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IZJAVA

Podpisani Rea Doria Bergant in Tea Vovko, dijakinji Gimnazije Novo mesto, potrjujeva,
da je raziskovalna naloga z naslovom

VEGANSTVO IN VITAMIN B12

nastala kot rezultat lastnega raziskovalnega dela, da so rezultati korektno navedeni in
pri pisanju niso bile krSene avtorske pravice in intelektualne lastnine drugih.
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Al Vitamin B12 je najbolj kompleksen, v vodi topen vitamin. Sestavlja ga molekula

kobalamina, ki jo lahko najdemo v razlicnih oblikah, te so metilkobalamin in
adenozilkobalamin (naravni obliki) ter hidroksokobalamin in cianokobalamin (ve¢inoma
sinteti¢ni obliki). Vitamin B12 pogosto asociiramo z vegani, katerih Stevilo v populaciji
narasca, iz tega pa je ocitno, da veganstvo v danasnji druzbi postaja vse bolj popularno.
Ker je sodobna prehranska tendenca v ospredje zopet postavila uravnoteZene obroke, sva
se odlocili, da s to raziskovalno nalogo v ospredje postaviva vpraSanje dejanske
uravnoteZenosti veganske prehrane, v kateri se ali pa se ne uporabljajo prehranska
dopolnila.

Ugotovili sva, da se vitamin B12, ki je za pravilno delovanje ¢loveSkega telesa esencialen,
nahaja le v prehrani Zivalskega izvora, kar naju je pripeljalo do zakljucka, da vegani brez
primernih prehranskih dopolnil ne morejo Ziveti popolnoma zdravo. Poleg analize
nekaterih prehranskih dopolnil sva raziskali tudi slovenski trg in ugotovili, da so
vrednosti na nekaterih embalazah lahko varljive oz. nenatan¢ne, da navedeni dnevni
odmerki (PDV) ne sledijo uradnim priporocilom in da kupec, ki ob nakupu zahteva
certifikat o kakovosti izdelka, tega vecinoma ne more dobiti niti na vpogled.
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AB Vitamin B12 is a complex vitamin soulable in water. It consists of cobalamine, a
molecule found in different shapes. These shapes are methylcobalamine,
adenozylcobalamine (natural shapes), hydroxicobalamine and cianocobalamine
(synthetical shapes). Vitamin B12 is commonly associated with vegans, the number of
which is gradually increasing among population, showing that veganism today is
becoming more and more popular. Since the appearance of modern food tendencies,
leaning more towards a balanced meal than a specific diet, we have decided upon shining
a light onto the question of the actual balance of the vegan diet in which there are or are
not used specific food supplements.

We found out that vitamin B12, which is essential for the correct function of the human
body, can only be extracted from the animal-based foods, which led us to the conclusion,
that vegans, without the usage of proper food supplements, are deprived of it. Besides the
analysis of some food supplements, we also researched the Slovenian market and
discovered how values on certain packaging could be misleading or sloppily measured,
moreover, the advised daily intake doesn't follow the official recommendations and the
lease of the certificate, demanded by the buyer, isn't even an option.
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ZAHVALA

Pri ustvarjanju in oblikovanju naloge sva se obrnili na lektorico, ki je slovni¢no uredila
najino pisanje. Iskreno se ji zahvaljujeva.

Zahvaljujeva se tudi vsem posameznikom, ki so kakorkoli pripomogli k nastajanju te
naloge.

Da je najina naloga v tej obliki sedaj pred vami pa veliko zahvalo dolgujeva tudi
mentorici in somentorici, ki sta naju peljali skozi proces ustvarjanja te naloge, naju
usmerjali in nama omogocili, da sva ustvarili nalogo na katero sva lahko ponosni.
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1 UVOD

Ljudje se velikokrat prepozno zatnemo zavedati pomena lastnega zdravja in dobrega
pocutja. A Ce se je druzba v preteklosti manj posvecala zdravemu nacinu Zivljenja, smo
danes obdani z mediji, ki temu podroc¢ju namenjajo veliko pozornosti. SliSimo, vidimo in
preberemo lahko Stevilne nasvete za zdrav Zivljenjski slog, recepte za zdravo prehrano.
In ¢etudi se ti napotki v razli¢nih virih, sploh na druzbenih omreZjih, pogosto izkljucujejo,
lahko z malce truda najdemo prave usmeritve za bolj zdravo in polnovredno Zivljenje.

Vec kot se na trziScu pojavlja nezdrave, pred pripravljene in industrijsko predelane hrane,
bolj se znanost in posledi¢no razlicni mediji ukvarjajo z zdravo prehrano.

