym. Hlavnim problémem téchto metod je interference kovovych
ionty, které se ve vzorku vyskytuji [41].

Mezi modifikované elektrody, které nasly uplatnéni pfi stanoveni vitaminu B2, patii
napiiklad uhlikova pastova elektroda modifikovand trans-1,2-dibromycyklohexanem,
bismutova filmova elektroda, sitotiskova grafitova elektroda, zlatd elektroda modifikovana
pyrrolem, feromagentickymi nanocasticemi nebo triazinovym dendrimerem a borem dopovana
diamantova elektroda (BDDE).

Pravé BDD elektrody se ve srovnani s dalSimi typy uhlikovych elektrod vyznacuji
pozoruhodnymi fyzikalnimi, chemickymi a elektronickymi vlastnostmi, diky nimz nasly velké
uplatnéni v elektroanalyze biologicky aktivnich organickych latek v raznych matricich.
Vyuzitim BDDE pfi analyze vitaminu B12 se ve své praci z roku 2016 zabyval Stankovi¢ [51].
Ve své praci spoleCné se spoluautory vyvinul metodu, ktera zahrnovala monitorovani
Co*'/ Co*" redoxniho paru vitaminu Bi». Metodou ,square wave voltametry* (SWV) byl
sestrojen kalibrani graf (za pouziti Britton-Robinsonova pufru; pH 2,0), ktery byl linearni

v rozmezi koncentraci (2,0-35,0 umol/ 1) s detekénim limitem 0,7 umol/ 1 [52].
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2. 2.SELISA

Enzymaticky vazany imunosorbentovy test (ELISA) je biospecifickd metoda,
ktera spociva ve specifické interakci mezi protilatkou a jejim antigenem. Obvykle se tato
metoda provadi v mikrotitraéni desticce.

Pii stanoveni vitaminu Bi2 se postupuje nasledovné: volny antigen (standard nebo
vzorky vitaminu B12) a enzymem znaceny antigen (vitamin B12 znaCeny avidinem peroxidézou)
se pridaji do kazdé mikrotitracni jamky. Nasledné dojde ke kompetitivnimu navazani
na omezena vazebnd mista pritomnych protilatek. Nenavazané antigeny se odstrani. Avidin
substratovy roztok, ktery se poté piid4, vytvaii svitaminem Biz konjugat za tvorby
absorbujiciho produktu. Méfend absorbance je produkovand znaCenym vitaminem By,
tudiz je nepfimo imérna jeho koncentraci v pfitomnych vzorcich a standardech.

Metoda ELISA muze byt pouzita napiiklad pro stanoveni vitaminu Biz v mléce.
V piipad€ stanoveni vitaminu Biz v dal§ich vzorcich potravin, jsou zapotiebi dalsi kroky
pfi piipravé a uprave vzorku, vetné pfemeny na kyanokobalamin a extrakci na pevné fazi.
Kromé toho je ELISA limitovana ve vytvareni specifickych protilatek [46]. Naopak dalsi
nespornou vyhodou metody ELISA je kromé rychlosti provedeni také pouzivani stabilnich

nereaktivnich Cinidel, které mohou byt dlouhou dobu skladovany [41].

2. 2. 6 Chemiluminiscen¢ni metoda

Chemiluminiscen¢ni metoda (CL) pro stanoveni vitaminu Bi2 je zaloZend ne meéfeni
emitovanc¢ho svétla, které vznika v dusledku chemickych reakci. Pro méfeni se pouziva plné
automatizovany CL analyzator [41].

Vzorky jsou automaticky pridavany do reak¢ni nadoby spole¢né s kyanidem draselnym
a dithiotreitolem. VSechny formy vitaminu Bi2 jsou tak pfevedeny na kyanokobalaminovou
formu. Po zneutralizovani se do vzorku ptida konjugat s vnitinim faktorem a ¢astice potazené
monoklondlnim antiintegracnim faktorem, aby doSlo k navazani vitaminu B2 na konjugat
s vnitinim faktorem. Aby nedoslo k interferencim, ostatni slozky se vymyji. Poté se do nadoby
piida chemiluminiscencni substrat a svétlo, které vznika reakci s proteinem vazajici vitamin B2
se méii luminometrem. Intenzita vznikajiciho svétla je nepfimo imérna koncentraci vitaminu
B2 ve vzorku.

Metoda CL se uplatiiuje pii stanoveni vitaminu B12 v mase a masnych vyrobcich, kde je

jeho stanoveni rychlejsi a presné€jsi nez u klasickym mikrobiologickych testi. Vyhodou CL
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je také jeji plna automati¢nost, ktera umoziuje snadnou manipulaci s toxickymi sloueninami

