TEHNOLOSEI
FAREULTET

Dipl.inz-master Tanja Brezo-Borjan

ODREDIVANIJE VITAMINA B,;, B, | B; PRIMENOM
HRONOPOTENCIOMETRUIE | HRONOPOTENCIOMETRIJSKE

STRIPING ANALIZE

Doktorska disertacija

Mentor
Prof. dr Zvonimir Suturovié

Novi Sad, 20109.






Zahvalnica

Najiskrenije se zahvaljujem svom mentoru prof.dr Zvonimiru Suturoviéu na neizmernoj
pomoci prilikom osmisljavanja teme, u eksperimentalnom radu i pisanju, kao i izuzetnom
strpljenju i viemenu posvecenom izradi ove doktorske disertacije.

Veliku zahvalnost dugujem doc.dr Zorici Stojanovi¢ na nesebicnoj pomoci tokom
eksperimentalnog rada i strucnim savetima tokom izrade disertacije.

Zahvaljujem se dr Jovani Kos na izvodenju svih HPLC analiza u okviru eksperimentalnog
dela doktorske teze, korisnim sugestijama i iskrenoj podrsci tokom pisanja.

Veliku zahvalnost iskazujem prof.dr Snezani Kravi¢ na strucnoj podrsci, pomoci i
prijateljskim savetima tokom mojih doktorskih studija i godina rada u Laboratoriji za
instrumentalne metode analize.

Dr Ani Durovié¢ hvala na kolegijalnosti i iskrenoj pomoci u toku izrade ove doktorske teze.

Biljani Zvizdalo hvala na grafickoj podrsci i lepoj reci.

Najvecu zahvalnost dugujem mojim najblizima, jer su uvek uz mene.

Disertacija je radena u okviru projekta 'Unapredenje i razvoj higijenskih i
tehnoloskih postupaka u proizvodnji namirnica Zivotinjskog porekla u cilju dobijanja
kvalitetnih i bezbednih proizvoda konkurentnih na svetskom #rzistu’, potprojekat 1:
‘Razvoj i unapredenje tehnologije funkcionalnih proizvoda od mleka’, koji su
finansirani od strane Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike
Srbije.






2.

SADRZAJ

L6170 0 J OO P ST UUPP PR PRSP 1
TEORHSKIDED ...ttt ettt ettt st et e s bt e s bt e s aee st e e bt e bt e b e e abeesmeesneeennean 3
2.1, KOMPIEKS VItAMING Bu....ciiiiiiiii ittt ettt ettt e s e e s sbee e e s sabe e e e esabeee s s nabeeesenareeas 3
2.1.1. RV 2110 011 0= 2N 5
2.1.2. RV A1 =0 01 = 7T 14
2,030 VIEAMIN Bauttiiiiiie ettt st et aeeeare s 22
2.2.  Analiticke metode za odredivanje vitamina By, By i Bz ceecccvveeeeeiiiieieieee e 30
2.2.1. PripremMa UZOraKa ......ciiicvieiieiiiieeeciiee ettt ettt e e e e e e s bre e e s s aee e s snsbeaeesnraeessnarenas 32
2.2.2. Visokopritisna tecna hromatografija (HPLC) .......ccccuveecieeiiiecee et 33
2.2.3. Elektroanaliticke tehNike .......cc.ooiiiiiii e 38
P2 TR o 1 o] VoY o Yo ) =Y aTol o] g =1 o o |- N 43
2.4.  Hronopotenciometrijska Striping analiza......cccccoueeeieciiie it 47
2.4.1. Adsorpciona hronopotenciometrijska striping analiza.......ccccccevecveeivicieeecccieee e, 50
EKSPERIMENTALNI DEO ... sssenes 54
S S 1 [ o ¥ 4 T=T 4 = (ol | - [ T PRSPPI 54
K S a1 o To T g I Yo 1 U o [T 57
3.3, HemiKalij& i FEAGENSI c.uvviii ittt e e st e e e nba e e e et ae e e eaareaeeas 58
3.4.  Priprema radnih €lektroda......ccoocueiiiiciiiiieiie e 59
3.5.  Optimizacijaivalidacija Metoda .....cccccuiiiiiiiiiiice e 61
3.5.1. Opsti postupak optimizacije i validacije........eceecveieeeciiieecieee e 62
3.6. Uzorciipriprema uzoraka za @nalizu .........cccueeeieeiiieieiieie ettt e aaee e 64
REZULTATI I DISKUSHA ...ttt ettt sttt st et esreesaeesane e 66
4.1. Odredivanje vitamina B; hronopotenciometrijskom striping analizom ...........ccccecvveeennnneen. 66
4.1.1. Odredivanje optimalnih uslova za hronopoteciometrijsku striping analizu vitamina B,
na tankoslojnoj Zivino] €IEKErOdi........ccccuiiiieiiiiee et et 67
4.1.2. Validacija MELOTE ..oceieiiee e e arae e 79
4.2. Hronopotenciometrijsko odredivanje vitamina B2 .........ccceecveeeiiiiiee it 90

4.2.1. Odredivanje optimalnih uslova za hronopotenciometrijsko odredivanje vitamina B,

primenom planarne disk elektrode od staklastog ugljenika..........cccceeeeiiiiiciiiiiicciee e, 91
4.2.2. V1T Yol | = T 4 1] e o [ SRR 97
4.2.3. Odredivanje optimalnih uslova za hronopotenciometrijsko odredivanje vitamina B,

primenom elektrode u vidu procesne posude od staklastog ugljenika........cccoecovvivieeiiiincnnnis 107
4.2.4. AV 11T = Lol = T g T=1 oY L= U 115

4.3. Odredivanje vitamina B; hronopotenciometrijskom striping analizom ...........cccccveeenneen. 122



4.3.1. Odredivanje optimalnih uslova za odredivanje vitamina B; hronopotenciometrijskom

L aT o TaY == 1o F=1 1] o s VO 122
4.3.2. AV T E Yol [T T g 1] o e [P 135
ZAKLIUCCI oottt sttt bttt bbb bbbttt aesnaee 146

LITERATURA ettt e e s e et e e e s s s aa e e e e e s s s snnranes 149



Doktorska disertacija Tanja Brezo-Borjan

1. UVOD

Vitamini predstavljaju grupu organskih jedinjenja koja su, u veoma malim koli¢inama,
neophodna za normalno funkcionisanje ljudskog organizma (esencijalni mikronutrijenti).
Termin vitamin ne obuhvata druge tri grupe esencijalnih nutrijenata: minerale, esencijalne
masne kiseline i esencijalne aminokiseline (Combs i McClung, 2017). Kako su fizicko-
hemijske osobine vitamina, kao i njihove fizioloSke uloge u organizmu vrlo raznolike,
klasifikacija ovih jedinjenja je izvrSena na osnovu rastvorljivosti, i to na vitamine rastvorne u
vodi, tj. hidrosolubilne (grupa vitamina B, tzv. B-kompleks i vitamin C) i liposolubilne,
odnosno vitamine rastvorne u mastima (A, D, E i K). Skoro svi vitamini se u prirodi javljaju u
nekoliko bioloski aktivnih oblika, poznatih kao vitameri, koji se medusobno razlikuju u

strukturi, biopotencijalu i stabilnosti.