Poraja se nam veliko vprasanj, kakSna hrana je zares zdrava, tako med znanstveniki kot
med ljudmi obstajajo zelo razli¢na in nasprotujoca si mnenja o tem tako zelo pomembnem
podrocju. Tudi vsebina uravnoteZene prehrane se je z razvojem spreminjala in ob porastu
bolezni sodobnega Zivljenja (sr¢no-Zilne bolezni, rakava obolenja, alergije) Ze nekaj ¢asa
velja, da naj bo na nasih kroznikih precej manj mesnih in ve¢ zelenjavnih Zivil.

Vzporedno s temi dognanji je pomembno tudi ve¢je zavedanje o ekoloskih problemih,
varovanju okolja in preZivetju vedno StevilcnejSega ¢loveStva. Zaradi vsega navedenega je
v zadnjih desetletjih vedno vec ljudi, ki se izogibajo ali povsem odrecejo hrani Zivalskega
izvora, ker Zelijo Ziveti bolj zdravo ali pa sledijo eti¢nim in ekoloSkim nacelom.

Sami opaZava, da je v zadnjem Casu, tudi med mladimi, velik porast tistih, ki ne uZivajo
mesne hrane. Zdi se, da je postalo nekako trendovsko, da se ¢im bolj izogiba$ Zivilom
Zivalskega izvora ali postanes$ kar strikten vegan, zato se nama je zdelo zanimivo, da bi
raziskali zdravstveno ozadje striktne veganske prehrane, ki je vcasih bolj posledica
neracionalnega sledenja trendom kot rezultat zrele odlocitve.

Osredotocili sva se na nutricionistiko tega zdravstvenega ozadja, predvsem na
pomanjkljivosti veganske prehrane. Med prebiranjem literature o veganstvu sva namrec
ugotovili, da je med nekaterimi minerali in vitamini, ki lahko manjkajo v veganski
prehrani, Se posebej pomemben vitamin B12. Ta je zaradi mnogih razlogov nujen za
pravilno delovanje naSega telesa in procesov v njem.

V pricujoci raziskovalni nalogi bova predstavili zgradbo vitamina B12, razli¢ne oblike te
kompleksne molekule, zdravstvene tezave, ki se lahko pojavijo, ¢e ne uzivamo Zivil z
zadostno koli¢ino tega vitamina, zgodovino razvoja veganstva in razloge, ki ljudi
prepricajo v takSen nacin Zzivljenja. Vanjo bova vKkljucili tudi rezultate ankete, ki sva jo
izvedli med vegani, ter rezultate analize nekaterih prehranskih dopolnil z vitaminom B12.
Analize sva izvedli z napravo HPLC, podale pa so nama nekaj zanimivih rezultatov. V
nalogi bova predstavili najpomembnejSe dele zakonodaje, ki omenjajo pogoje glede
trzenja prehranskih dopolnil. Na koncu bova predstavili tudi pregled slovenskega trga s
prehranskimi dopolnili z vitaminom B12, ki nama je potrdil znana dejstva, namre¢, da je
ta trg reguliran podobno kot trg s hrano, zato na njem najdemo Stevilne pomanjkljivosti v
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deklaracijah izdelkov. Tako mogoce ni presenetljivo, da nama certifikati izdelkov, za
katere sva zaprosili, razen za enega, niso bili na voljo.

Med pripravo in predvsem izvajanjem raziskovalne naloge so se nama porajala Stevilna
nova vprasanja, iz katerih sva sestavili hipoteze, ki jih bova na koncu naloge tudi
ovrednotili.

2 TEORETICNI DEL

2.1 VEGANSTVO
Vegetarijanstvo je nacin prehranjevanja, ki se izogiba Zivalskim produktom. Znotraj tega
lo¢imo lakto-ovo vegetarijanstvo, za katero je znacilno izogibanje mesu, ne pa tudi ostalim
Zivalskim produktom, lakto-vegetarijanstvo, ki oznaCuje brezmesno prehrano, v kateri
prav tako ni jajc, ovo-vegetarijanstvo, za katero je dodatno znacilno izogibanje mle¢nim
izdelkom, ter striktno veganstvo. Poznamo tudi alternativo vegetarijanstvu, imenovano

frutarijanstvo, pri katerem posameznik uziva le sadne izdelke. (Institut za nutricionistiko,
2022)

2.1.1 RAZLOGI ZA VEGANSTVO

Veganski nacin Zivljenja pripomore k manjSemu trpljenju Zivali, ponuja moZnost
zmanjSanja CloveSskega odtisa na okolje, prav tako pa omogoca dobro telesno
pripravljenost in lahko zmanjSuje tveganje za razvoj kroni¢nih bolezni. Ljudje se za
veganstvo odlocajo iz razli¢nih razlogov, prevladujoci pa so:

e etitni
e zdravstveni

e kulturni. (vegan.com, 2022)

