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ANOTACE

Tato bakalarskéd prace se soustfedi na vitaminy rozpustné ve vodé. V uvodu prace
jsem kratce shrnula obecné rozdéleni vitamini a naznacila nejpouzivanéjsi metodu
jejich stanoveni. Hlavni Casti této prace je popis vitaminu C a vitamint skupiny B. Je
zde uvedena jejich struktura, vlastnosti a funkce, které plni v organismu, dale pak vliv
nedostatku téchto vitamint na lisky organismus, ¢i pfirodni zdroje téchto vitamind.
V zavéru jsou pak vyjmenovany mozné metody stanoveni jednotlivych vitamint i
struny popis obecného stanoveni vSech vitamini vysokouc¢innou kapalinovou

chromatografii.

KLICOVA SLOVA
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ANNOTATION

This bachelor thesis focuses on vitamins soluble in water. At the beginning of my
work, | briefly summed up the general distribution of vitamins and suggested the most
used method of their determination. The main part of this work is a description
of vitamin C and vitamins of group B. Here is presented their structure, properties and
functions, which they fulfill in the organism, furthermore, the effect of the lack of these
vitamins on the organism, or the natural sources of these vitamins. Finally, the possible
methods of determination of individual vitamins and a brief description of general

determination of all vitamins by high performance liquid chromatography are listed.
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SEZNAM ZKRATEK

ADP adenosindifosfat (adenosine diphosphate)

AIDS syndrom ziskaného selhani imunity (Acquired Immuno Deficiency
Syndrome)

CoA koenzym A (coenzyme A)

DNA deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
HDL lipoprotein s vysokou hustotou (high density lipoprotein)

HPLC vysokouéinna kapalinova chromatografie (high performance liquid

chromatography)
LDL lipoprotein s nizkou hustotou (low density lipoprotein)
MRNA  mediatorova ribonukleova kyselina (messenger ribonucleic acid)
NAD* oxidovana forma nikotinaminadenindinukleotidu

NADP* oxidovana forma nikotinaminadenindinukleotidfosfatu

PL pyridoxal

PLP pyridoxal-5-fosfat (pyridoxal -5-phosphate)

PM pyridoxamin (pyridoxamine)

PMP pyridoxamin-5-fosfat (pyridoxamine-5-phosphate)

PN pyridoxin (pyridoxine)

PNP pyridoxin-5-fosfat (pyridoxine-5-phsphate)

RDI doporuceny denni ptijem (recommended dietary intake)

SNP polymorfizmy jednotlivych nukleotidi (single nucleotidepolymorphism)
TAG triacylglycerol

TPP thiaminpyrofosfat (thiamine pyrophosphate)

uv ultrafialové zatfeni (ultraviolet); typy zafeni: UVA = dlouhovinné;

UVB = stfedovinné
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UvVOD

Vitaminy jsou slouceniny, které se podileji na vSech zakladnich funkcich organismu,
ale také jsou predmétem fady studii provedenych rlznymi vyzkumniky

(Tyskiewicz et al., 2017).

Vitaminy jsou vyzadovany v malych mnozstvich jako kofaktory v biochemickych

reakcich a rozdéleny do dvou typli na zaklad¢ jejich rozpustnosti:

e vitaminy rozpustné ve vodg,

e vitaminy rozpustné v tucich.

Vitaminy rozpustné ve vodé€ jsou vsttebavany do tenkého stteva do portalniho ob¢hu,
zatimco vitaminy rozpustné v tucich mohou byt Uinn¢ vstiebdvany stievem
do lymfatického ob&hu, pokud dochazi k normalni absorpci tuku. S vyjimkou niacinu a
vitaminu D, které se tvoii z tryptofanu a cholesterolu, nelze v lidskych buiikach
vitaminy syntetizovat. Nedostatky vitaminti obecné vedou k metabolickym porucham a

onemocnénim s charakteristickymi syndromy (Wu et al., 2012).

Chromatografie s nadkritickym CO2 naSla uplatnéni pfi stanoveni, separaci a
kvantitativnich analyzach vitamini rozpustnych v tucich i ve vod€. Metody separace
vitamind se v prib&hu let rozvijely a zlepSovaly. Obé& skupiny sloucenin byly
separovany pomoci superkritick¢ kapalinové chromatografie s odliSnou detekci

na riznych stacionarnich fazich (Tyskiewicz et al., 2017).

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) se stava standardni metodou
V testovani vitamind, zejména pii rutinnich zaleZitostech. Pro kazdy vitamin jsou
nastaveny upravy vzorku (dle zdroje odbéru) a specifické podminky chromatografu
(Rizzolo a Polesello, 1992).
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1 VITAMIN C

Pfirodni vitamin C je také znamy jako kyselina L-askorbova. Tato molekula ma dva
asymetrické atomy uhliku, které vedou ke vzniku Ctyf stereoizomert: kyselina
L-askorbova, kyselina D-askorbova, kyselina D-izo-sorbova a kyselina L-izo-sorbova
(obr. 1). Ze ¢tyi izomeri je pouze kyselina L-askorbova neboli vitamin C biologicky

aktivni a dalsi tii formy jsou neaktivni (Yun et al., 2015).

—OH —OH
HO —
O 0
H HY ——
HO car HO OH
L-askorbova kyselina D-isoaskorbova kyselina
H o KOH H o
" ~~0 wmeom 7 -0
OH OH OH OH
——OH HO—
—— OH —OH
D-askorbova kvselina L-isoaskorbovid kvselina

Obrazek 1: Stereoizomery kyseliny askorbové a jejich interakce

Kyselina L-askorbova je bezbarva krystalicka pevna latka kyselé chuti a
bez zapachu. Jeji chemické slozeni je CsHsOs s molekulovou hmotnosti 176 g/mol a
teplotou tani 190-192 °C. Je rozpustnd ve vodé a nerozpustnd V organickych
rozpoustédlech. Snadno se oxiduje n€kolika latkami véetné halogent a peroxidu vodiku
(Yun et al., 2015).
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Pro ogranismus je tato latka velmi potfebna, nebot’ se podili na syntéze kolagenu
(podstatné slozky pojivové tkang, ktera drzi struktury téla dohromady) a antioxida¢nich
obrannych mechanismech. Nejenze transkripéné reguluje syntézu kolagenu, ale je také
nezbytnym kofaktorem lysyl- a prolylhydroxylaz, enzymu katalyzujicich tvorbu
vodikovych mustkt, které spojuji rizné kolagenové fibrily. Kromé kolagenu hraje také
roli pfi syntéze glykosaminoglykant, které jsou zakladnimi slozkami chrupavky, kosti a
pojivove tkan€. Téz se podili na biosyntéze hormonti, karnitinu a neurotransmitert.
To také pomaha télu absorbovat Zelezo z jinych zdroji, nez je hemoglobin, a napomaha
udrzovat kovy jako méd’ a Zelezo ve snizeném stavu, coz je nezbytné pro mnoho
biologickych reakci v lidském téle. Recykluje dalsi antioxidanty, jako je vitamin E a
glutathion. Je u¢innym antimikrobidlnim prostiedkem, ktery inhibuje virové a

vvvvvv

antioxidantem (Dayan, 2008; Rumbold et al., 2015; Yun et al., 2015).

Tato sloucenina byla izolovdna a jeji struktura byla identifikovana madarskym
védcem Albertem Szent-Gyorgyiem. V roce 1933 se spole¢nost Hoffmanna La Roche
stala prvni farmaceutickou spole¢nosti zodpovédnou za masovou vyrobu vitaminu C.
Uloha vitaminu C jako protirakovinnového &inidla byla poprvé navrzena v roce 1952
McCormickem, ktery jej uréil jako pomocného Cinitele v chemoterapii
(Yun et al., 2015).

Narozdil od vétSiny Zivocichl nejsou lidé schopni syntetizovat vitamin C, nebot
postradaji enzym L-glukono-gamma-lakton-oxidazu (potfebnou pro syntézu vitaminu C
z kyseliny glukuronové), proto vyzaduji dostate¢ny pfisun tohoto vitaminu ve stravé.
Vitamin C se nachazi v mnoha druzich ovoce a zeleniny - s vysokym obsahem
Vv tropickém ovoci, cerném rybizu, citrusovych plodech, jahodach, paprikach, rajéatech,
bramborach a brokolici. Aktivni transport z gastrointestinalniho traktu je omezeny,
dokonce ani masivni oralni davky nezvySuji koncentraci na optimalni Groven
fotoprotekce (= ochrana pied u¢inky UV zafeni) v kizi. V disledku toho je nedostatek
vitaminu C zaznamenavan pouze u jedinct se standardni stravou. Ve vétSiné zapadnich
zemi je soucasny doporuceny ptijem (RDI) vitaminu C pro dospélé v rozmezi 30-70 mg
denné. Béhem te¢hotenstvi se pozadavky na vitamin C zvySuji, protoze vitamin C se
aktivné transportuje pies placentu. Vysledkem je, ze b&hem téhotenstvi hladina

vitaminu C v plazmé klesa a RDI se zvysuje na 60 mg denné. Béhem laktace se hodnota
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RDI zvySuje na 85 mg denné¢ kvuli ztraté¢ v matefském mléce (Dayan, 2008;
Rumbold et al., 2015).

v

Vitamin C poskytuje mnoho vyhod pro pokozku - nejvyznamnéjsi je zvySena syntéza
kolagenu a fotoprotektiva. Vitamin C je esencialni kofaktor pro dva enzymy potiebné
pro syntézu kolagenu: prolylhydroxylazu (ke stabilizaci molekuly kolagenu) a
lysylhydroxyldzu (k dosazeni strukturni sily zesiténi). Nedavny vyzkum prokazal, Ze
vitamin C pusobi pifimo na DNA ke zvySeni rychlosti transkripce a stabilizaci
prokolagenové mRNA, ¢imz reguluje a udrzuje mezibunééné mnozstvi kolagenu.
ZlepSenim syntézy kolagenu mé vitamin C také ucinky proti starnuti a lepsi efektivitu

hojeni ran (Dayan, 2008).

