Stanoveni vitaminu
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Vitaminy

* Dostupné ve stravé a nas organismus vetsinou
ztratil schopnost je syntetizovat

* Hlavni funkce
— Prekurzory biokatalyzatoru — koenzymy, hormony
— Antioxidacni fce
— Metabolismus zivin



Rozdeéleni

* Vitaminy rozpustné ve vodé
— Vit. C
— Vitaminy B — thiamin (B,), riboflavin (B,), pyridoxin
(Bg), cyanokobalamin (B,,), kyselina listova (B,),

kyselina nikotinova (B,), kyselina pantothenova
(Bc), biotin (B-)

* Vitaminy rozpustné v tucich
—A,DE K



Vstrebavani vitaminu

* Rozpustné ve vodeé

— Rychle, duodenum

* Svyjimkou B,

— Zaludek — HCl, travici enzymy => uvolnéni B,, -> vazba na
haptokorin=B,, -> pankreatické enzymy Stépi ->vazba B,, na
vnitrni faktor (,intrinsic factor®)

— Absorpce —ileum, skrze transportér endocytézou do enterocyt(

* Rozpustné v tucich
— Pomaleji, s tuky
— A, D, K, — resorpce bez zavislosti na micelach
— E, K; a K5 — transport ke kartacovemu lemu v micelach



Rozpustnost

_

Absorpce Primo do krve Do lymfy, pak do krve
Transport Volné Transportni protein
Uskladnéni Volné ve vodnim prostredi  Tukova tkan, jatra
Vylucovani Ledvinami -

Potreba Pravidelné (1-3 dny) Obcdas (tydny, mésice)



Rozdily oproti zivinam

e Struktura

* Fce

* Obsah v potravé
— Ug az mg



Biologicka vyuzitelnost

e Mnozstvi vitaminu

* Absorbované mnozstvi
— U¢innost traveni a transitni ¢as
— predchozi prijem zivin
— Vyzivovy stav
— Ostatni konzumovana potrava ve stejny cas
— Technologicka uprava
— Zdroj nutrientu



Biologicka vyuzitelnost

* Prekurzory

— Provitaminy (B-karoten -> vitamin A (retinol)

* Organicky puvod
* Nestabilita

— teplo, svétlo, technologické Upravy
* Labilni (folat, kys. panthotenova, vit. C, B,,, B, K)
* Stabilni (D, E, biotin, niacin, B, B,)



Stanoveni vitaminu

* Primeé
— hladina v krvi, v moci, tkani
* Neprimé
— hladina metabolitu v krvi, moci

— meéreni koncentrace po zatézi substratem

— zmena aktivity enzymu po dodani vhodného
koenzymu (vitaminu) reakce

— produkt reakce katalyzované vitaminem
e Saturacni testy



Neprimé metody meéreni saturace
vitaminu

Mereni sérove, mocoveé nebo tkanove
koncentrace typického metabolitu

Meéreni koncentrace hromadiciho se
metabolitu po zatézi substratem

Zvyseni aktivity enzymu po dodani koenzymu
Stanoveni produktu vytvoreného pusobenim
vitaminu



Saturacni testy

e Zvysené vychytavani vitaminu v organismu po
jeho podani
— Zvyseni jeho obsahu ve tkanich

— shizena exkrece v moci

napft. po podani vitaminu C v davce 10 mg/kg

- jedna-li se o deficit vitaminu — nedochazi k jeho
vylucovani moci



Metody stanoveni vitaminu

Mikrobiologické testy
Chemické postupy
Enzymatické testy
Imunoanalyza
Separacni metody



Chemické metody

* Bez predchozi separace jsou pouzitelné
omezeneé

— Cisté a koncentrované vzorky (potravinarské nebo
farmaceutické)

* chybi specifita a sensitivita pro kvantitativni
stanoveni vitaminu v biologickych vzorcich

— obsahuji ¢asto radu neznamych interferentu

* nejsou vhodné ani pro diferenciaci mezi
vitaminy



Enzymové metody

Vyuziti jejich funkce jakozto koenzymu

Hlavneé pri stanoveni aktualniho stavu saturace
organismu vitaminy

Stanovuje se aktivita enzymu s a bez aktivace
pridavkem koenzymu (vitaminu)

— sledovdanim zmén koncentrace substratl nebo produktu

Casto z plné krve nebo v erytrocytech, mohou byt
mereny na automatickych analyzatorech

Nevyhodou je komplikovana standardizace, nestabilita
enzymuU béhem skladovani a interference