2.1.1.1 PORAST VEGETARIJANSTVA

Zacel se je Sele v zadnjega pol stoletja, saj so pred tem v vsesploSnem pomanjkanju, ki je
spremljalo obe svetovni vojni in leta po njih, ljudem prisli prav vsi viri hrane, ne glede na
izvor. Od Sestdesetih let dalje se je blaginja povecala, ljudje v razvitem svetu niso vec trpeli
za pomanjkanjem hrane, znanstveniki pa so z raziskavami zaceli spreminjati tako svoje
kot tudi mnenje ljudi glede brezmesne prehrane. Ugotovitve raziskav so pokazale, da
morda ne bi bilo slabo, e bi ljudje zaceli uZivati manjSe koli¢ine mesa ali pa ga sploh ne
bi uZzivali. To ideologijo so Se posebej utrdili hipiji, ki so svoj vrhunec doziveli 1969 na
Woodstocku. Po koncu njihovega obdobja je med ljudmi spet zavladal materializem in
vrnili so se k vsestranski, tudi z mesom bogati prehrani. (Time, 2022)

2.1.1.2 PORAST VEGANSTVA
V zadnjem casu je veganstvo v porastu. Kar 10 % svetovne populacije se je odloc¢ilo meso
izkljuciti iz svojih prehranjevalnih navad. (Nguyen, 2017) V ¢lanku ¢asopisa Delo avtorica
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navaja, da se je v letih od 2014 do 2017 v Ameriki Stevilo veganov povecalo za 600 %.
(Pust, 2020).

Sprva se je veganstvo v razvitem delu sveta razSirilo zaradi ideologije o pravicah Zivali, ki
je poleg zivil Zivalskega izvora zavracala tudi nosenje oblacil iz krzna, volne ipd. Cez ¢as
se je veganstvo povecevalo zaradi zdravstvenih pa tudi trendovskih razlogov. Prav zaradi
trendovskega vidika se zanj odloc¢ajo tudi ljudje, ki jih eti¢no ali zdravstveno ozadje ne
zanima. Izpostaviti velja izraelski Tel Aviv, ki je znan kot ena izmed prestolnic veganstva,
saj temu Zivljenjskemu slogu sledi kar 5 % prebivalstva. Je pa tam veganstvo del kulture,
ki simboli¢no izhaja tudi iz pravic Zivali. (Nguyen, 2017)

2.1.2 PREHRANA VEGANOV

2.1.2.1 UravnoteZena prehrana vsejedca

UravnoteZeno prehrano vsejedca lahko ponazorimo s shemo zdravega kroznika (Slikal),
kjer najvecji deleZ predstavlja zelenjava in precej manjsi del beljakovine Zivalskega izvora
(z manj mastnega mesa in mesnih izdelkov ter vec rib in strocnic), pozornost pa posveca
tudi svezi in lokalno pridelani zelenjavi in sadju ter polnovrednim Zitom.

polnovredna Zita in
zitni izdelki

vec zivil rastlinskega
kot zivalskega izvora

vec pestre, lokalno
pridelane in sveze

zelenjave ter malo manj
svezZega, pestrega in priporocene kolicine
pisanega sadja (predvsem manj mastnega mleka in
jagodicevje) mle¢nih izdelkov

manj nasicenih zivalskih

mascob in vec nenasicenih

manj mastnega mesa in rastlinskih olj
mesnih izdelkov, ve¢
strocnic, rib in pustega
belega mesa

Slika 1: Zdrav prehranski kroZnik (prirejeno po (Ribic, 2009))

Zdrav kroznik pomeni uzivati tudi manj slano hrano, omejiti sladkor v prehrani, zauziti
dovolj tekocine (od 1,5 do 3 litre) ter omejiti uZivanje alkohola. (Ribi¢, 2009)
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Priporocila za sestavo obrokov obsegajo razporeditev na kroZniku. Polovica zdrave
porcije kosila ali veCerje na krozniku zajema zelenjavo (kuhano, duseno ali pefeno na
zaru) in sadje (priporocljivo raznolika po barvi in vrsti plodov), Cetrtina kroznika je
namenjena beljakovinskim Zivilom, druga cetrtina Skrobnim Zivilom. (Javno zdravije,
2021)

Se vec napotkov za sestavo zdravju koristnega kroznika podaja Harvard Chan Home. S
polovice zdravega kroZnika s sadjem in zelenjavo je izkljucen krompir, zaradi negativnhega
vpliva na raven krvnega sladkorja.

Na Cetrtini krozZnika s Skrobnimi Zivili morajo biti polnozrnati izdelki, ki imajo veliko visjo
hranilno vrednost kot rafinirana Zita. Polnozrnata Zita namrec¢ ohranijo svojo vecslojno
semensko ovojnico oz. otrobe, ki so bogati z vlakninami, fenolnimi spojinami in so
pomemben vir vitaminov B2 in B3 ter mineralov: Zeleza, cinka, fosforja in magnezija.