1.1 Nedostatek a nadbytek

Jedna z prvnich kontrolovanych studii vitaminu C byla provedena Jamesem Lindem
v roce 1753, jenz objevil, ze nedostatek vitaminu C vede ke kurdéjim, které jsou
charakterizovany poskozenim pojivové tkané a kapilarnich cév, vedoucim ke krvaceni
dasni a hlubsich tkani, $patnému hojeni ran, vzniku kozni vyrazky a smrti. Kojenecké
kurdéje se mohou vyskytovat u kojenct, kteii pili matefské mléko s deficitem
vitaminu C a jsou charakterizovany krvacenim pod pojivou tkani kolem kosti,
zhorSenym vyvojem kosti, podrazdénosti, Spatnou chuti k jidlu a ztrdtou hmotnosti.
Toto onemocnéni se vyskytuje pouze u savci, kteti ztratili schopnost produkovat
vitamin C a musi jej pfijimat potravou, jako jsou lidé, primati ¢i morcata. Jedinci
s kurdéjemi mohou také trpét anémii z nedostatku zeleza a/nebo megaloblastickou
anémii, protoze vitamin C se podili na metabolismu Zzeleza a folatu. Vitamin C
podporuje jak mobilizaci Zeleza z télnich zasob, tak vstfebavani Zeleza ve stievé.
Mechanismy interakci mezi vitaminem C a kyselinou listovou jsou mén¢ jasné

(Rumbold et al., 2015; Yun et al., 2015).
Byly v8ak pozorovany i nezadouci u¢inky u nadmérného piijmu vitaminu C, jako je
tvorba oxalatovych ledvinovych kament, interakce S vitaminem B12 vedouci ke snizeni

dostupnosti tohoto vitaminu, nadmérna absorpce Zeleza a gastrointestinalni poruchy

jako je prujem (Diplock et al., 2017).

Je mozné, ze vyuziti askorbatu se zvySuje v dlsledku onemocnéni zrychlenim

enzymatickych reak¢nich rychlosti zavislych na askorbatu, snizenim redukce
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askorbatového radikalu dehydroaskorbové kyseliny nebo zrychlenim neenzymatické
degradace vlivem oxidac¢nich faktori spojenych s onemocnénim. Koncentrace askorbatu
jsou nizsi u kuiakt (pravdépodobné kvuli oxidantiim spojenym s koufenim), U pacientl
s pankreatitidou, sepsi, zdvaznym onemocnénim, akutnim infarktem myokardu a
s diabetem. Divodem mize byt Spatny piijem, prechodna redistribuce, ¢i ztrata

ledvinami (Levine et al., 2011).

Vitamin C se u lidi a zvifat soustfed’'uje v mnoha organech. Jeho nejvyssi hladiny
se vyskytuji v nadledvinach a v hypofyze. Jiné organy bohaté na vitamin C zahrnuji
jatra, slezinu, slinivku bfi$ni, ledviny, mozek, brzlik a cofku oka. In vitro studie
prokazaly, ze oxidovany vitamin C vstupuje do buiky prostfednictvim glukézovych
transportéri,, kde je intracelularné redukovan na Kyselinu L-askorbovou. Ta je dale
pfimo piebirdna buitkami ptes specifické transportéry na bazi sodiku a askorbatu (sodik-

askorbatovy kotransportér) (Yun et al., 2015).

1.2 Antioxidaéni vlastnosti

Kyselina askorbova je zakladni Zivina, ktera se bézné povaZzuje za antioxidant, Ktery
produkuje cytotoxicitu zavislou na peroxidu vodiku vici riznym nadorovym bunkam
invitro bez nepfiznivého ovlivnéni normalnich bunék. Jako antioxidant pomaha
vitamin C chranit tkané téla pied poskozenim Skodlivymi volnymi radikély (reaktivni
molekuly kysliku) a pomaha tak pfedchazet oxidaénimu stresu. Oxidativni stres se tyka
nerovnovahy v mnoZstvi volnych radikald, které cirkuluji v téle, a dostupnosti
antioxidantii pro potlaceni volnych radikalt. Vitamin C funguje jako volna radikalova
latka, ktery interaguje s vitaminem E (dalsi antioxidant) a pomaha mu k udrzeni v téle a

jeho regeneraci (Bates Christopher et al., 2013; Rumbold et al., 2015).

Studie in vivo ukazaly, ze kyselina L-askorbova se pouziva v bunééném metabolismu
jako elektronovy donor schopny darovat jeden nebo dva elektrony. V prvnim stupni
oxidace se vytvori askorbylovy radikal a nasledné se ve druhém kroku vytvofi kyselina
dehydroaskorbova. Askorbylovy radikal se nehromadi in vivo, protoze dva askorbylové
radikaly dismutuji do jedné molekuly kyseliny askorbové a jedné molekuly kyseliny
dehydroaskorbové (Yun et al., 2015).

Zvyseni hladiny vitaminu C v kazi topickym podanim mutze byt mimofadné

pfinosné. AvSak aktivni kyselina L-askorbovéd je tak vynikajici antioxidant, Ze je
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inherentn¢ nestabilni, ¢imz se zméni na hnédou, protoze je oxidovana na kyselinu
dihydroaskorbovou, poté co je vystavena pusobeni vzduchu. Proto je doba
skladovatelnosti vétsiny slozek obsahujicich ¢isty vitamin C kratka. Vateni obecné nici
vitamin C, stejné¢ jako skladovani, protoZze sloucenina je nestabilni a extrémné citliva

na teplo (Dayan, 2008; Yun et al., 2015).

Vitamin C sam o sob&é neni ochrannym faktorem, protoze nema UV absorpéni
spektra v oblasti UVA nebo UVB, ale jako antioxidant deaktivuje UV-indukované
volné radikdly a snizuje UVB erytém a pomaha pii 1écbé akné. DalsSim dualezitym
pusobenim vitaminu C na pokozku je to, ze topicky vitamin C zvySuje syntézu nékolika
specialnich lipidi na povrchu ktze. Nejenze pfispiva k ptirozenému zvlh¢ovani

pokozky, ale také zvySuje funkci ochranné bariéry (Dayan, 2008).

Piijjem antioxidantd je u zdravych subjektd adekvatni. Nizkd hladina byla
pozorovana u kufakd, starSi populace a pacientt se specifickymi nemocemi nebo
rizikovymi faktory a u né¢kolika studii se prokdzalo, ze pfijem urcitého mnozstvi
antioxidantl mizZe byt nedostacujici. Dtlezitou Glohu také hraje lokalita, napt. v zemich
jako Francie a Italie maji antioxidacni piijem z velké Casti ptiméfeny, kvili bohaté
dodavce Cerstvého ovoce a zeleniny, na rozdil od jinych zemi, kde je vybér produkti
omezen ¢i sezénni (chudé zemé, severska oblast). Antioxidanty mohou hrat dulezitou

roli v prevenci chronickych onemocnéni (Diplock et al., 2017).

1.3 Vitamin C a rakovina

Letit¢ dikazy ukazaly, ze lidé, konzumujici vice ovoce a zeleniny, maji nizsi
pravdépodobnost vyvoje rakoviny nez lidé, kteti maji nizsi piijem téchto potravin.
Zatimco mnoho fytochemikalii a mikrozivin v ovoci a zeleniné mliZze mit protirakovinné
vlastnosti, vitamin C se ukazuje jako jeden z nejucinngjsich antikarcinogennich ¢inidel.
Lidska onemocnéni, jako je aterosklerdza a rakovina, se mohou ¢astecné vyskytnout
pfi poSkozeni tkdné oxidacnim c¢inidlem. Oxidace lipid, proteini a DNA vede
ke specifickym oxida¢nim produktim. Antikarcinogenni vlastnosti vitaminu C lze tedy
pfipsat jeho antioxidacnim vlastnostem, jako je prevence poSkozeni volnych radikali
DNA, sniZovani tvorby karcinogennich nitrosamini a mutagent, posileni imunitniho
systému v boji proti rakovinnym buiikdm, urychleni plisobeni detoxikac¢nich jaternich

enzymi a blokovani toxickych ucinkt karcinogent (napi. polycyklickych uhlovodik,
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organochlorinovych pesticidu a t€zkych kovt). Epidemiologické studie ukazuji, ze diety
s vysokym obsahem ovoce a zeleniny jsou spojeny s niz$im rizikem kardiovaskularnich
onemocnéni, mrtvice a rakoviny a se zvySenou dlouhovékosti, ovSem neni prokazano,
zda tyto ucinky piimo souvisi s vitaminem C. Dal$i studie prokazaly spojitost mezi
vysokym pfijmem vitaminu C a snizenym rizikem rakoviny zaludku. To muze byt
zpusobeno pusobenim vitaminu C, ktery blokuje tvorbu nitrozaminu a dalSich

karcinogeni v zaludku (Padayatty et al., 2003; Yun et al., 2015).

Ze zkoumanych vzorkil se prokéazalo, ze jedna farmakologickd davka askorbatu
produkuje trvalé askorbatové radikaly a tvorbu peroxidu vodiku selektivné uvniti
intersticidlnich tekutin nadort, nikoliv vSak v krvi. Intraven6zni davky askorbatu
vyznamng snizily pocéet nadort vajeénika, pankreatu, aj. To naznacuje, Ze askorbat jako
prekurzor miize mit pfiznivy U¢inek u nadord se Spatnou progndézou a omezenymi
terapeutickymi moznostmi. Diky novym poznatkim v klinické farmakologii bylo
dalsim krokem urcit, zda a jak by farmakologicky askorbat mohl selektivné zabijet
karcinogenni buiky. Rakovinotvorné a zdravé builkky byly inkubovany po dobu
1 hodiny v médiu bunécnych kultur obsahujicich koncentrace askorbatu v rozmezi
od 0 do 20 mmol/l. Z testovanych normalnich bunék nebyly zadné ovlivnény. Naproti
tomu vice nez tfi Ctvrtiny ze 43 testovanych linii rakoviny vykazovaly
senzitivitu < 10 mmol/l, definovanou jako ucinnou koncentraci askorbatu pro zabiti
50 % typu rakovinnych bunék (ECsp). Pfidani enzymu kataldzy do bunééného
kultiva¢niho média, které katalyzuje rozklad peroxidu vodiku na kyslik a vodu, zlepSilo
cytotoxicitu farmakologického askorbatu. Tak bylo definovano usmrceni rakovinnych
bunék zprostiedkované tvorbou H»>O, ktera je, za pritomnosti redukovanych
katalyzatorii ptechodnych kovt, Klasicky povazovana za producenta hydroxylovych
radikalt (OH¢). Toto je obecné oznacovano jako Fentonova reakce, ktera je znazornéna

v obr. 2. (Bates Christopher et al., 2013; Chen et al., 2005; Levine et al., 2011).
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Generation of Reactive Oxygen Species by the Fenton Reaction
Reaction 1. AscH™ + Fe3* — Fe?* + Asc+ H*

Reaction 2. Fe?* + H,0, — Fe3* + OH* + OH-

Ascorbate radical

2@

\

\ 20 20

2

Obrazek 2: Fentonova reakce

(A)Pii reakci 1 reaguje askorbat (AscH") s zelezitym kationtem (Fe**) za vzniku
kationtu Zeleznatého (Fe?") a askorbatového radikalu (Asc’). V reakci 2 probiha
klasicka tzv. Fentonova reakce, kterd generuje hydroxylové radikaly (OHe)
z H20o.