Imunochemické metody

e Zahrnuji specifické protein-vazajici postupy

* Snadno proveditelné v biologickych matricich
* Snadna automatizace

 Kompetitivni reakce

— Znaceni: izotopove, fluorescencni
— PY. vitamin B,,, folat

* Enzymoimunoanalyzy

— Volny vitamin kompetuje s vitaminem znacenym
enzymem o vazbu na protilatku

— pr. pyridoxin




Imunochemické metody

* Problémy

— Zkrizené reakce s ostatnimi modifikacemi vitaminu
* Vyhoda

— kratka doba analyzy

— dobra dostupnost

— instalace na random access automatickych
analyzatorech



Separacni techniky

Déleni a identifikace v jednom béhu radu vitaminu a jejich
derivatu

HPLC/UVD; FLD; ED; MS

LC-MS

— prispiva k informacim o strukture, velmi sensitivni

CE — mikroemulzni elektrochromatografie

CE-MS

— vhodny postup vysoce citlivého stanoveni nékterych vitaminu ve
slozitych matricich

GC a TLC méne casté

Imunoafinitni chromatografie je vyuzivani k Cisténi a
zakoncentrovani vzorku



Vitamin A

B-karoten

e R R R R R R R ™Y

Zdroje (DDD ~ 1 mg)
* B-karoten — provitamin

CH, CH, CH,

— Barvené ovoce a zelenina

e Retinol

— Pouze zivocisna strava
(predevsim jatra,
castecné zloutky)




Vitamin A

* Deficit
— Malabsorbce celiakie, poruchy pankreatu

— Predevsim v rozvojovych zemich — slepota, snizena
imunita u déeti

* Hypervitamindza

— Teratogenni (nebezpecné u téhotnych — nemély by
konzumovat jatra)



Vitamin A

Referencni metoda: LC/MS

Certifikovany ref. material: SRM 986b

Preanalytika

— Vit. A =tma (UV zareni); -20°C; zabranit hemolyze

Rutinni metody: HPLE, GC
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Vitamin D

Ergokalciferol (D,) Cholekalciferol (D,)

Zdroje (DDD ~ 10

ug)

* D; —slunecni
zareni, ryby,
Zloutek, jatra,
mléeko, maslo

* D, — kvasinky,
drozdi

Kalcidiol (hydroxyD,) Kalcitriol (1,25-dihydroxykalciferol)



Vitamin D

* Deficit
— Pri vyvoji rachitis, osteomalacie
— V pokrocilejsim veku osteoporoza
* Hypervitamindza

— Hyperkalcémie, kalcifikace mekkych tkani



Vitamin D

Referencni metoda:
— |D-LC-MS/MS
Certifikovany ref. material: UME CRM 1308

Preanalytika

— Vit. D = tma (UV zareni); vzdusny kyslik; -20°C;
Rutinni metody: imunochemicky; HPLC;
(dokaze rozlisit jednotlivé formy vit. D=D,,
D,); LC/MS (1,25-OH D,)



Vitamin D
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Vitamin E

Zdroje (DDD ~ 10-12 mg) a-Tokoferol
* Obilné kligky,

I v e , , k a-tokoferol 5,7,8-trimethyltokol
siunecnicove semin a’ B-tokoferol 5,8-dimethyltokol
mnadle, liskove OrQChy, y-tokoferol  7,8-dimethyltokol
ma’k’ O‘r‘echy’ leUtek, 5-tokoferol 8-methyltokol

rostlinné oleje, maso
savcu




Vitamin E

* Deficit
— Snizena zivostnost erytrocytu az hemolyticka
anémie
— Funkéni zmény perifernich nervu
— Myopatie, retinopatie, nekroza jater
* Hypervitamindza

— GIT obtize, unava, bolest hlavy, horsi vstfebavani
vitaminu K, porucha fce gonad



Vitamin E

e Referencni metoda: HPLC

* Certifikovany ref. material: SRM 986b

* Preanalytika

— Vit. E =tma (UV zareni); -20°C; zabranit hemolyze;

deproteinace; pndavekanﬂmgjdacmhg_émdla
e Rutinni metody: E

HPLC, GC
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Vitamin K

Zdroje (DDD ~ 90-120 ug)

* K, —listova zelenina

orokolice, Spenat, salat

* K, —syr, maso, tvaroh,

jatra, zloutky, tuk, natto

* K; —vyrabi se synteticky,
doplnék stravy v
krmivech
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Vitamin K

* Deficit
— Poruchy srazlivosti krve (u novorozencu muze byt
zivot ohrozuijici)

— Osteoporoza
* Hypervitamindza

— Neni znama



Vitamin K

Referencni metoda: neni
Certifikovany ref. material: neni
Rutinni metody: nestanovuje se

RUO metody: K; HPLC — FLD (postkolonova
redukce Zn), K,+K, HPLC-chemiluminiscence,

K,+K, LC-APCI-MS



B, thiamin
NH,

NT XX N+4\S

A A=

H3C N H3C

Zdroje ([ OH
* Drozdi, otruby, jatra, ovesné vlocky
neloupana ryze, orechy, pohanka, klicky

* Alkohol inhibuje aktivni transport do
enterocytu (pasivni > 5mg/den zachovan)