Bradica

Otrobi

Endosperm

Kaléek

Slika 2: Sestava zrna polnozrnatega Zita (Tina Drobtinka, 2022)

Med preostalo Cetrtino z beljakovinami morajo prevladovati ribe, orescki in strocnice.
Priporocljivo je omejeno uzivanje rdecega mesa in predelanih mesnin, kot so hrenovke in
salame.

Med mascobami naj bodo zastopana rastlinska olja, ki jih je vendarle treba uzivati zmerno.
Pomembna je tudi njihova izbira. Med zdrava rastlinska olja sodijo olj¢no, koruzno,
son¢ni¢no in ogrs¢icno. Priporoceno je izogibanje hidrogeniranim oljem, saj le ta
vsebujejo trans mascobe. (Harvard T. H. Chan, 2022)

2.1.2.2 Prehrana veganov

V osnovi se uravnoteZena prehrana veganov in vegetarijancev drasti¢no ne razlikuje od
prehrane vsejedcev. Razlike se pojavijo pri zadoS¢anju telesne potrebe po beljakovinah,
ki jih vsejedci pogosto Crpajo iz mesnih in nasploh zivalskih izdelkov. Te je mogoce
nadomestiti z uZivanjem oresckov in strocnic, ki pa po vsebnosti beljakovin nekoliko
zaostajajo za mesnimi izdelki. V primerjavi z mesnimi Zivili so stro¢nice bogate z
vlakninami, nenasicenimi maS€obami in prehransko zelo pomembnimi folati. Z izjemo
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soje vsebujejo zelene stro¢nice malo mascob (priblizno 1 %), med katerimi ni nasicenih
mascobnih kislin in holesterola. (Elin R66s, 2022)

Tabela 1: Primerjava vsebnosti beljakovin v strocnicah in mesu

ZIVILO VELIKOST PORCIJE (G) VSEBNOST BELJAKOVIN (G)
BELI FIZOL 190 15
RJAVI FIZOL 190 17
BOB 170 13
ZELENA LECA 150 14
PISCANC]JI FILE, OCVRT 100 27
KOS GOVEDINE, KUHAN 100 26
SVINJSKI VRAT, OCVRT 100 21
JETRCA, OCVRTA 100 13

(Elin Ro6s, 2022)

Ceprav bi z Zivili rastlinskega izvora na¢eloma lahko nadomestili vnos beljakovin z Zivili
Zivalskega izvora pa si le-ta niso enakovredna. Na beljakovine Zivalskega izvora je
namrec vezan vitamin B12.

2.2 HRANILA
2.2.1 GLAVNA HRANILA

2.2.1.1 VLAKNINE

Vlaknine predstavljajo neprebavljiv del naSega obroka, zato tudi nimajo kaloricne
vrednosti. Delimo jih na v vodi topne in netopne. Topne vlaknine zviSujejo viskoznost
Crevesnega okolja, kot npr. guar gumi, netopne pa so bolj grobe, primer je celuloza.
Priporocena koli¢ina zauzitih vlaknin za odrasle je 30 g dnevno, pridobimo pa jih z
uzivanjem sadja, zelenjave in polnozrnatih Zit (samo iz rastlinskih Zivil).

Vlaknine varujejo crevesje, vplivajo na obnavljanje in delovanje crevesne sluznice,
znizZujejo holesterol in dajejo daljsi obcutek sitosti. (Pokorn, Vlaknine, 1997)

2.2.1.2 MASCOBE

Mascobe oz. trigliceridi so kemijsko uvrScene med lipide, ki so slabo ali popolnoma
netopni v vodi. So estri glicerola in mascobnih kislin. Delimo jih na nasicene (»slabe«) in
nenasicene (»dobre«).

Nasic¢ene mascobne kisline najdemo v izdelkih Zivalskega izvora, oznacbo »slabe« pa so si
pridobile, ker visajo raven holesterola v krvi in povecujejo tveganje za razvoj sréno-Zilnih
bolezni, kapi ter nekaterih oblik raka.

Nenasi¢ene masScobne kisline najdemo vecinoma v izdelkih rastlinskega izvora. Znizujejo
raven holesterola v krvi, stabilizirajo sréni ritem, pomirjajo vnetja itd. Pri uZivanju mas¢ob
se je treba zavedati, da je bolj kot kolicina pomembna vrsta maScobe.

Za telo izredno slabe so trans mascobe, ker zviSujejo raven slabega (LDL) in zniZujejo
raven dobrega holesterola (HDL), s tem zelo povecajo tveganje za srcni infarkt, kap in
diabetes. Slabo vplivajo tudi na imunski sistem. (Belitz H.D., 2009)
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2.2.1.3 VITAMINI IN MINERALI

Vitamini in minerali sodelujejo pri obnavljanju koZe, skrbijo za pravilno delovanje
Ziv¢evja, mozganov in imunskega sistema. Skozi Zivljenje se naSe potrebe po dolo¢enem
vitaminu spreminjajo, potrebe po vitaminih se razlikujejo tudi med skupinami ljudi, npr.
kadilci, nosecnice itd.