(B) Mechanismus tvorby askorbatového radikalu a H2O2 v extracelularni tekuting
ve srovnani s krvi: po ordlnim a parenterdlnim podani dosahuje kyselina
askorbova ekvivalentni koncentrace v krvi (levd strana diagramu) a
extracelularni tekutin€é (prava strana). V extracelularni tekutiné molekula
kyseliny askorbové ztraci 1 elektron a tvofti askorbatovy radikal. Tento elektron
nasledné snizuje kov s centrem proteinu, ktery je znazornén jako snizeni Fe®*
na Fe?*. Tento komplex dodavéa elektron na molekularni kyslik, ¢imz vznika
superoxidovy anion (O2*) a nasledné¢ H20,. V krvi (na levé strané) jsou tyto
reakce tlumeny nebo inhibovany (pferusované c¢ary). Vzhled askorbatového
radikélu je inhibovan redukénimi proteiny navazanymi na membranu erytrocytu

a/nebo velkymi plazmatickymi proteiny, které se nerozdé€luji do extracelularniho
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prostoru. Enzymy v erytrocytech (glutathion peroxidaza a katalaza) znic¢i H20>

tak, ze zadny neni detekovatelny v krvi (Levine et al., 2011).

Piechodné kovy, jako je Zelezo (a méd’), 1ze snadno redukovat pomoci askorbatu.
Tato redukovana centra kovu mohou pisobit jako donory elektronu pro molekularni
kyslik, pti¢emz se produkji superoxidové radikaly (O2°¢). Podobné muze dojit k reverzni
reakci, kdy O redukuje oxidovany kov. Tato reverzni reakce miize byt v konkurenci
s reakcemi katalyzovanymi superoxiddismutdzami, které katalyticky odstraiuji Oz,
¢imz vznikd H202. V biologickém prostiedi proto miize farmakologicky askorbat spustit
pfevahu reakci, které zvyhodiuji tvorbu H20: (cytotoxicky tucinek), kdy jeho
koncentrace v rovnovazném stavu > 25-50 umol/l vyvola bunéénou smrt. Bylo zjisténo,
ze tyto koncentrace mohou byt dosaZeny v extracelularni tekuting, nikoliv v plné krvi,
jelikoZ erytrocyty obsahuji velké mnozstvi katalaz a peroxidaz, které ucinné potlacuji
Fentonovu reakci k ochrané¢ hemoglobinu pfed oxidaénim poskozenim (Chen et al.,
2008; Levine et al., 2011).

Klinické vySetfeni farmakologického askorbatu by mélo byt povazovano za doplnéni
stavajici 1é¢by rakoviny. Jeho mechanismus ucinku jako proléciva pro tvorbu H20> je
odlisny od vétSiny bézné pouzivanych c¢inidel, nebot’ je zde potencial pro synergii nebo
alesponl aditivni ucinek v kombinaci s jinymi léky. Toto je uzivano pii léceni mnoha
typt rakoviny, tuberkuldzy, zavaznych bakteridlnich infekci, hepatitidy a selhani
imunity. Ve vysledku farmakologicky askorbat jako 1ééba muze byt aplikovan
na ptipady, kdy mize byt prospé$né pouziti H2O2 a/nebo reaktivnich druht kysliku.
Mize byt také feSenim pfii rezistenci bakterii u antibiotik (Fromberg et al., 2011,
Heaney et al., 2008; Levine et al., 2011).
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2 VITAMINY SKUPINY B

Tyto ziviny rozpustné ve vod¢ spadaji do dvou kategorii (Anon, 1998):

e ty, jez se podileji nareakcich intermedidrniho metabolismu souvisejici
S vyrobou energie a oxidacné-redukénim stavem,

e ty, které se zucastni prenosu jednokarbonovych jednotek.

Thiamin, riboflavin, niacin, vitamin B6 a kyselina pantothenova jsou pozadované
pro dekarboxylaci, transaminaci, acylaci, oxidaci, a sniZeni jejich substrata, které se
nakonec pouzivaji pro vyuziti energie. Jeden nebo vice z nich jsou také dulezité
pro syntézu aminokyselin, mastnych kyselin, cholesterolu, steroidi a glukozy. Biotin je
nutny pro fixaci oxidu uhli¢itého pomoci ¢tyf karboxylaz. Folat, vitamin B12, cholin a
riboflavin jsou potfebné pro pfevod methylskupiny. Jejich metabolismus se prolina
na cesté¢ konverze homocysteinu na methionin. Folat je také dilezity pro dodavku

jedno-uhlikovych jednotek pro deoxyribonukleovou kyselinu (DNA) (Anon, 1998).

Vitamin B6, kyselina listova a vitamin B12 maji zna¢ny vyznam pii vyvoji plodu
kvuli své uloze v metabolismu jednokarbonovych jednotek. Tyto reakce jsou velmi
dulezité pro produkci DNA bazi, konverzi homocysteinu na methionin, neurologickou a
imunologickou funkci, rist a vyvoj a tvorbu ¢ervenych krvinek (Choi a Mason, 2000;
Koury a Ponka, 2004; Wu et al., 2012).

2.1 Thiamin

Vitamin B1, neboli thiamin (obr. 3) je jednou ze zakladnich Zivin pro organismy.
Funguje jako koenzym v metabolismu sacharidi a aminokyselin s rozvétvenym
fetézcem (— ucastni se Krebsova cyklu). Thiamin je prvnim objevenym ve vodé
rozpustnym vitaminem. Je ucinny pfi neurdlni aktivit€ a tonu svalll v riznych télesnych
aktivitach, v€etné hematopoézy, metabolismu sacharidi, aktivit centralniho nervového
systému a neuromuskuldrniho systému, atd. Mezi dalsi role, které jsou spojeny s timto
vitaminem, patii aktivace imunitniho systému, signalizacni a udrzovaci procesy
Vv buiikdch a tkanich a dynamika bunééné membrany. Pro tyto klicové funkce thiaminu
je dulezitd absorpce a transport v téle. Jeho cesta vychytavani je pomérné slozita,
zahrnujici celou fadu proteind. Vazba thiaminu na tyto proteiny je silné fizena
elektrostatickymi interakcemi (Abdollahifard et al., 2014).
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Obrazek 3: Strukturni vzorec thiaminu

Thiamin neni u lidi syntetizovan, proto je nezbytné jej uzivat v potravé. Mnozstvi
prijatého thiaminu — takové, aby byla zachovéna pfirozend rovnovéha, zavisi

na zdravotnim stavu organismu (Sica, 2007).

Vitamin Bl se pouziva k 1é¢b¢ riznych druht fyziologickych problémd, jako je
nauzea a zvraceni. Zvysuje kvalitu Zivota a snizuje deprese, unavu, svalové kiece a
uzkost, zvlast€ co se ty¢e zen  vpozdnim  reprodukénim  véku

(Abdollahifard et al., 2014).

RDI je u muzi 1,2mg a u zen 1,1 mg. T¢lo je schopno uchovat v normalnich
podminkach 25-30 mg thiaminu, vétsinou v metabolicky aktivnich organech, jako je

srdce, ledviny a mozek (Bates Christopher et al., 2000; Riahi et al., 2017).

2.1.1 Nedostatek a nadbytek

Nedostatek thiaminu miZze vyplyvat z jeho nedostate¢ného piijmu, zvySeného
pozadavku, nadmérné ztraty, spotfeby anti-thiaminovych faktorti v potravinich nebo
kombinace téchto faktori. Muze zpisobovat rtiznd neurologickd onemocnéni
zapri¢inéna alkoholismem, podvyzivou, rakovinou zaludku a onemocnénim AIDS.
Chronicky nedostatek thiaminu zpusobuje srde¢ni choroby (Bates Christopher et al.,
2000; Lei et al., 2018; Mayxay et al., 2007; Sica, 2007; Ventura et al., 2013).

Vitamin Bl hraje klicovou roli v redukci bunéfného oxidativniho stresu a
vV udrzovani spravné funkce mitochondrii. Jeho nedostatek je Skodlivy pro normalni
bunécnou fyziologii a vede k poskozeni metabolismu energie vedoucimu
k oxidativnimu stresu, ktery zpisobuje zvysené aktivace imunitnich bun¢k a zvysené
produkce volnych radikali v oblastech mozku. Dale nedostatek thiaminu zpisobuje

mitochondrialni dysfunkci, vedouci k dramatickému sniZeni obsahu travicich enzymu
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pankreatu a zplisobuje nedostateCnou sekreci inzulinu, coz ovliviiuje exokrinni i
endokrinni funkce pankreatu a narusuje se tak spravnd funkce pankreatickych bunék

(Hazell et al., 2013; Lei et al., 2018; Srinivasan et al., 2015).