Vedina vitamina je neizostavna u ljudskoj ishrani, jer ljudski organizam ne moZe da ih
sintetisSe (izuzeci su vitamin D, koji se stvara u kozZi pod uticajem sunceve svetlosti, i B3 koji
nastaje konverzijom triptofana, pod uslovom dovoljnog unosa ove aminokiseline putem
ishrane). Biljke su glavni proizvodaci vitamina (sem vitamina Bj,), i predstavljaju primarne

izvore ovih esencijalnih mikronutrijenata (Ball, 2006).

Vitamini imaju razlic¢ite biohemijske funkcije u organizmu. Vitamin A je regulator celijskog
rasta i diferencijacije, vitamin D ima ulogu slicnu hormonskoj, reguliSu¢i metabolizam
minerala u izgradnji kostiju i drugih tkiva i vazan je za imuni sistem organizma, vitamini Ci E
deluju kao antioksidansi, dok je uloga vitamina K u koagulaciji krvi nezamenjiva (Combs i

McClung, 2017).

Deficijencija kao i prekomeran unos vitamina mogu dovesti do ozbiljnih oboljenja (Combert i
Buckton, 2019). Suprotno liposolubilnim vitaminima, prekomeran unos hidrosolubilnih
vitamina ne preti ozbiljnim komplikacijama po ljudski organizam, zbog olakSanog izlu¢ivanja
ovih jedinjenja, naj¢esée putem urinarnog trakta (Combs i McClung, 2017). Uzroci nutritivne
vitaminske deficijencije su mnogobrojni, a mogu delovati pojedinacno ili kao skup faktora:
nedovoljan unos vitamina, slaba apsorpcija, specificna stanja poveéanih potreba organizma

za odredenim vitaminima, pojacano izlucivanje pojedinih vitamina, ili poja¢an katabolizam.
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Sposobnost ljudskog organizma da skladisti vitamine predstavlja dodatni faktor, npr. vitamin
B, se skladisti samo 2 nedelje u malim koli¢inama, pretezno u tkivu skeletnih misiéa, srca,
mozga, jetre i bubrega, dok se vitamin B;, moZe skladistiti u jetri i do nekoliko godina.
Klini¢ka deficijencija pojedinih vitamina B grupe dovodi do pojave biohemijskih defekata koji
se manifestuju kao oboljenja sa karakteristiénim simptomima (mentalna konfuzija, slabljenje
nervnih funkcija, kardiovaskularni poremedaji), dok deficijencija drugih vitamina izaziva

blaZze simptome kod ljudi (Ball, 2006).

S obzirom na fizioloSki znacaj, koji vitamini imaju za ljudski organizam, zahtevi u pogledu
odredivanja sadrZaja vitamina u hrani i vitaminskim dodacima ishrani su poslednjih decenija
znatno porasli. Zbog izuzetnog znacaja u metabolizmu, vitamini By, B, i B3 su odabrani kao

predmet istrazivanja ove disertacije.

Poslednjih decenija, elektroanaliticke tehnike se, pored primene u kvalitativnim i
kvantitativnim odredivanjima metala, sve ¢eSce koriste i za odredivanje organskih molekula
(Suturovi¢, 2003). Ove tehnike odlikuje visoka osetljivost, tacnost, preciznost i selektivnost,
kao i jednostavnost i brzina. Dodatno, cena instrumentacije i njene ekspolatacije je relativno

niska u poredenju sa najcescée koris¢enim hromatografskim i optickim metodama.

Detaljnim pretrazivanjem literature, utvrdeno je da hronopotencijometrija i

hronopotenciometrijska striping analiza nisu primenjivane za odredivanje vitamina B grupe.

Cilj ove disertacije je ispitivanje elektrohemijskog ponasanja vitamina By, B, i B3 primenom
tehnika hronopotenciometrije i hronopotenciometrijske striping analize, razvijanje metoda
za njihovo odredivanje navedenim tehnikama, uz optimizaciju i validaciju metoda, kao i
ispitivanje. moguénosti primene razvijenih metoda za analizu realnih uzoraka

(multivitaminskih dodataka ishrani).
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2. TEORUSKI DEO

2.1. Kompleks vitamina B

Kompleks vitamina B predstavlja grupu organskih jedinjenja, u izvesnoj meri slicne
molekulske strukture, koja imaju sli¢ne bioloske uloge (Graulet i Girard, 2017). Cine ga
vitamini B; (tiamin), B, (riboflavin), Bs (nikotinamid), Be (piridoksin), By (folna kiselina) i By,
(cijanokobalamin). Pantotenska kiselina (vitamin Bs) i biotin (vitamin Bg) takode pripadaju
grupi vitamina B i neophodni su organizmu, ali je njihova deficijencija izuzetno retka (Gentili
i Caretti, 2013). Svi B vitamini sadrze jednu ili viSe amino grupa i, izuzev pantotenske
kiseline, svi imaju bar jedan prsten ili jezgro u svojoj hemijskoj strukturi. Molekulska masa
ovih jedinjenja znatno varira, od vitamina najmanje molekulske mase, niacina (123 g/mol),
do vitamina sa najve¢com molekulskom masom, cijanokobalamina (1355 g/mol). Svi vitamini

grupe B su dobro rastvorljivi u vodi, zavisno od vrednosti pH i temperature.

Da bi ostvarili svoju metaboli¢ku aktivnost, vitamini B grupe, izuzev biotina, podlezu
hemijskoj aktivaciji. Proces aktiviranja podrazumeva reakcije adicije komplementarnih
hemijskih grupa. Za tiamin, riboflavin, niacin i piridoksin, komplementarna hemijska grupa je
fosfatna grupa, dok je za folate i cijanokobalamin, ugljenik komplementarna grupa.
Nukleotidna jedinica predstavlja komplementarnu grupu za riboflavin, niacin, pantotensku

kiselinu i cijanokobalamin (Graulet i Girard, 2017).