Vitamine delimo na vitamine, topne v mascobah (A, D, E, K) in topne v vodi (B, C).
Vitamini, topni v mascobabh, se nalagajo v tkivih, zato povecanje njihove koliine laZje vodi
do zastrupitev. Vodotopni vitamini se izlo¢ajo z urinom, zato se je z njimi teZje zastrupiti,
hitreje pa utrpimo njihovo pomanjkanje.

Minerali so makroelementi, natrij, kalcij, kalij magnezij, klor, fosfor in Zveplo, ter
mikroelementi, kot so Zelezo, jod, baker, cink, kobalt, krom, selen, fluor, mangan in
molibden. Pomanjkanje mineralov se pojavi precej redkeje kot pomanjkanje vitaminov,
potrebe so vecje le pri doloc¢enih bolezenskih stanjih (driska), v nose¢nosti in pri dojenju.
(Pokorn, Vitamini in minerali, 1997)

2.2.1.4 BELJAKOVINE

Beljakovine oz. proteini so organske molekule, sestavljene iz manjSih gradbenih enot,
aminokislin. Beljakovine so za ¢loveka pomembne, saj sestavljajo tkiva.

Nase telo je sposobno samo proizvajati potrebne beljakovine, potrebno je vnesti le nujne
gradnike. Aminokisline delimo na esencialne in neesencialne.

Med esencialne aminokisline uvrS¢amo histidin, izolevcin, levcin, lizin, metionin,
fenilanilin, treonin, triptofan in valin.

Odrasli mosSki morajo zauziti pribliZzno 59 g beljakovin na dan in Zenske 47 g/dan, s
starostjo pa se potreba zmanjSuje (vsakih 10 let v povprecju za 1 g). Nekaj vec beljakovin
potrebujejo otroci in nosecnice.

Veliko beljakovin vsebujejo Zivila Zivalskega izvora (mleko, mle¢ni izdelki, jajca, meso in
morski sadezi), med katerimi je izjema med. Veliko beljakovin vsebujejo tudi stroc¢nice
(fizol, grah, bob, leca, CiCerika ...) in orescki (orehi, lesSniki, indijski in brazilski orescki,
makadamija ...). (Pokorn, 1997)

2.2.1.5 OGLJIKOVI HIDRATI

Ogljikove hidrate delimo na monosaharide, oligosaharide (od 3 do 9 monosaharidnih
enot) in polisaharide (ve¢ kot 9 monosaharidnih enot).

Med monosaharidi so najbolj pomembni in poznani glukoza, fruktoza, manoza in
galaktoza, znani disaharidi pa so saharoza, laktoza in maltoza. Sladkorji v koncentraciji
nad 60 % delujejo kot konzervans.

Med polisaharide uvr§¢amo $krob, prehranske vlaknine (celuloza) in druge. Skrob pri
rastlinah predstavlja rezervno snov, pri Cloveku pa t. i. rezistentni Skrob uravnava
prebavo in daje obcutek sitosti. Zgrajen je iz dveh polimerov, amiloze in amilopektina, oba
sestavlja monosaharid glukoza.

Poznamo tudi sladkorne alkohole, npr. sorbitol, ki ga v majhnih koli¢inah najdemo v sadju.
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Polnovredna prehrana naj bi vkljucevala veliko ogljikovih hidratov, ki vsebujejo Skrob,
prehranske vlaknine in esencialne hranljive snovi. Enostavni sladkorji naj ne bi prispevali
vec kakor 10 % dnevnega energijskega vnosa, saj imajo visok glikemi¢ni indeks.

Za cloveka niso esencialni, predstavljajo pa enostavno obliko energije. Najdemo jih v
sadju, kuhinjskem sladkorju, medu, Zitih, krompirju, stro¢nicah itd.

(Boyer, 2005)

2.2.2 POMAN]JKANJE HRANIL PRI VEGANIH
Kljub navideznim prednostim veganske prehrane pogosto prihaja do primanjkljaja hranil,
kot so:

o vitamin B12: glavni viri so Zivila Zivalskega izvora,
. vitamin D: poglavitni viri so rumenjaki, jetrca in ribe,
J cink: glavni viri so polnozrnata Zita, posebno oves, orescki in stroc¢nice. Problem

stroc¢nic in oresckov je fitinska kislina (zaloga fosforja), ki z minerali tvori soli
fitate, ki se teZko absorbirajo (Tesarova, 2021); strocnice in Zita je dobro
namakati ali tudi fermentirati, saj s tem razgradimo fitinsko kislino, ki bi v
Crevesju onemogocala absorpcijo mineralov,