Pfitomnost anti-thiaminovych faktora v potravinach také ptispiva k riziku nedostatku
thiaminu. Nékteré rostliny obsahuji anti-thiaminové faktory, které reaguji s thiaminem
za vzniku oxidovaného neaktivniho produktu. Konzumace velkého mnozstvi Caje a
kavy zpusobuje demineralizaci thiaminu pravé diky témto faktorim, které obsahuji
mykotoxiny a thiaminazy rozkladajici thiamin v potravinach. Tyto enzymy pusobi jako
prirodni antagonisté thiaminu. Konzumaci syrovych sladkovodnich zivocicht je riziko
nedostatku thiaminu malé, i kdyz tyto potraviny obsahuji thiamindzu, ta se vSak

vatfenim inaktivuje (Bates Christopher et al., 2000; Ventura et al., 2013).

Zavazna nutricni porucha, zplsobend nedostatkem thiaminu, je onemocnéni
beriberi. Toto onemocnéni ovliviuje kardiovaskularni, nervovy, svalovy,
gastrointestinalni a centrdlni a periferni nervovy systém. Podle zasazené oblasti
organismu jej rozd€lujeme na suché, srdeéni (mokré), mozkové (cerebralni) nebo
gastrointestinalni  (Bates Christopher et al., 2000; Mayxay et al., 2007;
Riahi et al., 2017).

Ptipady suchého beriberi byly zndmy jiz od 19. stoleti u namoiniki po dlouhych
namoinich cestach a Spatné stravé. V dneSni dobé je nedostatek vyZivy thiaminem
ve vyspélych a vétSin€ rozvojovych zemi vzacny. Mize se to stat v pfipadech naptiklad
anorexie. Hlavnim rysem suchého (paralytického nebo nervového) beriberi je
neuropatie. V rané fazi neuropatic mize dojit k "syndromu hoticich nohou". Jiné
pfiznaky zahrnuji abnormaélni reflexy, stejn€ jako snizeny cit a slabost koncetin

(Bates Christopher et al., 2000; Riahi et al., 2017).

Srde¢ni beriberi je charakterizovano neurologickymi a kardiovaskularnimi projevy
zahrnujicimi rychlou srde¢ni frekvenci, zvétSeni srdce, edém, potize s dychanim az
srde¢ni selhani. Thiamin ve své fosforylované formé jako thiamin-pyrofosfat (TPP) je
prekurzorem kofaktoru pyruvat-dehydrogenazy a a-ketoglutarat-dehydrogenazy, které
jsou dilezitou soucasti Krebsova cyklu. Snizenim aktivity téchto dvou enzymu
v disledku nedostatku thiaminu muaze vést k akumulaci pyruvatu a laktatu v tkénich,
tozvySuje tok Zilntho krevniho ftecisté, ¢imz se zvySuje zatiZeni srdce

(Bates Christopher et al., 2000; Lei et al., 2018).
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Cerebralni beriberi vedou k nezvratnému poskozeni mozku, zplsobujici zmatenost,

apaticky stav a poruchy paméti az amnézie (Bates Christopher et al., 2000).

TPP je kriticky pro metabolické reakce, které vyuzivaji glukozu v glykolyze a
vV Krebsové cyklu (obr. 4). Snizeni aktivity thiamin-dependentnich enzymt omezuje
konverzi pyruvatu na acetyl-CoA a tim i samotny cyklus, coz vede k akumulaci
pyruvatu a laktatu. Laktatova acidéza, coz je stav zpusobeny akumulaci laktatu, je ¢asto
spojena s nevolnosti, zvracenim a tézkou bolesti bficha, coz jsou piiznaky

gastrointestinalniho beriberi (Bates Christopher et al., 2000).
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BCKDH, branched chain a-ketoacid dehydrogenase complex; CoA, coenzyme A; TPP, thiamin
pyrophosphate.
Obrazek 4: Schématické znazornéni metabolickych procesi, kterych se ucastni TPP

(Bates Christopher et al., 2000)
U vyssich davek nema thiamin téméf Zadny vedlejsi Géinek, ackoli dlouhodobé
uzivani vitaminu B1 mize zpusobit bolesti hlavy a nékdy i palpitace, protoze jeho velké

mnozstvi  je  vyluCovdno  moc¢i  diky  jeho  rozpustnosti ve = vodé

(Abdollahifard et al., 2014).
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2.2 Riboflavin

Riboflavin (obr. 5) je ve vod¢ rozpustny vitamin pfitomny v Sirokém spektru
potravin. Pusobi jako koenzym v mnoha oxida¢né-redukénich reakcich. Je prekursorem
flavin-mononukleotidu a flavin-adenin-dinukleotidu, které se podileji na transportu
elektronti v mitochondriich u oxidativniho metabolismu. Riboflavin se podili
na mitochondrialni oxida¢ni fosforylaci. Nezadouci ucinky riboflavinu byly prokazany
jako minimalni, v&etnd prijmu a polyurie. Cisty riboflavin, ve formé& Zlutych az
oranzovych krystalli, je ve vod¢ Spatné¢ rozpustny, proto nejcastéjSim neskodnym
nezadoucim ucinkem riboflavinu je zména moce az do oranzové barvy. Komercné
vyrabény riboflavin se pouzivd v zemédé€lstvi, 1ékatstvi a potravindiském primyslu

(Abbas a Sibirny, 2011; Condo et al., 2009; Powers, 2003; Talebian et al., 2018).
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Obrazek 5: Strukturni vzorec riboflavinu

Riboflavin nebo jeho derivaty se nachazi v Siroké Skale potravin — obiloviny, maso
(zejména droby) a tuéné ryby jsou dobrym zdrojem, dale nékteré druhy ovoce a
zeleniny, nejvyznamnéj$im zdrojem je mléko a mlé¢né vyrobky. I kdyz je relativné
tepelné stabilni, riboflavin je lehce degradovan oxida¢nimi produkty fotolyzy, které
mohou poskodit mlécné lipidy. Pokles spotieby mléka a mlécnych vyrobkli mize
prispét K nizkym hodnotam riboflavinu, které jsou zaznamenany zejména u mladych lidi
(Powers, 2003).

Produkce riboflavinu je soustiedéna piedev§im v biotechnologii v oblasti

metabolického inZenyrstvi a bioprocesniho inZenyrstvi. Termindlni biosyntéza
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riboflavinu ma pocatek od 2 prekurzori — ribuldza-5-fosfatu a guanosin-trifosfatu.
Flavinové nukleotidy jsou syntetizovany ve dvou po sobé jdoucich reakcich
Z riboflavinu. Ne&které mikroorganismy a vSechny zivocisSné bunky jsou schopné
vychytavat riboflavin (Abbas a Sibirny, 2011; Schwechheimer et al., 2016).

Riboflavin ma blahodéarné ucinky pfi 16cbé migrény, zapti¢inéné mitochondridlnimi
poruchami. Tyto U¢inky jsou vSak prokazany pouze u dospé€lé populace, u déti jsou

zatim ve vyzkumu (Condo et al., 2009; O’Brien a Hershey, 2010).

V tkanich jsou flaviny vazany na specifické enzymy a proteiny. Nenavazané flaviny
jsou relativné labilni a rychle se hydrolyzuji na volny riboflavin (ten je transportovan
Vv plazm¢é pomoci albuminu a imunoglobulinl), ktery difunduje z bunék a vylucuje se
jako riboflavin ¢i jako jeho metabolity (ptf. 7-hydroxymethylriboflavin, lumiflavin).
Nékteré metabolity moci odrazeji také bakteridlni aktivitu v gastrointestindlnim traktu.
Intracelularni fosforylace riboflavinu je tedy formou metabolického zachytného klice

pro homeostazu riboflavinu (Powers, 2003).

Ukazatelem mnoZstvi ptijmu riboflavinu je vylu€ovani riboflavinu a jeho metabolitd,
krevni hodnoty pro riboflavin a koeficient aktivity glutation-reduktazy erytrocytu. RDI
se obecné pohybuje kolem 1,5 mg (Anon, 1998).

2.2.1 Nedostatek

Nedostatek riboflavinu muze ptispét ke zvySeni koncentrace plazmatického
homocysteinu se zvySenym rizikem kardiovaskularnich onemocnéni. Byly také
dokumentovany pfiznaky neurodegenerace a periferni neuropatie. Nedostatek
riboflavinu mize pfispet k patologii nékterych duSevnich onemocnéni pro jeho roli
V metabolismu tyroxinu. Dal§im projevem nedostatku riboflavinu je zhorSeny transport

Zeleza v téle a zhorSeni zraku (,,noéni slepota“) (Powers, 2003).

2.3 Niacin

Niacin (vitamin B3) pisobi jako koenzym s ¢etnymi dehydrogenazami pro ptenos
hydridového iontu. Primdrni metoda k odhadu poZadavku na niacin je exkrece
metabolitl niacinu v mo¢i, vyjadifeno v ekvivalentech, coz umoznuje urcitou konverzi

aminokyseliny tryptofanu na niacin (Anon, 1998).
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Ve stravé je niacin slozen ze dvou latek: kyseliny nikotinové a nikotinamidu (obr. 6),
které jsou prekurzory bioaktivnich molekul nikotinamidadenin-dinukleotidu (NAD™) a
nikotinamidadenin-dinukleotid-fosfatu (NADP*). Kyselina nikotinova je vstifebavana
z rostlinné stravy, zatimco nikotinamid je degradac¢ni produkt pyridinu, ktery se
vstiebava z potravin na bazi zvifat a je prevladajici formou vitaminu B3. Dietni kyselina
nikotinova se pfevadi na NAD" ve stievé nebo v jatrech a uvoliiuje se do systémového
obéhu jako nikotinamid, pisobenim NAD® glyko-hydroldaz. NAD" a NADP* jsou
dalezitymi kofaktory pro udrzeni bunééného metabolismu a dychani a jinych redoxnich
reakcich buiiky. NAD" slouzi také jako kosubstrdt pro velké mnozstvi
ADP-ribosylac¢nich enzymu s riznymi funkcemi, jako jsou genetické a epigenetické
regulatory (pf. ADP-ribéza). Udrzeni genetické stability a epigenetickych kontrolnich
mechanismi moduluje metabolismus a starnuti (Kirkland a Meyer-Ficca, 2018;
Kirkland, 2009).