Nekoliko vitamina B grupe (B1, B,, B3, Bg) ima ulogu u izgradnji koenzima koji uc¢estvuju u
procesima katabolizma hranljivih materija i proizvodnji energije neophodne organizmu.
Osnovnu strukturu enzima cCine apoenzim — proteinski deo i kofaktor, koji je vezan za
apoenzim. Kofaktor moze da bude neorganskog porekla (joni metala), ili organskog —
koenzimi, koji se sastoje od vitamina. Vitaminska komponenta omogucava vezivanje enzima
sa odgovarajuéim supstratom (Murrai i sar., 2003). Osnovne metaboli¢ke reakcije u kojima

ucestvuju vitamini grupe B su (Graulet i Girard, 2017):
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1. Sinteza lipida i njihovo iskoris¢enje (obezbedivanje energije u reakcijama oksidacije,
sinteza fosfolipida i prostaglandina),

2. Sinteza i katabolizam aminokiselina procesima transaminacije,

3. Sinteza i katabolizam ugljenih hidrata, ¢ime se obezbeduje energija neophodna
organizmu,

4. Reakcije interkonverzije izmedu lipida, proteina i ugljenih hidrata, koje se odvijaju

kroz transfer karbonskih jedinica,

5. Proces celijskog disanja,
6. Regulacija ciklusa metilacije,
7. Sinteza nukleinskih kiselina,
8. Obnavljanje i replikacija dezoksiribonukleinske kiseline (DNK).
Ukoliko neophodni B vitamin izostane, formiranje koenzima nije moguée i lanac

biohemijskih reakcija se prekida. Posledica toga je akumuliranje supstrata u tkivu, sem u
izuzetnim slucajevima, kada postoji moguénost preusmeravanja metabolizma na druge

puteve razlaganja nakupljenog supstrata (Ball, 2006).

Pre 1935. godine, kada je pocela komercijalna proizvdnja tableta ekstrakta kvasca i
polusintetickog vitamina C, jedini izvor vitamina bila je hrana. 1950-tih godina doslo je do
masovne proizvodnje i marketinga vitaminskih suplemenata, ukljucujuéi multivitaminske
preparate, u cilju sprecavanja deficijencije vitamina u opstoj populaciji. Takode, vlade
brojnih zemalja su uvele obavezno dodavanje jedne esencijalne materije ili viSe njih, hrani
(fortifikaciju), bilo da one ulaze ili ne ulaze u sastav hrane, u cilju prevencije ili korekcije
nedostatka jednog ili viSe nutrijenata u populaciji ili specificnoj populacionoj grupi
(FAO/WHO, 1994). Najcesée se radi fortifikacija osnovnih namirnica kao sto su brasno i

mleko (www.ffinetwork.org). lako navedeni nacini smanjenja vitaminske deficijencije imaju

jasnih prednosti, pokazalo se da je upotreba suplemenata od malog znacaja za zdrave
jedinke, koje balansiranom ishranom unose dovoljne koli¢ine vitamina. U slucaju nutritivne
vitaminske deficijencije, upotreba suplemenata je neophodna i opravdana. Preporuceni

dnevni unos vitamina By, B, i Bz dat je u Tabeli 1.


http://www.ffinetwork.org/
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Tabela 1. Preporuceni dnevni unos vitamina By, B, i B3 (Graulet i Girard, 2017).

B, (mg/dan) B, (mg/dan) B;(mg/dan)

Odojcad

0 — 6 meseci 0,2 0,3 2
7 — 12 meseci 0,3 0,4 4
Deca

1-3godine 0,5 0,5 6
4 - 8 godina 0,6 0,6 8
9 -13 godina 0,9 0,9 12

Muskarci/Zene

2 14 godina 1,2/1,1 1,3/1,1 16/14
Trudnice 1,4 1,4 18
Dojilje 1,4 1,6 17

2.1.1. Vitamin B;

Vitamin B;, odnosno, 2-[3-[(4-amino-2-methylpyrimidin-5-yl)methyl]-4-methyl-1,3-thiazol-3-
ium-5-ylJethanol, poznat je i pod nazivima tiamin i aneurin. Difosfat tiamina, koji se jo$
naziva i tiamin-pirofosfat, ima ulogu koenzima u metabolizmu ugljenih hidrata i
aminokiselina (Ball, 2006). Neophodan je za biosintezu adenozin-3-fosfata (ATP-a), riboze,
nikotinamid-adenin-dinukleotida (NAD-a) i molekula DNK (Combs i McClung, 2017).
Povecane potrebe za tiaminom se, stoga, javljaju u slu¢ajevima ubrzanog metabolizma: kod
povecane fizicke aktivnosti, trudnoée i dojenja, stanja dugotrajne poviSene telesne
temperature i hipertiroidizma (Ball, 2006). Uobicajeno oboljenje koje proistic¢e iz dugotrajne
deficijencije vitamina B; kod ljudi je beriberi, koje se ispoljava kao komplikovana klinic¢ka
slika neuroloskih i kardiovaskularnih poremecaja (Ball, 2006; Oni i sar., 2001). Ova bolest je
bila rasprostranjena na Dalekom Istoku, gde je poliran, nefortifikovan pirinac¢ predstavljao
osnovnu hranu. lako je celo zrno pirinéa bogato vitaminom B;, do deficita dolazi usled
ljustenja i poliranja, tj. odstranjivanja aleuronskog omotaca zrna, koji je bogat nezasi¢enim
mastima, vitaminima i mineralima. Njegovim odstranjivanjem spreava se uzeglost i

produZava rok trajanja proizvoda. Tehnologije skladistenja koje smanjuju potrebu poliranja
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novih kultura visokog prinosa, pruZzaju moguénost suzbijanja tiaminske deficijencije medu
siromasnijim stanovnistvom jugoistoCne Azije. Posledice blaze deficijencije tiamina su
gubitak teZine i iritabilnost (Combs i McClung, 2017). Kod hroni¢nih alkoholi¢ara,
deficijencija ovog vitamina nastala usled loSe ishrane, moze dovesti do Vernik-Korsakofove
encefalopatije, koja se ispoljava mentalnom konfuzijom i slabljenjem nervne funkcije.

Dodatno, oslabljena funkcija jetre smanjuje iskoriséenje samog vitamina.