° Zelezo: v obliki, uporabni za ¢loveka, ga najdemo v mesu, glavni viri za vegane pa
so strocCnice, tofu, semena in listna zelenjava,
o mascobne Kisline omega-3: dokozaheksaenojsko kislino (DHA) in

eikozapentanojsko kislino (EPA) najdemo v ribah in morskih sadeZih, v manjsih
koli¢inah pa tudi v jajcih in mesu, v veganski prehrani prevladuje predvsem alfa-
linolenska kislina (ALA), ki jo najdemo v lanenih semenih in olju, v buc¢nih in
konopljinih semenih ter olju, orehih in olju, v repi¢nem olju, chia semenih,

o kalcij: najbogatejsSi viri kalcija so mleko, jogurt, sir, vegani pa se zanaSajo
predvsem na mak, ore$cke in zelenjavo,

. jod: mineral se naravno nahaja predvsem v ribah, morski hrani in mleku, veganom
pa glavne vire predstavljajo jodirana sol, nekatero sadje in zelenjava ter morske
alge,

. kreatin: telo vsejedcev pridobi kreatin iz izdelkov Zivalskega izvora (meso, ribe,

mleko), glavni viri za vegane so prehranska dopolnila,

. karnozin: na njegovo koncentracijo v telesu vpliva vnos beta-alanina, ki ga
obic¢ajno najdemo v mesu in jajcih, glavni viri za vegane so prehranska dopolnila.
(Tesarova, 2021)

2.3 VITAMIN B12

2.3.1 MOLEKULA VITAMINA B12

Vitamin B12 je najvecja in najbolj kompleksna molekula med vsemi vitamini. Iz kemijske
strukture je razvidno, da vsebuje kovino kobalt, na katero so vezani razli¢ni ligandi (Slika
2), vse oblike vitamina B12 imenujemo kobalamini. (Watanabe, Fumio, 2007)
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Slika 3: Strukturna formula vitamina B12 in njegovih delnih struktur, po katerih se njegove oblike med sabo razlikujejo.
1: 5-deoksiadenozilkobalamin; 2: metilkobalamin; 3: hidroksokobalamin; 4: sulfitokobalamin; 5: cianokobalamin ali
vitamin B12 (Watanabe, Fumio, 2007)

Vitamin B12 je v vodi topen kompleks, ki sta ga Ze leta 1948 kot prva izolirala ameriski
kemik Karl August Folkers in britanski kemik Alexander R. Todd. Kljucen je za delovanje
mnogih mikroorganizmov in zivali, vklju¢no z ljudmi. Pri bolj razvitih Zivalih igra
pomembno vlogo pri razvoju rdecih krvnick. Nujen je tudi za nekatere druge procese na
celi¢ni ravni.

Vitamin B12 se v kislem okolju Zelodca s proteolizo sprosti iz nosilnih proteinov v hrani
Zivalskega izvora. V Zelodcu se veZe na haptokorin (transkobalamin), prenasSalno
beljakovino. Le ta nastane v Zlezi slinavki in za$¢iti vitamin B12 pred kislo razgradnjo. V
dvanajstniku se spremeni pH, kar povzroci razgradnjo haptakorina in vezavo B12 na
intrinzi¢ni faktor (IF), ki je 50 kDa velika beljakovina, glikoprotein, ki jo tvorijo celice
Zelod¢ne stene. Nastane kobalamin IF kompleks, odporen na proteoliticno razgradnjo in
potuje do distalnega ileuma (kon¢ni odsek tankega crevesa), kjer se absorbira s pomocjo
specificnih receptorjev na sluznici Sc¢etkastega obrobka (receptorska endocitoza). IF je
prenasalni protein do celic, podobno kot transferin za Zelezo. Kobalamin IF kompleks, ki
vstopi, vezan na receptorje, v mukozne celice ileuma, kjer se IF kompleks razgradi,
kobalamin pa prenese na drug transportni protein, transkobalamin (TC) II. Ta preide v
krvni obtok, njegov razpolovni Cas je le 1 uro, nato ga prevzamejo celice jeter, kostnega
mozga in drugih organov. Od tam preide v kri, vezan na transkobalamin I (TCI), ki ima
daljsi razpolovni €as (nekaj dni). VeCina B12 je shranjena v jetrih (priblizno 2 mg) in Se 2
mg drugje v telesu. Ob upoStevanju minimalne dnevne porabe, bi se pomanjkanje
pokazalo Sele ¢ez 3 do 6 let, Ce bi se absorpcija prenehala (zaradi bolezenskega stanja ali
pomanjkanja vitamina B12 v prehrani). (Green, in drugi, 2017, 3)
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lzlocki Zleze slinavke  © @>- Vnos B12 iz hrane (5-10 mcg/dan)

@ 3Bi12
D prehranski proteini
P haptokorin (transkobalamin)
@ intrinzi¢ni faktor (IF)
p transkobalamin II
-« Treceptor zavezavo IF
|____kompleksa
Izlo¢anje HCl in pepsina

-~ mukozne

A celice '
Izlocki zolca: ~ 0,15 % % ileuma !
shranjenih telesnih X ,
zalog na dan. .