O O

OH NH,
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Obrazek 6: Strukturni vzorec niacinu — kyselina nikotinové (vlevo); nikotinamid

(vpravo)

Niacin je vyzadovan pro udrzeni chromozomalni stability a mize usnadnit opravu
DNA in vivo. Podani niacinu mize pomoci chranit buniky kostni dfené u pacientl
srakovinou se zhorSenym vyzivovym stavem zapfi¢inénym vedlejSimi Ucinky

chemoterapeutickych 1éku (Spronck a Kirkland, 2002).

Hladina kyseliny nikotinové a niacinu v krvi je fyziologicky velmi mala.
Koncentrace nikotinu je kolem 300 nmol/l a kyseliny nikotinové casto i
nedetekovatelnd. Zatimco farmakologické davky obvykle obsahuji 1-3 gramil kyseliny
nikotinové nebo nikotinamidu, potraviny bohaté na niacin poskytuji zhruba 10 mg
vitaminu B3. Pfijatd strava obsahuje smés kyseliny nikotinové a nikotinamidu, které se

meni s podilem rostlinné a zivoc¢isné skladby (Catz et al., 2005; Kirkland, 2009).
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Kyselina nikotinova se pouziva klinicky pfi 1é€b€ hyperlipidémie. Bylo zjisténo, ze
receptor, na ktery je navazan G-protein, zprostfedkovava antilipolyticky ucinek niacinu
prostiednictvim inhibice adenylylcyklazy v adipocytech. Niacin indukuje inzulinovou
rezistenci, ale zhorSeni glykemické kontroly u diabetu je obvykle malé. Jaterni toxicita
je Castd piivysSich davkach niacinu s prodlouzenym uvoliovanim. Niacin
s prodlouzenym uvoliiovdnim a s okamzitym uvolfiovanim v podstaté neprodukuje
myopatické uc¢inky, pokud je poddvan v kombinaci se statiny. Denni piijem 1-3 g
K. nikotinové snizuje TAG a LDL-cholesterol v krvi, HDL-cholesterol se zvysuje, coZ je
pro té€lo prospésné, ovsem mohou se vyskytnout nepiijemné kozni reakce (Guyton,
2007; Kirkland, 2009).

Nikotinamid muze zvysit dopad radiace nebo chemoterapie. Peroralni davky
nikotinamidu kolem 3 az 6 g v kombinaci s dostatecnym okyslicenim krve zlepsuji
pratok a okysli¢ovani nadoru. Dale ovliviiuje kontrakci hladkého svalstva cév, coz vede

k vazodilataci (Ruddock et al., 2000; Ruddock a Hirst, 2004; Wardman, 2007).

Nikotinamid se nachazi téméf ve vSech kultivaénich médiich. Nekteré
ze specializovanych médii se pfiblizuji koncentracim nikotinamidu, které by mohly
zménit signalizaci cestou kinazy lehkého fetézce myozinu (Kirkland, 2009; Ruddock a
Hirst, 2004).

Niacin mizeme pfijimat z riznych potravin, véetné vajec, mléka, fazoli a obohacené
mouky. Absorpce niacinu je piedevSim v tenkém stfevé, skladovani pak v jatrech.
Niacin muze byt také syntetizovan u lidi z esencidlni aminokyseliny tryptofanu

(Crook, 2014).

2.3.1 Nedostatek

Studie in vitro a studie na zvifatech naznacuji, Ze nedostatek niacinu zvySuje
genomickou nestabilitu, zejména v kombinaci s genotoxickym a oxidacnim stresem.
Nedostatek miize také zvysit riziko nékterych nadort. Bylo prokazéano, Ze nikotiamid
ma in vitro antioxidaéni aktivitu srovnatelnou s kyselinou askorbovou. Udaje o stavu
niacinu a genomové stalosti in vivo u lidi jsou omezené a poskytuji nejednoznacné
vysledky. Proto nejsou mozné Zadné pevné zavery ohledné optimalniho pfijmu niacinu.

V dGsledku peroralniho doplnéni niacinem se vSak mohou zvySovat hladiny
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nikotinamidu v téle, coz mize mit za nasledek zvySenou genomovou nestabilitu

(Hageman a Stierum, 2001).

Pellagra je systémové onemocnéni zpusobené vyraznym deficitem niacinu.
Projevuje se vaznou citlivosti kiize na slunci za vzniku dermatitidy, demenci podobnou
schizofrenii, prijmem (coz zhorSuje stav zivin) a nakonec smrti. Dermatitida zacina
jako erytém. Akutni pellagra pfipomina spaleniny prvniho stupné (Hegyi et al., 2004,
Kirkland, 2009).

2.4 Vitamin B6

Vitamin B6, neboli pyridoxin, se sklada ze Sesti souvisejicich sloucenin (obr. 7):
pyridoxalu (PL), pyridoxinu (PN), pyridoxaminu (PM) a jejich piislusnych fosfatd
(PLP, PNP a PMP). V zZivoc¢isné tkani se vyskytuje PLP a PMP, v rostlinné najdeme
pfedevsim PN a PNP (n¢kdy formou glukosidu). PLP je koenzym pro vice nez 100
enzymi podilejicich se na metabolismu aminokyselin, vcetné aminotransferaz,
dekarboxyldz, racemaz a dehydratdz. Velka ¢éast z celkového PLP v téle se nachazi
ve svalech (PLP navazany na fosforylazu). PLP je koenzym ve fosforylazové reakci a je
také pfimo zapojen do katalyzy. Funguje jako koenzym v metabolismu aminokyselin,
glykogenu a sfingiodnich bazi (Anon, 1998; Jacobs a Wood, 2003; Nakano a
Gregory, 1995).

OH /O NH,
HO HO HO
A 3 OH = OH = OH
_ _
H. ™ N H,c™ N ™ N
OH
HO HO
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B ) 0—P—0
H-C N I H5C

Obrazek 7: Strukturni vzorec vitaminu B6; A (zleva): pyridoxin, pyridoxal,
pyridoxamin; B (zleva): PNP, PLP, PMP
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Vitamin B6 je soucasti syntézy neurotransmiteri a podili se na odstranovani
amoniaku z t¢la. Je také uzivan ke zmirnéni ptiznakd nevolnosti v dob¢ téhotenstvi

(Wu et al., 2012).

Absorpce PLP v stievé zahrnuje hydrolyzu zprostiedkovanou fosfatazou a nasledny
transport nefosforylované formy do slizni¢ni buiiky. Transport je zpiisoben nestabilnim
pasivnim difuznim mechanismem. PN glukosid je absorbovan méné G¢inné nez PLP a
PMP a u lidi je dekonjugovan slizni¢ni glukosidazou. Néktery PN glukosid je
absorbovan neporuseny a mize byt hydrolyzovan v rtznych tkanich (Anon, 1998;

Nakano a Gregory, 1995).

Vétsina absorbovaného nefosforylovaného B6 jde do jater. V jatrech jsou pyridoxin a
pyridoxal (oxidovana forma pyridoxinu) fosforylovany pyridoxal-kinazou za vzniku
pyridoxin-fosfatu a PLP, aktivni formy kofaktord. Pyridoxin-fosfat je oxidovan na PLP
pyridoxin-oxidazou. Tkan¢ a erytrocyty mohou transportovat nefosforylované formy
vitaminu B6 z plazmy — nékteré za plsobeni fosfatazy. V tkanich se uskuteCnuje
pfeména transportovaného vitaminu na PLP, ktery se navaze na albumin, coZ umoziuje
akumulaci a zadrzovani vitaminu B6 v tkanich, pfedev§im v mitochondriich a cytosolu.
Kapacita vazby na proteiny omezuje akumulaci PLP v tkanich pfi velmi vysokém
piijmu B6. Kdyz je tato kapacita piekroCena, volny PLP se rychle hydrolyzuje a
nefosforylované formy B6 se uvoliuji jatry a dalSimi tkdnémi do ob&hu a nasledné se

vylou¢i mo¢i (Ames et al., 2002; Anon, 1998; Merrill et al., 1984).

Tento vitamin rozpustny ve vodé neni skladovan a nemulze byt syntetizovan. Aby
tedy byly splnény poZzadavky na metabolismus, musi byt zajistén dostateény peroralni
piijem. Spolu s glykogen-fosforylazou se uplatiiuje ve svalech a ma dulezitou roli

ve funkci steroidnich hormont (Ames et al., 2002; Jacobs a Wood, 2003).

RDI pro vitamin B6 je pro dospélé 1,3 mg/den. Jeho pfiijem je vSak zavisly
na rychlosti metabolismu organismu, takze denni pfijem pyridoxinu se s fyzickou zatézi
zvySuje. ZvySené davky jsou potiebné také u téhotnych a kojicich zen a u starSi
populace. Nejbohatsi zdroje vitaminu B6 jsou zeli, banany, ryby, mléko, pivovarské

kvasnice, s6jové boby, vejce a otruby (Ames et al., 2002; Jacobs a Wood, 2003).
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2.4.1 Nedostatek

Klasické klinické ptiznaky deficitu B6 jsou seboroickd dermatitida, mikrocyticka
anémie (formou snizené syntézy hemu), epileptické kieCe, deprese a zmatenost.
Zavaznd homocysteinemie, zpusobena genetickymi defekty bud’ PLP dependentni
cystathionin-beta-syntazy nebo enzymii v metabolismu vitaminu B12 a folatu, je
spojena s velmi Castym cévnim onemocnénim. Nedostate¢né piisuny B6 maji také vliv
na funkci trombocyti a mechanismy srazlivosti krve  (Anon, 1998;

Brattstrom et al., 1990).

2.5 Kyselina pantothenova

Kyselina pantothenova (obr. 8) je prekurzorem dulezitého enzymatického
koenzymu A (CoA) a je obsazena ve fosfopanthenonu. Tyto slozky se podileji
na metabolismu mastnych kyselin (Anon, 1998; Spry et al., 2005).