Tiamin je prakti¢no netoksican kada se unosi oralno, zbog ograni¢ene apsorpcije i brzog

izlucivanja viska vitamina putem urinarnog trakta (Ball, 2006).

2.1.1.1. Hemijska struktura, biopotencijal i fizicko-hemijske osobine vitamina B,

Molekul tiamina se sastoji od supstituisanog pirimidinskog i tiazolnog prstena, koji su
povezani metilenskim mostom (Slika 1). Ovo jedinjenje je kvaternerni amin i javlja se kao
monovalentni ili divalentni katjon, u zavisnosti od pH rastvora. U prirodi se javljaju tri
fosfatna oblika: u Zivim organizmima dominantan oblik je koenzim tiamin-difosfat (TDP),
poznat i kao tiamin-pirofosfat (TPP) (Slika 1). U malim koli¢inama, u Zivotinjskim tkivima su
takode prisutni i tiamin-monofosfat (TMP) i tiamin-trifosfat (TTP). Ovi oblici nemaju poznate

koenzimske funkcije, iako TTP ima jo$ uvek nerazjasSnjenu ulogu u nervnoj transmisiji.

Za fortifikaciju hrane najcesée se koristi higroskopna so tiamin-hlorid-hidrohlorid
(C12H17N40SCI - HCI, M = 337,3 g/mol), koja je komercijalno poznata pod nazivom tiamin-
hidrohlorid. Drugi komercijalni oblik ovog vitamina, tiamin-mononitrat, je prakti¢no

nehigroskopan, pa se posebno preporucuje za obogacivanje brasna (Ball, 2006).

Tiamin-hidrohlorid je bezbojna kristalna supstaca ili beo prah mirisa slicnog kvascu, gorko-
slanog ukusa. Tacka topljenja ovog jedinjenja je 207 °C, na kojoj dolazi do razgradnje
molekula. Veoma dobro se rastvara u vodi (100 g/100 ml), sto ga ¢ini pogodnim za
parenteralnu upotrebu (Combs i McClung, 2017). Delimi¢no je rastvoran u 95% etanolu

(1 g/100 ml), a u mastima se ne rastvara.
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B

Tiohrom

Slika 1. Hemijska struktura tiamina, tiamin-pirofosfata i tiohroma.

Tiamin je stabilan u kiseloj sredini, ali sa porastom vrednosti pH stabilnost molekula opada,
pa faktori kao Sto su povisena temperatura i hemijski reagensi mogu dovesti do deaktivacije
vitamina. Blagom oksidacijom nastaje tiamin-disulfid, pri ¢emu ne dolazi do gubitka
vitaminske aktivnosti, dok intenzivnijom oksidacijom kalijum-heksacijanoferatom(lll) nastaje
bioloski neaktivan tiohrom (Slika 1). Fosfatni estri tiamina se oksiduju na identi¢an nacin, bez

raskidanja fosfatnih grupa.

Molekul tiamina se rascepljuje pod uticajem sulfitnih jona, ¢ak i na sobnoj temperaturi, pri
¢emu nastaju 2-metil-5-sulfometilpirimidin i tiazolni prsten. Ova reakcija je trenutna na pH
6, na pH 5 potpuno je zavrSena nakon nekoliko ¢asova, dok na pH 3 tiamin moZe da opstane
u rastvoru sa sulfitima i do nekoliko meseci bez gubitka vitaminske aktivnosti. Pod dejstvom

UV zracenja, tiamin se raspada (Ball, 2006).
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2.1.1.2. lzvori vitamina B, stabilnost u hrani i bioraspolozivost

Tiamin proizvode bakterije i gljive, ukljuCujuci i mikrofloru debelog creva. Vise od polovine
ukupnog broja vrsta prisutnih u crevnoj mikroflori ¢oveka ima sposobnost sinteze vitamina
B;. Postoje indicije o njegovoj apsorpciji u ljudskom organizmu koje jo$ nisu do kraja

istrazene (Combs i McClung, 2017).

Tkiva svih biljnih i Zivotinjskih vrsta sadrze tiamin, odnosno, ovaj vitamin je Siroko
rasprostranjen u svim vrstama prirodne neprocesuirane hrane, ali u relativno malim
koli¢inama. U vaznije izvore tiamina spadaju kvasac i ekstrakt kvasca, pSeni¢ne mekinje,
ovseno brasno, Zitarice celog zrna, jestivo semenje, orasasti plodovi, svinjsko meso,
dzigerica (posebno svinjska), kao i srce i bubrezi. Govedina, jagnjetina, pilece meso, jaja,
povrée i voce sadrze umerene koli¢ine, dok mleko sadrZi relativno malu koli¢inu ovog
vitamina (Tabela 2) (Ball, 2006). Najvazniji izvor tiamina u ljudskoj ishrani predstavljaju
Zitarice celog zrna (Combs i McClung, 2017). U zrnu tiamin je neravnomerno rasporeden: u
vrlo malim koli¢inama je prisutan u endospermu, dok je u klicama i aleuronskom omotacu
prisutan u znatno veéim koli¢inama. Kako se ovi delovi zrna uglavnom odstranjuju u
tehnoloSkom procesu prerade, belo brasno, instant cerealije i, u nekim zemljama, beli

pirina¢, obogaéuju se dodatkom ovog vitamina.

U vedini Zivotinjskih tkiva, preko 90% tiamina se nalazi u obliku fosfata, pretezno TDP-a.
lzuzetke predstavljaju svinjska i pileéa bela vlakna skeletnih misié¢a, gde je tiamin najvecim
delom prisutan u obliku TTP-a (70-80%). Kravlje mleko pretezno sadrzi slobodan tiamin.
Tiamin koji je prirodno prisutan u cerealijama i drugoj hrani biljnog porekla, nalazi se
uglavnom u slobodnom obliku, sa izuzecima pSeni¢nih klica i mekinja, gde je prisutan u
obliku TDP-a. Beli hleb sadrzi tiamin u obliku TDP-a, koji nastaje fosforizacijom tiamina, a koji

se dodaje u cilju fortifikacije brasna, dok deo poti¢e od samih kvasaca.

BioraspolozZivost tiamina (stepen apsorpcije i iskoris¢enja u ljudskom organizmu) je izuzetno

visoka za vecinu namirnica bogatih ovim vitaminom (Ball, 2006).
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Tabela 2. Prosecan sadrzaj vitamina B; u pojedinim namirnicama (Ball, 2006).