Blato: 60-80 % \\MDRI

zauzitega B12

Slika 4: Absorpcija in cirkulacija vitamina B12 v cloveskem telesu (prirejeno po (Green, in drugi, 2017, 3))

Vitamin B12 najdemo zgolj v hrani Zivalskega izvora, ne pa tudi v rastlinah, zato se lahko
pri veganih, ki ne uzivajo zivil Zivalskega izvora (meso, ribe, jajca, mleko) ali z vitaminom
B12 obogatene hrane, po nekaj letih razvije pomanjkanje tega vitamina, e ga v svojo
prehrano ne dodajajo s prehranskimi dopolnili. (Karl August Folkers, 2022)

Pomanjkanje vitamina B12 pri ljudeh lahko povzroc¢i neustrezen razvoj brboncic na
zgornji strani jezika, ki mu dajejo znacilno grobo teksturo (t. i. papillae linguales) in so
nujne za razlikovanje razlicnih okusov. Posledice pomanjkanja so pogosto slabo delovanje
Crevesja, ki se kaZe v obliki prebavnih motenj, v€asih tudi kot zaprtje ali diareja (driska).
Zelo resne posledice, ki se lahko razvijejo, so okvare nekaterih senzori¢nih in motori¢nih
podrocij v hrbtenjaci, ki lahko ostanejo stalne. Zacetne tezave se kazejo kot otrplost in
S¢emenje prstov na rokah ali nogah, kar se, ¢e ni ustreznega zdravljenja, nadaljuje v
nestabilno hojo in paralizo. (Karl August Folkers, 2022)

Vzroki za pomanjkanje vitamina B12 so lahko poleg prehranjevalnih navad in kirurskih
posegov (npr. odstranitev dela ali celega Zelodca) tudi bolezenska stanja, kot sta
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malabsorpcija ali slaba absorpcija vitamina B12 iz ¢revesja (posledica neustreznega
delovanja Zelodca, trebuSne slinavke ali tankega crevesa) in perniciozna anemija
(avtoimunsko vnetje Zelodca). Obe bolezenski stanji sta vnetni in ju skupno imenujemo
atroficni gastritis. (Higdon, 2000)

Simptomi, po katerih bi lahko sklepali, da trpimo za pomanjkanjem vitamina B12, so:

e megaloblastna anemija (premajhno Stevilo rdecih krvnih telesc),

e razli¢ni nevroloSki simptomi (npr. otrple ali mravljincaste roke ali Se bolj pogosto,
noge),

e gastrointestinalni simptomi (gladek jezik, izguba apetita, zaprtje) in drugi.

Rizi¢na skupina za pomanjkanje B12 so poleg veganov predvsem vsi starejsi od 50 let, ki

se jim svetuje, da namesto 2,5 pug jemljejo 100-400 pg vitamina B12 dnevno, v obliki

prehranskih dopolnil. (Higdon, 2000)

2.3.1 Oblike vitamina B12 in biorazpoloZljivost

[zmed vseh kobalaminov, vitamina B12 in delnih struktur (ligandov) se v naravni obliki
pojavljajo metilkobalamin (Slika 5), adenozilkobalamin (Slika 6) in hidroksokobalamin
(Slika 7). Vse oblike so biolosko identi¢ne in so se v klini¢nih Studijah pri ljudeh s
pomanjkanjem vitamina B12 izkazale kot ucinkovite za izboljSanje njegovega statusa.
Poleg omenjenih oblik je najbolj znan analog Se cianokobalamin (Slika 9). Gre za sinteti¢no
obliko vitamina B12, ki jo uporabljajo v nekaterih prehranskih dopolnilih in z vitaminom
B12 obogateni hrani, v telesnih tkivih pa ga najdemo le v sledovih, kot posledico vnosa
cianida, npr. s cigaretnim dimom. (Christiana Paul, 2022)

Metilkobalamin

V metilkobalaminu je na kobalt vezana metilna skupina. Predstavlja najbolj
biorazpolozljivo obliko vitamina B12, porablja se predvsem v jetrih, moZganih in Zivcevju.
Je naravnega izvora in ga najdemo v Zivalskih produktih. (ivboost.uk, 2022) (Christiana
Paul, 2022)

H.NOC

Slika 5: Formula metilkobalamina (Wikipedia, 2022)
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Adenozilkobalamin

Tudi adenozilkobalamin je, kot metilkobalamin, naravnega izvora in je koencimska oblika
vitamina B12, njegovo delovanje je povezano z delovanjem metilkobalamina.