Ho HiC 0 o)

| 7 |
] NHMOH

HyC OH

Obrazek 8: Strukturni vzorec kyseliny pantothenové

Analoga kyseliny pantothenové jsou znama jiz vice nez pul stoleti kvili inhibici
ristu fady mikroorganismi (napt. Plasmodium gallinaceum zptsobujici malarii).
Biochemické analyzy ukdzaly, Ze paraziti nemaji CoA, takZe jej ptebiraji z hostitelské
buniky. Pantothenat (ionizovana forma kyseliny pantotenové) neni piebiran
neinfikovanymi lidskymi erytrocyty, ale vstoupi do parazitovanych erytrocytli novymi
permeabilnimi cestami indukovanymi parazitem v membrané erytrocytli hostitele.
Lidsky erytrocyt md omezenou schopnost metabolizovat pantothenat, takze je vitamin
pfevzat do intracelularniho prostoru parazita (prostiednictvim transportéru s nizkym
afinitnim H*-pfenosem) a fosforylovan pantothenat kinazou s vysokou afinitou jako
prvni krok pii pfeméné pantothenatu na CoA. Lidsky parazit Plasmodium falciparum
syntetizuje CoA z pantothenatu, ktery byl odebran z cytosolu hostitelské buiky
(Saliba a Kirk, 2001; Saliba et al., 1998; Spry et al., 2005).
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Inkubace Ehrlichovych naddorovych bunék pti 22-32 °C s kyselinou pantothenovou,
kyselinou 4'-fosfopantothenovou, pantothenolem nebo panthethinem se snizila
peroxidace lipidi (méfeno produkci slou¢enin reagujicich s kyselinou thiobarbiturovou)
— indukovano Fentonovou reakci (viz kapitola 1.3) a z ¢asti chranéno plazmatickou
membranou k zabranéni uniku proteinti produkovanych stejnym cinidlem. Tento proces
vyznamn¢ zvysil mnozstvi bunééného CoA a umoznil pfidani palmitatu do fosfolipidi a
esteri cholesterolu. Kyselina pantothenova a jeji piibuzné slouceniny chrani
plazmatickou membranu pied poskozenim volnymi radikaly kysliku v disledku
zvysujici se Grovné hladiny CoA v bunce. CoA zmensuje Sifeni peroxidace lipidi a
podporuje reparacni mechanismy, zejména syntézu fosfolipida

(Slyshenkov et al., 1995).

Preinkubace bunck kyselinou pantothenovou nebo jejimi derivaty, které slouzi jako
prekurzory CoA, chrani pfed poSkozenim mitochondridlni energie radikaly kysliku
tvofenymi UV svétlem nebo Fentonovou reakci. Inkubace nadorovych Ehrlichovych
bun¢k kyselinou pantothenovou zvysuje obsah glutathionu o 40 % (vétSina z nich je
pfitomna v redukované formé). Dospélo se k zavéru, Ze ochranny tc¢inek prekurzort
CoA proti 1ézim mitochondrialniho systému, je hlavné zpiisoben odstranénim volnych
radikali a peroxidi glutathion-peroxidazou a fosfolipid-hydroperoxid-glutathion-
peroxidazou (Slyshenkov a Rakowska, 1995).

Studie ukazuji, Ze podavéani pantothenolu pii 1é€bé ozafovanim, udrzuje stabilni
hladinu parametri métenych v jatrech a obsah kyseliny pantothenové je aZ trojnasobny.
Pantothenol je pouzivan ve zdravotnictvi (napf. v multivitaminovych doplicich) a
kosmetickém pramyslu (napf. Sampony, péfe o pokozku) (Salibaet al., 2005;
Slyshenkov et al., 1998).

2.5.1 Nedostatek

Tento vitamin je nezbytny pro rist, zdravi a rozmnozovani zivo€ichl a je nezbytny
v lidské vyziveé. Spontanni vyvoj takového nedostatku je ale nepravdépodobny, protoze
tento vitamin je velmi rozsifen v potravinach a je odolny pfed varem a chemickymi

¢inidly (Bean a Hodges, 1954; Hodges et al., 1959).

Deficit kyseliny pantotenové se projevuje nedostateCnou fukci kiiry nadledvin,

doprovazenou nizkou hladinou cholesterolu a jeho esterti v krvi, zvySenou citlivosti

33



na inzulin, gastrointestindlnimi pfiznaky, poklesem krevniho tlaku zplsobujici
zvySenou unavu, emocni labilitou, neurologickymi lézemi projevujicimi se poSkozenim
motoriky a koordinace, zrychlenou sedimentaci erytrocytl, eozinopenii, chybami
Vv tvorbé protilatek, nachylnosti k infekcim hornich cest dychacich a koznimi projevy. Je
tedy ziejmé, ze kyselina pantotenova ¢i jeji metabolicky derivat — CoA jsou nezbytné

ke spravné homeostaze organismu (Bean a Hodges, 1954; Hodges et al., 1959).

2.6 Biotin

Biotin (obr. 9) je ve vod¢ rozpustny vitamin, ktery ptisobi jako esencialni kofaktor
pro ¢tyti karboxylazy zavislé na bikarbonatu, z nichz kazda katalyzuje zasadni krok
v intermediarnim metabolismu. Napiiklad enzym acetyl-CoA-karboxylaza katalyzuje
rychlost-uréujici krok v prodlouzeni mastnych kyselin. Za¢lenénim biotinu do tohoto
enzymu je regulovana jeho aktivita vytésnénim biotin-karboxytransferazové proteinové

podjednotky obsahujici biotin (Anon, 1998; Keereetaweep et al., 2018; Mock, 1991).

I

HN™  “NH

OH

Obrazek 9: Strukturni vzorec biotinu

Absorpce biotinu do intersticia je zprostfedkovavana nosi¢em, ktery zahrnuje
multivitaminovy transportér zavisly na sodiku, ktery je nadmérné exprimovan v riznych
agresivnich nadorovych buiikach. Déle byla zjiSténa jeho nadmérna exprese jako
nadbytek folatového receptoru. Proto je poptavka po biotinu v rychle rostoucich
nadorech vyssi nez v normalnich tkanich. Konjugované molekuly s biotinem vykazuji
vysSi vyskyt cytotoxicity u bunécnych linii pozitivnich na biotin nez normalni burika.
Cytotoxicita a selektivita 1é¢iva v rakovinovych bufikach se po konjugaci s biotinem
zvétsila (Maiti a Paira, 2018; Sabui et al., 2018).
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2.6.1 Nedostatek

Nedostatek biotinu zptsobuje retardaci rustu téla, abnormalni histologii tlustého
stfeva, vyvolava zavazna zanétliva onemocnéni a zmény permeability stiev vedouci az

ke smrti (Sabui et al., 2018).

U kojencti, déti a dospélych zpiisobuje nedostatek biotinu kozni onemocnéni jako je
alopecie, charakteristicka supinatost, erytematdzni dermatitida rozptylena kolem té€lnich
otvort. Zkoznich 1ézi je Casto kultivovana kvasinka Candida albicans. Infekce
zpusobené C. albicans spolu s poskozenou imunitou k dermatitidé prispivaji. Existuji
dikazy, Ze poskozeny metabolismus mastnych kyselin sekundarné¢ se snizenou aktivitou
biotin-dependentnich karboxylaz (zejména acetyl-CoA-karboxylazy) hraje etiologickou
ulohu v dermatologickych projevech nedostatku biotinu (Mock, 1991).

Vysoky nedostatek biotinu je béhem téhotenstvi velmi zivaZzny, pusobi totiz
teratogenné. Vyvolava u gravidnich Zen poruchy metabolismu a je pfi¢inou rdznych
malformaci plodu. Zkoumani potencialnich mechanismi doklada, ze biotinovy transport
lidskou placentou je slaby. Déle proliferujici buiiky akumuluji biotin rychlosti pétkrat
vyssi nez klidové bunky; toto zjiSténi naznacuje, Ze existuje zvySeny pozadavek
na biotin spojeny s proliferaci bunék. Snizena aktivita enzymu zavislych na biotinu -
acetyl-CoA-karboxylaza a propionyl-CoA-karboxyldza - mulze zpusobit zmény
metabolismu lipidi a miZe teoreticky vést ke zménam metabolismu polynenasycenych
mastnych kyselin a prostaglandinu, které narusuji normalni vyvoj skeletu. Vylu¢ovani
kyseliny 3-hydroxyisovalerové v moc¢i se zvySuje v dusledku snizené aktivity biotin-
dependentniho enzymu methylkrotonyl-CoA-karboxyldzy, ktery katalyzuje podstatny
krok v degradaci aminokyseliny leucinu s odstépenymi fetézci. ZvySena exkrece
kyseliny 3-hydroxyisovalerové moéi je v€asnym a citlivym indikatorem snizeni

biotinového stavu (Mock et al., 2002; Zempleni a Mock, 2008).

2.7 Folat

Folat je ve vod¢ rozpustny vitamin pfitomny v lusténinach, listové zeleniné (jako je
Spenat a okurka) a u nékterych druhii ovoce (napiiklad citrusové plody). Kyselina
listova (obr. 10) je povazovana za zakladni zivinu, protoze nemtize byt syntetizovana
Vv lidském téle. Je to uméle vytvofena a nejstabiln€jsi forma folatu, ktera je casto

pouzivana v potravinovych dopliicich. Biologicka dostupnost kyseliny listové je
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ptiblizné¢ o0 70 % vyss$i nez u folatu pfirozené obsazeného v potravinach, ptestoze
v zavislosti na metodologii méfeni jsou rozdily. Dale je kofaktorem pro mnoho
zékladnich bunécnych reakei véetné syntézy DNA a nukleovych kyselin (napf. jako
koenzym pii pfenosu karbonové skupiny v metabolismu nukleovych kyselin a
aminokyselin). Potfeba kyseliny listové se zvysuje v dobé rychlého ristu tkang, které se
uplatiiuje béhem t&hotenstvi, kde se zvysuje hmotnost ¢ervenych krvinek, zvétSeni
délohy a rust placenty a plodu. Tepelna Gprava potravin snizuje mnozstvi folatu v nich

obsazeného (Abu-Saad a Fraser, 2010; McNulty a Pentieva, 2004).
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Obrazek 10: Strukturni vzorec kyseliny listové

Stav folatu u populace se obecné hodnoti pomoci statickych biochemickych test,
které pfimo méii folat v séru nebo v Cervenych krvinkach. Doporu¢ena mezni hodnota
pro definici deficitu je pod 10 nmol/l folatu v séru a pod 340 nmol/l pro folat
v ¢ervenych krvinkach. Méfeni koncentrace folatu se liSi v zavislosti na metod¢, ktera
byla pouzita pfi hodnoceni, zejména u nizSich koncentraci RDI kyseliny listové se

pohybuje v rozmezi 200-400 pg/den (De-Regil et al., 2010; Fenech, 2001).