Namirnica mg vitamina B,/100 g obroka
Kravlje mleko, punomasno, pasterizovano 0,03
Kokosje jaje, celo, sirovo 0,09
PSeni¢no brasno, sa mekinjama 0,47
P%eni¢no brasno, belo 0,31°
Pirinac¢, smedi, sirovi 0,59
Govedi odrezak, sirov 0,10
Jagnjedi odrezak, sirov 0,09
Svinjski odrezak, sirov 0,98
Pile¢e meso, sirovo 0,14
Jetra, jagnjeca, dinstana 0,38
Bakalar, sirov, u filetima 0,04
Krompir, sirov 0,21
Leblebija, osusena, sirova 0,39
Soja, osusena, sirova 0,61
Crveni pasulj, osusen, sirov 0,65
Grasak, sirov 0,74
Brokoli, sirov 0,10
Jabuke, sirove 0,03
Pus od narandze, nezasladen 0,08
Kikiriki 1,14
Ekstrakt kvasca 4,10

®Ova vrednost se odnosi na fortifikovano brasno. Nativni sadrZaj vitamina B; u belom brasnu: 0 g/100g

(Combs i McClung, 2017).

Stabilnost tiamina u hrani najviSe zavisi od oblika u kome se hrana nalazi, vrednosti pH i
proizvodima sa malim sadrzajem vode, na sobnoj temperaturi, u blago kiselim uslovima. U
neutralnim uslovima, podloZzan je razgradnji usled toplote. Alkalna sredina tokom
proizvodnje hrane dovodi do gubitka vitamina B; (npr. upotreba praska za pecivo, Ciji je
osnovni sastojak natrijum-hidrogenkarbonat, tokom procesa pecéenja dovodi do gubitka od

oko 50% ukupne kolicine vitamina prisutnog u brasnu, jer pri navedenim uslovima dolazi do

oksidacije, a samim tim i do deaktivacije vitamina). Na poviSenim temperaturama moze da
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podlegne Majlardovim reakcijama. Tiamin se delimic¢no gubi i u procesu kuvanja. Veoma je
osetljiv na prisustvo sulfita, koji se komercijalno koriste za oc€uvanje boje razlicitih
prehrambenih proizvoda. Kao nukleofil, sulfitni jon je destruktivan po molekul tiamina:
dolazi do razlaganja na pirimidinski i tiazolni prsten. Upotreba sulfita nije dozvoljena u
mesnim i drugim proizvodima koji se smatraju vaznim izvorima vitamina B;. Ovaj vitamin je
osetljiv na reaktivne kiseoni¢ne vrste. Proteinski vezan vitamin B; (u Zivotinjskim tkivima) je
prilicno stabilan i u manjoj meri podleze uticajima visoke temperature i vrednosti pH
prilikom pripremanja hrane. Zamrznuta i dehidrirana hrana uglavnom pretrpi male gubitke
ovog vitamina. Za zamrznutu hranu, ovi gubici se odnose na oticanje te¢nosti usled otapanja

(Combs i McClung, 2017; Ball, 2006).

2.1.1.3. Antitiaminski faktori

Antitiaminski faktori su prirodne supstance Cije se dejstvo ispoljava gubitkom bioloske
aktivnosti vitamina B;. Neke od ovih supstanci menjaju hemijsku strukturu vitamina i
podeljene su u dve grupe: termolabilni antitiaminski faktori — enzimi (tiaminaze) i
termostabilni — biljni polifenoli (Ball, 2006). Druge vrste ovih jedinjenja predstavljaju analoge
vitamina B3, koji formiraju bioloski neaktivne komplekse sa TPP enzimima (oksitiamin, 2-

metil-tiamin i dr.) (Combs i McClung, 2017).

Tiaminaze su prisutne u tkivima ljuskara i riba, a proizvode ih i mikroorganizmi (Ball, 2006).
Bakterijske tiaminaze su egzoenzimi, Sto znaci da se formiraju na spoljasnjoj opni bakterijske
celije, a njihova aktivnost zavisi od stepena otpustanja, koje se u kiseloj sredini (npr. u
rumenu prezivara) vrlo brzo odvija (Combs i McClung, 2017). U vitalnim ¢elijama tiamin je
nedostupan za tiaminaze, ali prilikom oStecenja tkiva i kontakta enzima i vitamina, pri pH 4-
8, dolazi do deaktivacije vitamina. Tiaminaze ispoljavaju svoje dejstvo tokom skladiStenja i
pripreme hrane, i in vivo ako dode do prolaska kroz gastrointestinalni trakt. Ovi enzimi se

inaktiviraju toplotom, pa se termickom obradom hrane koja ih sadrzi, potpuno unistavaju.

Polifenoli koji pokazuju antitiaminsko dejstvo pripadaju hidroksi derivatima cimetne kiseline,

flavonoidima i taninima. Ove termostabilne supstance su rasprostranjene u velikom broju
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biljnih vrsta: caju, kafi, pirinanim mekinjama, borovnici, kupinama, crvenoj cikoriji, cvekli,
crvenom kupusu i dr. (Ball, 2006). Neke studije su pokazale da uticaj polifenola na
intestinalnu apsorpciju zavisi od sastava matriksa hrane, jer izolovani polifenoli nemaju

uticaja na apsorpciju ovog vitamina u crevima (Calhau i sar., 2014).

2.1.1.4. Apsorpcijaitransport vitamina B;

Da bi se apsorbovao u crevima, tiamin mora da bude u slobodnom obliku, tj. osloboden
fosfatnih grupa. Defosforizacija se ostvaruje dejstvom enzima fosfataza i pirofosfataza, u
gornjim delovima tankog creva. Slobodni (neesterifikovani) oblik tiamina se apsorbuje

jednim od dva mehanizma: aktivnim transportom ili pasivnom difuzijom.

Aktivni transport se ostvaruje kada je koncentracija vitamina mala (<2 umol/l), najve¢im
delom u mukoznom epitelu dvanaestopalatnog creva, posredstvom specificnog,
Na‘-nezavisnog, pH-zavisnog, elektroneutralnog, proteinskim-katjonskim nosa¢ima
potpomognutog mehanizma (Nath i sar., 2017). Intestinalni transport tiamina moze da bude
smanjen dejstvom nekoliko faktora, kao Sto su hroni¢na konzumacija alkohola ili fiziolosko
starenje. Nivo tiamina u organizmu uti¢e na apsorpciju obrnuto proporcionalno, sto je
hormonski regulisano, i direktno je povezan sa metabolizmom glukoze (Rufa i Rosini, 2015).

Pasivna difuzija se odvija u uslovima visoke koncentracije tiamina (doza od oko 2,5 mg).