[53].
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3ZAVER

Vitamin Bi2 (kobalamin) je jednim z 8 vitaminti B-komplexu. Jeho struktura je tvorena
tzv. korinovym kruhem, kde kobalt vystupuje jako centralni atom. Podle navazané specifické
funkéni skupiny rozliSujeme adenosylkobalamin, methylkobalamin, hydroxykobalamin a
akvakobalamin, které se v potravinach vyskytuji pfirozené. Synteticka forma vitaminu B,
kyanokobalamin, je pfidavan uméle napiiklad do farmaceutickych piipravki. Mezi hlavni
funkce vitaminu B2 patii syntéza ervenych krvinek, metabolismus mastnych kyselin, spravny
vyvoj centralniho nervového systému a syntéza DNA. Doporu€eny denni piijem vitaminu B2
je2,4-2 8 ug pro dosp€lé muze i zeny. Zvysena potieba 2,6-2.8 ng pak plati pro t¢hotné a kojici
zeny. Hlavnimi zdroji vitaminu Bi2 jsou potraviny zivoci§ného ptavodu, tedy maso, mléko,
mlécné vyrobky a vejce. Vibec nejvétsi mnozstvi vitaminu Bi2 je obsaZeno ve vnitinostech,
predevs§im v jatrech a ledvinach. V potravinach rostlinného puvodu je vitamin Bi2 zastoupen
jen vyjime¢n€, snad kromé uméle obohacenych potravin, napiiklad cerealii. Z davodu velmi
nizké denni potieby je nedostatek vitaminu Bi2 vzacny. Ohrozenou skupinou jsou z divodu
vyskytu v zivoci§né stravé predevsim vegani a striktni vegetariani, dale pak lidé s poruchami
absorpce.

Stanoveni vitaminu B2 v pfirodnich neobohacenych potravinach je z divodu jeho
nizké koncentrace pomérné slozité. Dal§im divodem je i to, Ze se vyskytuje v raznych
koenzymovych formach, které jsou navic citlivé na svétlo. Dalsi piekazkou je 1 fakt, ze v drtivé
vetsing pfipadd, je vitamin Bi2 v potravinach vazan na bilkoviny. Uvolnit ho z téchto vazeb je
mozn¢ enzymaticky nebo zahtatim v pfitomnosti vhodnych sloucenin.

Zaucelem zvyseni citlivosti detekce vitaminu B12 se pouzivaji rizné extrakéni metody,
diky kterym dojde k znacnému zvySeni meze detekce. Hojn€ vyuzivana je metoda SPE, jejiz
nevyhodou je nizka selektivita. Dalsi moznou metodou je imunoafinitni extrakce, ktera spociva
v navazani monoklonalnich protilatek na vitamin Bi2. Hlavni vyhodou této metody je jeji
zna¢na selektivita a specifi¢nost.

Ke stanoveni vitaminu Bi2 v potravinach lze vyuzit rizné metody, které se lisi
v selektivité, specifiCnosti, citlivosti, Casové ndroCnosti a narocnosti provedeni. Nejstarsi,
ale stale hojné€ vyuzivanou metodou, je mikrobiologicka zkouska, kterd ke stanoveni vyuziva
vhodny mikroorganismus, naptiklad Lactobacillus delbrueckii. Test je zalozen na méteni ristu
mikroorganimsu. Jeho vyhodu je vysoka citlivost a snadna finan¢ni dostupnost. Nevyhodu je
Spatna selektivita a presnost. Metoda radioizotopového fedéni je zalozend na soupefeni o

specificky ligand vitaminu Bi2. Jeji hlavni vyhodou je dobra citlivost a rychlost provedent,
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nevyhodou pak jeji Spatna specifi¢nost. Velmi rozsifenou moznosti stanoveni jsou rizné
chromatografické metody. Jako nejlepsi pro vitamin Bi2 se ukazala vysokoucinna kapalinova
chromatografie s obracenymi fazemi (RPHPLC), za pouziti vhodné detekce, napriklad ICP-
MS, UV nebo detekce fluorimetrické. Nedavno byla vyvinuta metoda ultra-HPLC,
kterd vyrazné zvysila citlivost chromatografickych metod. Pro stanoveni vitaminu Biz 1ze
rovnéz vyuzit metody elektrochemické. Z Siroké S$kaly moznych pouziti je zifejmé
nejvyznamngjsi vyuziti BDD elektrody, ktera se vyznacuje vysokou citlivosti. Prave citlivost a
snadna obsluha jsou hlavni vyhody wvyuziti elektrochemie pii stanoveni vitaminu Bia.
Biospecifickd metoda stanoveni ELISA, ktera spoc¢iva ve specifické interakci mezi protilatkou
a antigenem, nasla rovnéz uplatnéni pii stanoveni vitaminu Bi2. Jeji velkou vyhodu je rychlost
provedeni a pouziti stabilnich nereaktivnich ¢inidel. Nevyhodou je mimo jiné vytvafeni
specifickych protilatek. Posledni zminénou metodou stanoveni vitaminu B12 v potravinach je
chemiluminiscen¢ni metoda. Ta spoCiva v méfeni emitovaného svétle vznikajiciho v disledku
danych chemickych reakci. Vzniklé svétlo mefené luminometrem je nepiimo imeérné mnozstvi
vitaminu B12 ve vzorku. Jeji vyhodou je automati¢nost provedeni, ktera umoziuje manipulaci
s toxickymi latkami. Navic stanoveni vitaminu B12 v mase a masnych vyrobcich je zde rychlejsi

a ptesnéjsi nez u bézné mikrobiologické metody.
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