Metabolismus folatu je uzce spjat s vitaminem B12, ktery je nezbytny pro konverzi
N°-methyltetrahydrofolatu na tetrahydrofolat. Tetrahydrofolat je aktivni forma folatu
podilejici se na syntéze DNA a metabolismu homocysteinu (Wu et al., 2012).

2.7.1 Nedostatek

Folat je potencidlni c¢inidlo proti rakoving, protoZze hraje dileZitou roli v syntéze
nukleotidl, stejné jako v biologické methylaci molekul jako jsou nukleové kyseliny,

proteiny a fosfolipidy. Nedostatek folatu zpuisobuje masivni zac¢lenéni uracilu do lidské
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DNA (pomoci enzymu DNA-polymerdza), ¢i deaminaci cytosinu, a zpusobi tak
pferuseni chromozomd, to zvysuje riziko vzniku rakoviny. Epidemiologické studie
zjistily, Ze snizeny stav folatu je spojen s rakovinou délozniho Cipku, kolorekta, plic,
jicnu, mozku, pankreatu a prsu. Nedostatek folatti byl také povazovan za dualezity faktor
pfi zvySovani rektalni karcinogeneze v souvislosti s alkoholem, protoze alkohol méni
rizné metabolické procesy folatu nékolika zpisoby (Blount et al., 1997; Choi a Mason,
2000; Fenech et al., 1998).

Folat, vitamin B12 a Zelezo hraji zasadni roli v erytropoéze. Erytroblasty vyzaduji
folat a vitamin B12 pro proliferaci béhem jejich diferenciace. Nedostatek folatu nebo
vitaminu B12 inhibuje syntézu purinu a thymidylatu, narusuje syntézu DNA a
zpusobuje apoptozu erytroblastll, coz vede k anémii z neucinné erytropoézy. Dale jeho

nedostatek zptisobuje homocysteinemii (Brattstrom et al., 1990; Koury a Ponka, 2004).

2.8 Vitamin B12

Vitamin B12, také znam jako kobalamin (obr. 11), funguje jako koenzym

Vv metabolismu mastnych kyselin kyseliny s dlouhym fetézcem a pfi pfenosu methylt

(Anon, 1998).
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Obrazek 11: Strukturni vzorec vitaminu B12
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Kobalamin se misi s haptokorin-a-kobalamin vazajicim proteinem produkovanym
slinnymi a Zalude¢nimi zldzami béhem zvykani a polykani potravy. Po jeho uvolnéni
Z bilkovin v potravé (pomoci zaludecni kyseliny a pepsinu), je vazan na haptokorin
Vv kyselém prosttedi zaludku, dale je proteolytickymi enzymy vyvazan v alkalickém pH
tenkého stfeva, kde se navaze na vnitini faktor sekretovany zaludkem. Nésledn¢ se
vitamin absorbuje jako komplex kobalamin-vnitini-faktor pomoci vazby na specifické
receptory v iledlni sliznici. Komplex je piijat do lysosomt, kde je kobalamin-vnitini-
faktor uvolnén a wvnitini faktor je degradovan. Kobalamin je metabolizovan
na methyl-a-deoxyadenosyl- ¢asti, poté se methyl- uvolfiuje do plazmy. V plazmé se
kobalamin transportuje a pifenasi do bunck. Zbytek je vazdn na haptokorinu

(Allen, 2008).

Vitamin B12 se nachéazi pouze v potravinach Zivoc¢iSného piivodu, takze piijem je
zcela zavisly na mnozstvi zivoc¢isného podilu stravy, kromé ptipadu, kdy jsou potraviny
obohaceny s vitaminem. Ackoli se kobalaminy vyskytuji i v potravinach rostlinné¢ho
puvodu (napf. ve vodnich fasach), pro organismus neni mozné vyuziti vitaminu B12,
protoze tyto kobalaminy nejsou biologicky aktivni. Ve skute¢nosti obsahuji analoga
kobalaminu, ktera mohou inhibovat enzymy zavislé na kobalaminu a zpusobit dalsi
zhorSeni stavu vitaminu B12. Vegetarianstvi a dal§i obdobné sméry nejsou tudiz vhodné
pro rizikovou populaci, jako jsou déti, t¢hotné a kojici Zeny ¢i starsi osoby (Allen, 2008;

Dagnelie et al., 1991; Stabler et al., 1991; Rauma et al., 1995).

RDI pro dospélé je 2,4 — 2,8 ng/den v zavislosti na pohlavi a fyziologickém stavu;
prodéti ve véku od 1 do 18 let se pohybuje v rozmezi od 0,9 do 2,4 ug/den
(Allen, 2008; Fenech, 2001).

2.8.1 Nedostatek

Nedostatek vitaminu B12 je zptisoben jeho nedostate¢nym pifijmem v potravé. Hraje
dialezitou roli pfi udrZzovani funkce neurondlnich bunék a nedostatek této Ziviny muize
vést k neurologickému poskozeni charakterizovanému caste¢né ztratou paméti a
zmatenim. Nedostatek vitaminu B12 zptisobuje homocysteinemii a je problémem
obzvlaste u star$i populace kvili snizené absorpci stravy. Absorpce vitaminu B12 je
slozity proces s fadou kroki, kterou mohou neptiznivé ovliviiovat stfevni onemocnéni,

infekce ¢i 1éky. S vyjimkou nékterych malabsorpénich syndromt je sérovy vitamin B12
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pozitivné spojen s piijmem, zvlasté kdyz ptijem je z multivitamin( nebo z obohacenych

potravin (Allen, 2008; Brattstrom et al., 1990; Morris et al., 2005; Tucker et al., 2000).

Stejné jako nedostatek produkce folatd, tak i nedostatek vitaminu B12 naruSuje
tvorbu Cervenych krvinek a vede k megaloblastické anémii (Koury a Ponka, 2004;
Wu et al., 2012).

Potravinova a kobalaminova malabsorpce je charakterizovana neschopnosti
uvoliiovat kobalamin z potravy. Malabsorpce zpusobuje vy€erpani vitaminu B12
z organismu, kdy peroralni piijem tohoto vitaminu neni schopen pokryt vyde;j.
Symptomy se projevuji s pozd¢jSim néstupem (v pribéhu 2 az 5 let) v podobé
intestinalnich abnormalit, protoze je naruSena také enterohepatalni cirkulace vitaminu.
Pokud je vSak malabsorpce zplsobena Spatnym uvolnénim vitaminu z potravy, jako
u zalude¢ni atrofie, ucinnost enterohepatalni recirkulace muize byt normadlni, ale
mnozstvi reabsorbovaného vitaminu je nizké po vyCerpani zasob jater. Pro kobalamin
obsazeny v potravé je vhodné&jsi uziti testi obsahujicich vejce nebo kuieci sérum.
Schillingliv test slouzi k detekci volného krystalického kobalaminu a je vhodnéjsi
pro referen¢ni Gicely. Uvoliiovani kobalaminu z potravin vyzaduje zaludeéni kyselinu a
pepsin a vétsina potravinovych malabsorpci poukazuje na zaludeéni vadu (Allen, 2008;
Carmel, 1995).

Vitamin B12 je absorbovan v ileu, Spatna absorpce tohoto vitaminu mize byt
odrazem patologie ilea. Jednim z onemocnéni abnormélni funkce ilea je celiakie.
Gluténova enteropatie (celiakie) je zpiisobena alergickou reakci na lepek (gluten)
obsaZzeny V obilovinach. Zanét tenkého stfeva zplsobuje zploSténi klki a ztratu
absorp¢ni kapacity. Bezlepkova strava, ktera je celozivotni, umoznuje opravu sliznic a

zlepSuje absorpci vitaminu B12 (Allen, 2008; Hjelt a Krasilnikoff, 1990).

2.9 Cholin

Cholin (obr. 12) je nezbytnou zivinou a hlavnim donorem methyld, ktery podporuje
fyziologické procesy od normalniho metabolismu k neurologickému vyvoji plodu.
Funguje jako prekurzor pro syntézu acetylcholinu a fosfolipidia (Anon, 1998; Zeisel a
da Costa, 2009).
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Obrazek 12: Strukturni vzorec cholinu

Cholin se pouzivda jako spolecny termin pro skupinu slouCenin, vcetné
sfingomyelinu, glycerofosfocholinu, fosfatidylcholinu, fosfocholinu a volného
(neesterifikovaného) cholinu. Pfestoze jsou fosfatidylcholin a sfingomyelin rozpustné
Vv lipidech, jiné typy cholinu jsou rozpustné ve vodé a absorbovany rliznymi cestami,
coz muze vést k riznym biologickym dostupnostem a osudiim v téle. Rakoviny obvykle
vykazuji vyznamné pozménény profil metabolith cholinu, ktery je charakterizovan
zvySenim fosfocholinu a celkovymi slouceninami obsahujicimi cholin ve srovnani

s normalnimi tkanémi (Xu et al., 2009).

Vzhledem k jeho Sirokému zastoupeni v metabolismu ¢loveéka (obr. 13), od bunécéné
struktury aZz po syntézu neurotransmitert, se ma dnes cholin-deficit projevit
na chorobach, jako je onemocnéni jater, ateroskler6za a moZna neurologické poruchy.

Cholin se nachazi v $iroké skale potravin (Zeisel a da Costa, 2009).