Prolazak vitamina B, kroz bazolateralnu membranu enterocita u krv je Na*-zavisna i odvija se
uz hidrolizu ATP-a pod uticajem enzima Na’/K'-ATP-aze. Najveéi deo ovog vitamina u
serumu je nespecificno vezan za proteine, pretezno albumin. Oko 90% ukupnog tiamina u
krvi (5-12 pg/dl) se nalazi u eritrocitima. Prolazak vitamina kroz éelijsku membranu i
ulazak u citoplazmu je omogucen proteinskim katjonskim nosa¢ima. Nakon ulaska u celiju,
vitamin B; se fosforizuje, a oblik TPP Cini veéinu unutaréelijskog vitamina B, (70-90%). Jedna
treéina unutarcelijskog TPP-a dospeva u mitohondrije, gde se velikom brzinom vezuje za
odgovaraju¢e proteine, ili se defosforizuje do TMP-a, koji se vraca u citoplazmu, u

slobodnom obliku. Obe reakcije se odvijaju uz oslobadanje energije u vidu ATP-a.
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Odrasli ljudski organizam skladisti od 30-50 mg tiamina, koji je pretezno rasporeden u tkivu
skeletnih misic¢a, srca, mozga, jetre i bubrega, u obliku TPP-a. Nivo tiamina u pojedinim
vrstama tkiva zavisi od same vrste tkiva, bez znacajnije moéi skladistenja ni u jednoj vrsti

posebno (Combs i McClung, 2017).

2.1.1.5. Metabolizam vitamina B,

Kao Sto je ve¢ navedeno, fosforizacijom tiamina mogu da nastanu tri proizvoda: TMP, TDP
(TPP) i TTP. TMP se proizvodi od tiamina nespecifiénim fosfatazama uz utroSak energije u
vidu ATP-a. TDP se formira uz dejstvo tiamin-difosfokinaze, u jetri i mozgu, takode uz
utroSak  ATP-a. TTP se moze formirati od TDP-a na dva nacina: dejstvom adenilat-kinaze,
koja se nalazi u citoplazmi skeletnih misica, i hemiosmotskim mehanizmom, koji je slican

mehanizmu sinteze ATP-a u procesu mitohondrijalne oksidativne fosforilacije.

Fosfatni estri tiamina se mogu hidrolizovati nespecificnim fosfatazama (alkalnim ili kiselim),
kao i sa nekoliko specificnih fosfataza. Trifostataze hidrolizuju TTP do TDP, a difosfataze
hidrolizuju TDP do TMP. Hidroliza TMP-a do slobodnog tiamina se odvija pod uticajem

nespecifi¢nih fosfohidrolaza prisutnih u mnogim tkivima.

Promet tiamina kroz tkiva je generalno visok. Visak vitamina, koji se ne vezuje u tkivu,
izluCuje se velikom brzinom. Vreme poluZivota vitamina B; u ljudskom tkivu je 10-20 dana.
Tiamin se izlu€uje preko urina, pretezno kao slobodan vitamin i TMP, u manjoj meri kao TPP,

tiohrom, ili kao jedan od ostalih metabolita (Combs i McClung, 2017).

2.1.1.6. Metabolicke funkcije vitamina B,

Tiamin-fosfatni estri imaju razne metabolicke uloge: ulogu kosupstrata, koenzima i

neuroloske uloge u organizmu.

Ulogu kosupstrata ima TTP, koji moZe da bude donor fosfatne grupe, npr. u reakciji

fosforizacije pojedinih proteina, ukljucujuéi protein neuromuskularne sinapse — rapsin.
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TPP (koji se joS naziva kokarboksilaza) je esencijalni koenzim u sastavu pet enzimskih

kompleksa: transketolaze, tri a-keto-kisele dehidrogenaze i liaze.

Transketolaza katalizuje transfer glikoaldehidne grupe izmedu Secera. Tri a-keto-kisele
dehidrogenaze katalizuju reakcije oksidativne dekarboksilacije. Liaza katalizuje razlaganje
masnih kiselina nakon a-oksidacije. U svakoj od ovih reakcija, TPP ima klasicnu ulogu
koenzima, funkcioniSuc¢i kao energetski bogat fosfoanhidrid sa visokim potencijalom za
transfer fosfatne grupe. Deprotonovanjem molekula TPP formira se karbanjon na C-2
poloZaju tiazolnog prstena, koji reaguje sa polarizovanom 2-karbonil-grupom supstrata (a-
ketokiseline ili a-ketoSecera) i slabi pojedine C-C veze, sto rezultira oslobadanjem CO,. Za
vise organizme, dekarboksilacija je oksidativnog karaktera, uz nastajanje karboksilne

kiseline. Osnovni metaboli¢ki putevi koji ukljuéuju vitamin By su prikazani na Semi 1.

Sema 1. Osnovni metaboli¢ki putevi koji uklju€uju vitamin B, (Nath i sar., 2017).

Glikoliza

Kompleks piruvat- l

Pentoza-fosfatni ciklus | Transketolaza-TPP

dehidrogenaza-TPP

Acetil-coA
Acetilholin

"

[ Glukoza-6-fosfat ]

Mijelin |
[ Riboza-5-fosfat ] NADPH
l

Glutamat Koenzimi Nukleinske kiseline
a-ketoglutarat Aspartat Masne kiseline SloZeni Seceri
-dehidrogenaza-TPP . T .

GABA Aminokiseline Koenzimi

Sukcinil-coA

Neurotransmiteri
glutation

Acetil-coA — Acetil-koenzim A; Sukcinil-coA — Sukcinil-koenzim A; GABA — y-aminobuterna kiselina.

Tiamin ima vitalnu ulogu u funkcionisanju nervnog sistema. Nervna stimulacija, bilo
elektri¢na, bilo hemijska, rezultira defosforizacijom fosfatnih estara i oslobadanjem tiamina.

Kljuéna uloga vitamina B; u funkcionisanju nervnog sistema se ogleda kroz tri karakteristi¢na
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patoloska stanja: Vernik-Korsakof-ov sindrom, Alchajmerova i Parkinsonova bolest (Combs i

McClung, 2017).