B, thiamin

* Deficit
— Beri — beri (slabost)
* Anorexie, dyspepsie, Unava

e Suchd forma: postihnuti perifernich nervu, parézie az
paralyza

 Mokra forma: otoky, dusnost, hepatomegalie,
tachykardie, selhani srdce, laktatova acidoza

* Hypervitamindza

— Neni znama



B, thiamin

Referencni metoda: neni k dispozici

Certifikovany ref. material: neni k dispozici

Preanalytika

— Vit. B1 = tma (UV zareni);

Rutinni metody:
HPLC-FLD
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B, riboflavin

Zdroje (DDD ~ 1,4-1,8 m;
* Drozdi, jatra, ledviny, v

* Rostlinné zdroje — kake
(vegetariani a vegani musi casto
suplementovat)



B, riboflavin

* Deficit
— Zanét ustnich koutkd, rtu, jazyka, spojivek,
* Dlouhodobé vede k atrofii
* Hypervitamindza

— Neni znama



B, riboflavin

* Referencni metoda: neni k dispozici
* Certifikovany ref. material: neni k dispozici

* Preanalytika
— Vit. B, = tma (UV zafeni);
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B, pyridoxin

NH,
OH Os_H
OH
OH OH
HO X HO X HO S
= Z 2
N" > CH; N” CH; N~ “CH;,

Pyridoxol Pyridoxal Pyridoxamin

Zdroje (DDD ~ 1,4-1,8 mg)

Jatra, veprové maso, makrely, vejce,
drozdi, psenicné klicky, celozrnné pecivo,
banany, orechy, seminka, pohanka,
otruby, maso



B, pyridoxin

* Deficit
— Pri zvySeném vydeji (téhotenstvi, sportovci s
vysokym prijmem masa, alkoholismu, dialyza)
* Neurologické sysmptomy

* Hypochromni sideroblasticka anemie, zapaly oCnich a
ustnich koutkd

* U novorozencu mentalni retardace, defomity skeletu,
trombozy, osteoporoze, poruchy vidéni

* Hypervitamindza
— Neni znama



B, pyridoxin

Referencni metoda: neni k dispozici
Certifikovany ref. material: neni k dispozici

Preanalytika

— Vit. Bg = tma (UV zareni);
Rutinni metody:

HPLC-FLD

PLP-3.075

Tlme, min



B, — folat, kys. listova

0 HN
N
)% z
H,N~ N~ N

Zdroje (DDD ~ 200-300 ug)

e Listova i dalsi zelenina, drozdi, vnitrnosti,
orechy, celozrnné obilniny, ovoce



B, — folat, kys. listova

* Deficit
— Megaloblastova anémie, trombocytopenie
— Defekty neuralni trubice plodu

— Kardiovaskularni onemocneéeni
(hyperhomocysteinémie)

— Deprese
* Hypervitamindza

— zaludecni potize, vysoké davky muzou maskovat
nekteré priznaky nedostatku v B,,



B, — folat, kys. listova

* Referencni metoda: neni k dispozici
* Certifikovany ref. material: neni k dispozici

* Rutinni metody: imunochemicky



B,, kobalamin

Zdroje (DDD ~ 2,5 ug)

e Jatra, ledviny, maso,
ryby, zloutek, mlécné
vyrobky

* Rostlinné zdroje —
pouze malé mnozstvi
u fermentovanych
potravin oo 07 H




B,, kobalamin

* Deficit
— Velké zasoby v jatrech (5-10 let) — projevi se
opozdéene
— Makrocytarni anémie, neurologické poruchy
(nedostatecna syntéza myelinu), pernicidozni
anémie
* Hypervitamindza

— Neni znama



B,, kobalamin

Referencni metoda: neni k dispozici
Referencéni material: NIBSC 03/178

Rutinni metody: Imunochemie




Vitamin C kys. askorbova
HO

H
HO\/:\iTO

HO OH
Zdroje (DDD ~ 80-90 mg)
* Citrusy, paprika, brambory, jahody, Sipky,
cerny rybiz, kren, ranna cibule, kysané zeli



Vitamin C kys. askorbova

e Deficit
— Unava, prodlouZena rekonvalescence, zhorgeni
hojeni ran, kurdéje (skorbut)

* Hypervitamindza

— Nadmeérné uzivani suplementu muze vést k tvorbé
oxalatu (konverze cca 1 % vitC -> lithiaza)

— Interference pri nékterych oxidoredukcnich
biochemickych testech



Vitamin C kys. askorbova

Referencni metoda: HPLC
Certifikovany ref. material: SRM970

Nestabilni — snadna oxidace na oxalovou
kyselinu (okyseleni, deproteinace, pridavek
red. Cinidla, -70°C)

Rutinni metody: HPLC-UV, HPLC-CE



Vitamin C kys. askorbova
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Vitamin C kys. askorbova
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Dékuji za pozornost