Acetylcholine -€—— Choline —— Betaine

homocysteine
Sphingomyelin
tetrahydrofolate

Phosphatidylcholine methionine methyl-

tetrahydrofolate
& Y

S-adenosylmethionine

methylene-
Phosphatidylethanolamine tetrahydrofolate
S-adenosylhomocysteine formyl-
tetrahydrofolate

Obrazek 13: Metabolické drahy cholinu (Zeisel a Costa, 2009)
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Lidé ziskavaji cholin ze 2 hlavnich zdroja: stravou a endogenni produkci v jatrech.
RDI je 550 mg/den pro muze a 425 mg/den pro zeny. Stfevni bakterie mohou
hydrolyzovat cholin za vzniku dimethylaminu a trimethylaminu. Fosfatidylcholin je
slozkou buné&tné stény u nékterych bakterii (Bidulescu et al., 2009;
Spencer et al., 2011).

Bézné polymorfizmy jednotlivych nukleotidd (SNP = single nucleotide
polymorphism) u nékolika geni ovliviiuji produkci cholinu a metabolismus. Zmény
spojené s menopauzou u zen, zejména V kombinaci se SNP, mohou narusit endogenni
produkci cholinu, zvysit potfebu cholinu ve stravé a predisponovat postmenopauzalni

zeny k tvorbé tukové tkané v jatrech (Spencer et al., 2011).

2.9.1 Nedostatek

Mikroflora se méni v reakci na zménu z nizkotu¢né stravy na stravu S vysokym
obsahem tukt a cukrii, nasledné vznikaji modifikace metabolickych drah. Symbiotické
mikroby jsou klicové pro pfistup k zivindm a energii z potravinovych zdrojt, také
identifikuji  vztahy mezi specifickymi stfevnimi bakteriemi a hostitelskym
metabolismem. Strava s vysokym obsahem tuku a s nedostate¢nym piijmem cholinu
zpusobuje, ze mikrobidlni flora narusuje biologickou dostupnost cholinu k hostiteli.
Stievni bakterie tedy ovliviiuji potiebu organismu pro cholin a nasledné zdravotni

komplikace spojené s nedostatkem cholinu (Spencer et al., 2011).

Stfevni mikroby vyuZivaji ziviny a produkuji metabolity, které ovliviuji Sirokou
Skalu lidskych fenotypd, véetné nachylnosti na poruchy stravy jako je obezita,
inzulinova rezistence, metabolicky syndrom a Crohnova choroba. Nedostatek cholinu
zpusobuje nealkoholické tukové jaterni onemocnéni, defekty neuralni trubice, rakovinu

jater a zvySené riziko rakoviny prsu (Spencer et al., 2011; Xu et al., 2009).
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3 STANOVENI VITAMINU

Soucasné stanoveni nékolika vitaminli rozpustnych ve vod¢ je obtizné a Casto se

musi provést mnoho riznych analyz. Pro stanoveni vitamini skupiny B je mozné

vyuziti riznych instrumentalnich metod jako jsou: elektrochemie, spektrofotometrie,

spektrofluorimetrie, HPLC a elektroforéza (Amidzi¢ et al., 2005; P. Ortega-Barrales
et al., 1998; Song a Wang, 2000).

Nize uvedené techniky stanoveni vitamini jsou popsany vSeobecné. Stanoveni

vitaminll v potravinach nebo vitaminovych doplitkkii se provadi dle specifik vlastniho

vzorku (Multon et al., 1997).

Vitamin B6
Pyridoxin-hydrochlorat, ktery je velmi rozpustny ve vod¢, je stabilni v kyselém
prostiedi. Muize byt stanoven mnoha technikami:
1) kolorimetricky
— reakce s 2,6-dichlorchinonchlorimidem, kdy v 1 ml vzorku muaze byt
detekovano az 0,5 pg vitaminu (JOHh, 1941; Multon et al., 1997).
2) mikrobiologicky
— mikroorganismy: Neurospora sitophila, Saccharomyces
carlsbergensis (Multon et al., 1997).
3) chromatograficky
— extrakce tfi forem (pyridoxal, pyridoxin, pyridoxamin) enzymaticky
a kyselou hydrolyzou (Multon et al., 1997).
— stanoveni pomoci HPLC s fluorimetrickou detekci pti 290-395 nm
(Multon et al., 1997).
Nikotin (nikotinamid)
Pro tento vitamin je mozné stanoveni:
1) mikrobiologicky
— mikroorganismy: Lactobacillus arabinosus a Lactobacillus casei
(Multon et al., 1997).
2) chromatograficky
— stanoveni pomoci HPLC s fotometrickou detekci pii 260 nm

(Multon et al., 1997).

42



Kyselina pantothenova

Pro tento vitamin je moZné pouze mikrobiologické stanoveni pouzitim
mikroorganismt Lactobacillus casei, Lactobacillus cerevisiac, Leuconostoc
mesenteroids a Saccharomyces cerevisiac (Multon et al., 1997).
Biotin
Pro tento vitamin je moZné pouze mikrobiologické stanoveni pouzitim
mikroorganismu Lactobacillus arabinosis (Multon et al., 1997).
Folat
Pro tento vitamin je mozné mikrobiologick¢é stanoveni pouzitim
mikroorganismd  Streptococcus ~ faecalis a  Lactobacillus  casei
(Multon et al., 1997).
Vitamin B12
Uplatituje se mikrobiologické stanoveni s moznosti piidani radioizotopu.
Pouziva se kultiva¢ni pada s Lactobacillus Laris, Lactobacillus leischmani a
Escherichia coli (Multon et al., 1997).
Vitamin C (kyselina askorbova)
Je mozné stanoveni pomoci téchto metod:
1) chemicky — titraci
— rozpu$ténim extraktu vzorku ve smési kyseliny metafosforecné +
kyseliny octové + vody — pfidanim Skrobu a smichanim; nasleduje
titrace v roztoku jodu (Multon et al., 1997).
2) kolorimetricky
— oxidaci kyseliny askorbové s 2-6-dichloro-fenolindofenolem
na dehydroaskorbovou kyselinu, ktera je pfeménéna
na 2-4-dinitrofenylhydrazin, poté rozpusténo v 85 % kyselin¢ sirové
a méteno pii 520 nm (Multon et al., 1997).
3) enzymaticky
— preména kyseliny askorbové na kyselinu dihydroaskorbovou pomoci
askorbat-oxidazy (Multon et al., 1997).
4) kapalinovou chromatografii
— L-askorbova kyselina je extrahovdna ze vzorku s pouzitim 0,4 %

kyseliny metafosfore¢né. L-askorbova kyselina je izolovadna
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metafosforeCnany, oddélena chromatograficky kapalnou fazi a

stanovena fotometricky pti 254 nm (Multon et al., 1997).

3.1 HPLC

Kapalinova chromatografie je zaloZzena na opakované distribuci latek mezi mobilni
(kapalnou) a stacionarni (pevnou) fazi. Migraci se tyto latky vzéjemné separuji.
Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) dokdze pracovat s malymi davkami
objemil vzorku, takze je mozné tuto metodu pouzivat ke stanoveni Sirokého spektra

latek véetné vitamint (Ahuja a Dong, 2005; Lightfoot a Moscariello, 2004).

Schéma kapalinového chromatografu je uvedeno na obr. 14.

2 ?3
4 5
WA . 1 %

Obrazek 14: Schéma kapalinového chromatografu (1 - zasobnik mobilni faze;

2 - vysokotlaka ¢erpadla; 3 - métidlo tlaku; 4 - filtr; 5 - tlumi¢ tlakovych pulst;
6 - kolona; 7 - davkovaé vzorku; 8 - detektory; 9 - vyhodnocovaci zatizeni)
(VSCHT, n.d.)

Posouzeni a validace spolehlivych analytickych metod pro stanoveni vitamini
vV matricich na bazi cukru jsou dosud zkoumané. HPLC sreverzni fazi je rychla a
jednoduchd metoda pro soucasné stanoveni péti vitamind rozpustnych ve vodé
(riboflavinu, kyseliny nikotinové, kyseliny pantothenové, kyseliny listové a kyseliny
askorbové). Metoda poskytuje nizké limity detekce a kvantifikace, velmi dobrou
linearitu ve velkém koncentraénim intervalu, velmi dobrou piesnost a absenci

jakéhokoli zkresleni. HPLC s reverzni fazi je vyuzivana pfedevSim ve farmaceutickém
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primyslu. VétSina metod pouziva bud ultrafialovou nebo fluorescenéni detekci
(Amidzi¢ et al., 2005; Bavand Savadkouhi et al., 2017; Ciulu et al., 2011; Lynch a
Young, 2000).

Byla vyvinuta metoda s vysokou propustnosti, ktera detekuje soucasné riboflavin,
pyridoxin, nikotinamid, kofein a taurin v energetickych napojich. Vzorky se po patfi¢né
upravé (odplynéni v ultrazvukové lazni, kalibrace) stanovi pomoci kapalinové
chromatografie a nasledné¢ se odecitaji absorbance UV spektra se specifickymi
vlnovymi délkami (Aranda a Morlock, 2006).
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4 ZAVER

V této bakalarské praci jsem se vénovala vitaminim rozpustnych ve vod¢, jejich

funkcim v organismu a klinickymi projevy na organismus.

Vitamin C ma vyborné antioxida¢ni vlastnosti, podporuje spravny chod organismu
(napf. podporuje spravny prubéh enzymatickych reakci) a je vyznamnym
antikarcinogennim ¢inidlem. Je obsazen v Siroké skale ovoce a zeleniny a jeho deficit je
velmi vazny.

Vitaminy skupiny B (thiamin, riboflavin, niacin, vitamin B6, kyselina pantothenova,
biotin, folat, vitamin B12 a cholin) jsou dulezité pro metabolické a redox procesy
organismu. Také jsou nezbytné pro syntézy dulezitych stavebnich slozek organismu.
Tyto vitaminy jsou obsazeny V potravindch rostlinného a zivocisného ptvodu. Jejich
pfijem je nutny pro zdarny rist déti. Nedostatek téchto vitamin zpusobuje rizna

onemocnéni s chronickym prib&hem.

Vitaminy rozpustné ve vodé neni Cloveék schopen syntetizovat, jsou tedy pro nas

organismus esencialni, takze je nutné je ziskavat stravou.

Déale jsem se zabyvala moZnymi metodami stanoveni t&chto vitamind.

Nejrozsitenéj$i metodu HPLC jsem kratce popsala.
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