2.1.2. Vitamin B,

Vitamin B,, tj. 7,8-dimethyl-10-[(2S,3S,4R)-2,3,4,5-tetrahydroxypentyl]benzo[g]pteridine-2,4-
dione, koji se joS naziva i riboflavin, predstavlja esencijalni faktor u metabolizmu ugljenih
hidrata, aminokiselina i masti, a takode ucestvuje i u antioksidativnoj zastiti celije i deluje
antikancerogeno (Combs i McClung, 2017; Masek i sar., 2012; Ali i sar., 2008;
Martin i sar., 2002). Ima vaznu ulogu u sintezi hemoglobina i regulise vid
(Nezamzadeh-Ejhieh i Pouladsaz, 2014). Ovaj vitamin takode poveéava efikasnost
konvencionalnih terapija kod raznih oboljenja kao Sto je stafilokokna infekcija
(Juarez del Valle i sar., 2014) i deluje preventivho kod intestinalnog zapaljenja epitela
indukovanog upotrebom hemoterapijskog leka cisplatina (Bodiga i sar., 2012). Ulazi u sastav
flavinskih koenzima kroz koje ispoljava svoje biolosko delovanje: flavin adenin dinukleotid
(FAD) i flavin mononukleotid (FMN). Pojedini flavoproteini (konjugovani proteini koji kao
koenzim imaju FAD i FMN) su esencijalni za aktivaciju vitamina Be i By i gradenje njihovih
koenzima (Combs, 2012). Neke od oksido-redukcionih reakcija u kojim ucestvuju ovi
koenzimi su oksidacija redukovanog nikotinamid adenin dinukleotida (NADH), oksidacija
sukcinata do fumarata u ciklusu trikarboksilnih kiselina i oksidacija koenzima A u reakcijama
B-oksidacije masnih kiselina (Ball, 2006). U ovim procesima flavinski koenzimi podlezu
redukciji u dva uzastopna jednoelektronska koraka, sto omogucava jedno- i dvoelektronski
transport u reakcijama katalisanim flavoenzimima (Combs i McClung, 2017). Redukovani
flavini (FADH; ili FMNH,) se reoksiduju u citohrom elektron-transportnom lancu. Flavinski
koenzimi su neophodni i u specificnim reakcijama interkonverzije vitamina Bg i folatnih

vitamera, kao i u reakcijama sinteze nikotinamid adenin dinukleotida (NAD") od triptofana.

Kod ljudi nisu uoceni ozbiljni patoloski simptomi koji se mogu pripisati nedostatku vitamina
B,, iako usled deficijencije, moZe do¢i do pojave lezija na kozi i sluzokozi, intenzivne
fotofobije i neuroloskih poremecaja (Ball, 2006). Deficijencija se najpre manifestuje u
tkivima sa veoma brzim éelijskim metabolizmom, kao Sto je koza i sluzokoza, Sto je dodatni

dokaz fundamentalne uloge riboflavina u metabolizmu (Combs i McClung, 2017).
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2.1.2.1. Hemijska struktura, biopotencijal i fizicko-hemijske osobine vitamina B,

U prirodi se mogu nadi tri vitamera vitamina B, jednakog vitaminskog potencijala: riboflavin,
riboflavin-5’-fosfat (FMN) i ribofalvin-5’-adenozildifosfat (FAD). U bioloskim sistemima,
riboflavin se fosforizuje do FMN i FAD (Combs i McClung, 2017). Strukture navedenih
jedinjenja su predstavljene na Slici 2. Molekul riboflavina (C17H,0N40s, M = 376,36 g/mol) se
sastoji od substituisanog izoaloksazinskog prstena sa ribitil bocnim nizom. U bioloskim
tkivima, FAD i, u manjoj meri FMN, predstavljaju koenzime za veliki broj flavinskih enzima
(flavoproteina). Za vecinu flavoproteina vazi da su flavini vezani Cvrstim vezama za

apoenzim, ali ne i kovalentnim.

Riboflavin kristalizuje u obliku Zutih do Zuto-narandzastih kristala. Tacka topljenja iznosi
280 °C. Ovaj vitamin je bez mirisa, neprijatnog, gorkog ukusa. U neutralnim vodenim
rastvorima, riboflavin fluorescira Zuto-zeleno. Riboflavin je delimi¢no rastvoran u vodi
(10-13 mg/100 ml na sobnoj temperaturi) i apsolutnom etanolu (4,5 mg/100 ml). U
razblazenoj hloridnoj kiselini je dobro rastvoran, kao i u razblazenim alkalijama, iako je u

alkalnim uslovima nestabilan. Nerastvoran je u acetonu, dietiletru i hloroformu.

U ¢vrstom obliku, riboflavin je stabilan. U rastvoru, ovaj vitamin se razgraduje pod uticajem
UV zracenja i vidljive svetlosti, pri ¢emu se stepen degradacije poveéava sa povecanjem
temperature i vrednosti pH (Ball, 2006). Fotohemijska degradacija se odvija na bocnom
ribitil lancu riboflavina (Combs i McClung, 2017). U neutralnim i kiselim uslovima nastaje
fotodegradacioni proizvod lumihrom, dok u alkalnim uslovima nastaje lumiflavin (Slika 3). Ni
jedan od ovih proizvoda ne pokazuje vitaminsku aktivnost. Ukoliko su zasti¢eni od svetlosti,
vodeni rastvori vitamina B,, u pH opsegu izmedu 2 i 5 su stabilni do temperature od 120 °C.
Iznad pH 7, izoaloksazinski prsten se brzo razgraduje na povisenim temperaturama. U
odsustvu svetlosti, riboflavin je stabilan u prisustvu kiseonika i brojnih drugih oksidacionih

agenasa (Ball, 2006).
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Slika 3. Fotodegradacioni proizvodi riboflavina: a) lumiflavin i b) lumihrom.
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2.1.2.2. lzvori vitamina B,, stabilnost u hrani i bioraspolozivost

Mikroflora debelog creva Coveka ima mogucnost sinteze riboflavina, medutim, jo$ uvek

nema jasnih dokaza o apsorpciji vitamina proizvedenog na ovaj nacin.

Kako su FMN i FAD neophodni koenzimi mnogih biohemijskih procesa, kako u biljnim, tako i
u Zivotinjskim ¢elijama, flavini se mogu nadi, makar u malim koli¢inama, u svim vrstama
prirodne neprocesuirane hrane. Posebno bogate izvore vitamina B, predstavljaju ekstrakt
kvasca, dZigerica (jetra) i bubrezi, a pSeni¢ne mekinje, jaja, meso, mleko i sir su takode vazni
izvori ovog vitamina (Tabela 3). Zita celog zrna sadrze relativno male koli¢ine flavina, ali su
ipak vazan izvor ovog vitamina, jer predstavljaju jednu od osnovnih namirnica. Mlevenjem
Zita dolazi do znacajnih gubitaka vitamina B, (do 60%), zbog ¢ega se belo brasno obogaduje
vitaminom B,. Obogacivanje hleba i instant Zitnih kasa znacajno doprinosi unosu vitamina
B,. Polirani pirina¢, kod koga takode dolazi do gubitaka ovog vitamina usled poliranja, ne
obogacuje se njime. Zuta boja riboflavina bi pirina¢ ucinila vizuelno nepriviaénim sa
stanovisSta populacija kojima je pirina¢ osnovna hrana (Ball, 2006). lzlaganjem celog zrna
pirin€a pari pre procesa mlevenja, riboflavin se, iz klice i aleuronskog omotaca prevodi u

endosperm, ¢ime se potpuno sprecavaju gubici.

S obzirom da je riboflavin otporan na toplotu, sterilizacija i kuvanje hrane ne dovode do
degradacije vitamina. IzloZzenost svetlosti moZe dovesti do znacajnih gubitaka sadrzaja ovog
vitamina (npr. izloZzenost mleka koje je pakovano u staklenu ambalazu moZze dovesti do
destrukcije viSe od polovine sadrzaja riboflavina u toku jednog dana). Pod uticajem svetlosti,
u hrani dolazi do stvaranja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (superoksida, hidroksil radikala i dr.),
koji reaguju sa vitaminom B, razgradujuéi ga. Fotodegradacija riboflavina se ubrzava
dodatkom natrijum-hidrogenkarbonata, koji se koristi kao stabilizator boje povréa. Do
gubitaka mozZe da dode zbog prelaska vitamina u vodu u kojoj se hrana kuva (Combs i

McClung, 2017).

Nekovalentno vezan oblik riboflavina u hrani, FMN, FAD i slobodan riboflavin, dobro se
apsorbuju u tankom crevu. Suprotno slobodnom obliku, kovalentno vezan vitamin u flavinski
kompleks, koji se pretezino nalazi u biljnim tkivima, rezistentan je prema digestiji, i time

neraspoloziv. Riboflavin poreklom iz Zivotinjskih tkiva ima vecu bioraspoloZivost od onog
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poreklom iz biljnih tkiva (Combs, 2012). Kravlje mleko pretezno sadrzi slobodan riboflavin,
dok FMN i FAD sadrzi u veoma malim koli¢inama. U punomasnom mleku, 14% flavina je
nekovalentnim vezama vezano za specifine proteine. Jaja (i Zumance i belance), sadrze
posebne riboflavin-vezujuée proteine, koji imaju zastitnu ulogu, jer ¢uvaju riboflavin u jajetu

za embrionalni razvoj (Ball, 2006).

Tabela 3. Prosecan sadrzaj vitamina B, u pojedinim namirnicama (Ball, 2006).

Namirnica mg vitamina B,/100 g obroka
Kravlje mleko, punomasno, pasterizovano 0,23
Sir, Cedar 0,39
Kokosje jaje, celo, sirovo 0,47
PSenicno brasno, sa mekinjama 0,09
PSenicno brasno, belo 0,03
Pirinac, smedi, sirovi 0,07
Govedi odrezak, sirov 0,21
Jagnjeci odrezak, sirov 0,20
Svinjski odrezak, sirov 0,24
Pilece meso, sirovo 0,18
Jetra, jagnjeca, dinstana 5,65
Bakalar, sirov, u filetima 0,05
Krompir, sirov 0,02
Leblebija, osusena, sirova 0,24
Soja, osusena, sirova 0,27
Crveni pasulj, osusen, sirov 0,19
Grasak, sirov 0,02
Brokoli, sirov 0,06
Jabuke, sirove 0,02
Dus od narandze, nezasladen 0,02
Kikiriki 0,10
Ekstrakt kvasca 11,90

18



Doktorska disertacija Tanja Brezo-Borjan

2.1.2.3.  Apsorpcija i transport vitamina B,

FMN i FAD koji su prisutni u hrani oslobadaju se nekovalentnih veza sa flavoproteinima
dejstvom hlorovodonic¢ne kiseline u Zelucu, kao i Zeludacnom i crevnom proteolizom.
Riboflavin, koji je vezan u kompleks sa riboflavin-vezuju¢im proteinima, oslobada se na isti
nacin. Flavinski koenzimi se hidrolizuju u gornjim delovima tankog creva do slobodnog
riboflavina, koji se potom apsorbuje. Hidroliza se ostvaruje dejstvom alkalnih fosfataza, koje
su lokalizovane u membrani enterocita. U ovim reakcijama ucestvuju i FMN-fosfataza i
FAD-pirofosfataza, takode smeStene u membrani enterocita. Apsorpcija oslobodenog
riboflavina se ostvaruje u tankom crevu, energetski potpomognutim transportom, kada su u
pitanju fizioloSke koncentracije vitamina, i slobodnom difuzijom, pri poviSenim
koncentracijama. U ovim procesima, vaznu ulogu imaju i Zu€ne soli. Transport riboflavina

kroz membranu enterocita je Na*-nezavisan i elektroneutralan proces (Ball, 2006).

Deo apsorbovanog riboflavina se fosforizuje do FMN-a, u citoplazmi enterocita, dejstvom

ATP-zavisne flavokinaze. Riboflavin dospeva u krvotok u slobodnom obliku i u obliku FMN-a.

Transport slobodnog riboflavina i FMN-a kroz krvnu plazmu moZe da bude nespecifi¢an i
specifican. Nespecifi¢an transport podrazumeva stvaranje vodoni¢ne veze izmedu vitamina i
proteina plazme (albumina, i imunoglobulina: IgA, 1gG i IgM). SpecifiCan transport se
ostvaruje posebnim, riboflavin-vezujuéim proteinima. Prolazak riboflavina kroz celijsku
membranu i ulazak u éeliju je omogucen dejstvom riboflavin-vezujucih proteinskih receptora
lokalizovanih na celijskoj membrani. Ovaj vitamin u ¢elije dospeva u slobodnom obliku, ali se
u tkivima konvertuje u koenzimski oblik, pretezno FMN, i u manjoj meri FAD, koji se potom
vezuju u flavoproteine. Najvece koli¢ine vitamina se nalaze u tkivu jetre, bubrega i srca. U

vecini tkiva, slobodni riboflavin ¢ini manje od 2% ukupnih flavina (Combs i McClung, 2017).

2.1.2.4. Metabolizam vitamina B,

Konverzija riboflavina u FMN se odvija ATP-zavisnim procesom fosforizacije u 