Posebej pomemben je za ohranjanje mitohondrijev, ki jim pomaga pri metabolizmu. Je
tudi klju¢na sestavina miozinskih ovojnic, ki obdajajo nevrone. (ivboost.uk, 2022)
(Christiana Paul, 2022)

Slika 6: Formula adenozilkobalamina (MedChemExpress, 2022)

Hidroksokobalamin

Hidroksokobalamin obliko vitamina B12 naravno proizvajajo bakterije v prebavnem
traktu, med razgradnjo hranil. Lahko je ustvarjen tudi umetno, v laboratoriju, kjer ga
pridobivajo s pomocjo mikroorganizmov. (ivboost.uk, 2022) (Christiana Paul, 2022)

NH-

o 0
2‘NH2

Slika 7: Formula hidroksokobalamina (Wikipedia, 2022)
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Kot prehransko dopolnilo je na voljo le v obliki injekcij in se uporablja le pri reSevanju
hudega pomanjkanja. (ivboost.uk, 2022) (Christiana Paul, 2022)

30 mt Sterie Muttipie Dose Vial

usp
30,000 mcg /30 mL
(1,000 meg/mi)

FOR INTRAMUSCULAR USE ONLY

Slika 8: Injekcija hidroksokobalamina (Wikimedia common, 2022)

Cianokobalamin

HO

Slika 9: Formula cianokobalamina (Wikipedia, 2022)

Cianokobalamin je umetna oblika vitamina B12, ki ga z vnosom naSe telo spremeni v
aktivni obliki metilkobalamin in adenozilkobalamin. (ivboost.uk, 2022)
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Pregledane Studije dokazujejo, da so vse oblike B12, pridobljene s prehranskimi dopolnili
ali Zivili, reducirane na jedro molekule kobalamina, ki se pretvori v znotrajceli¢ne aktivne
oblike: metilkobalamin (MeCbl) in adenozilkobalamin (AdCbl), v razmerju, na katerega
oblika zauzitega B12 ne vpliva.

Na sploSno biolosko uporabnost pa lahko poleg oblike zauzitega B12 vplivajo tudi
dejavniki, kot so: gastrointestinalna patologija, starost, genetika itd. (Christiana Paul,
2022)

2.3.2 REFERENCNE VREDNOSTI B12 IN DNEVNI VNOS

V Sloveniji so referencne vrednosti potrebnega vnosa B12 v razli¢nih starostnih obdobjih
navedene v dokumentu NIJZ, predstavljene so v Tabeli 2. (Nacionalni institut za javno
zdravje, 2022)

Za Evropo priporocila o vitaminu B12 predpisuje Evropska agencija za varnost hrane
(European Food Safety Authority - EFSA). V dokumentu Scientific Opinion on Dietary
Reference Values for cobalamin (vitamin B12) najdemo vse potrebne podatke o vitaminu
B12, podprte z relevantnimi Studijami in raziskavami. Med drugim so zapisani tudi
priporoceni dnevni odmerki za razlicne starostne skupine. Podatki se ne razlikujejo od
navedenih v dokumentu slovenskega NIJZ. (Authority, 2015)

Tabela 2: Referencne vrednosti vitamina B12 glede na Zivljenjsko obdobje

STAROSTNA SKUPINA STAROST PRIPOROCENI
DNEVNI VNOS (pg)
NOVOROJENCI/DOJENCKI | 0-6in7-12 | 0,4in 0,5
mesecev
OTROCI 1-3 let 1,5
4-6 let 2,0
7-9 let 2,5
10-12 let 3,5
13-14 let 4,0
MLADOSTNIKI 15-18 let 4,0
ODRASLI 19-65 let 4,0
STARE]JSI > 65 let 4,0
NOSECNICE 4,5
DOJECE MATERE 5,5

(Nacionalni inStitut za javno zdravje, 2022)

Po priporocilih NIJZ, ki so jih zapisali v dokumentu Referen¢ne vrednosti za energijski
vnos in vnos hranil, dopolnjenem leta 2020 (Nacionalni inStitut za javno zdravje, 2022) je
priporocen dnevni vnos vitamina B12 za mladostnike nad 15 let in zdrave odrasle 4,0 pg.
Na portalu Prehrana.si, kjer sta izvajalca programa InStitut za nutricionistiko in NIJZ
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(InStitut za nutricionistiko, 2021) je naveden podatek 2,5 pg dnevno za EU, povzet po
uredbi EU iz leta 2011 (Priloga XIII) (Uradni list Evropske unije, 2011), ki je Se vedno v
veljavi in Se ni usklajen s podatki EFSA. (Authority, 2015) V omenjenem dodatku uredbe
EU je tudi navedeno, da se referenc¢na vrednost 4,0 ug dnevno uporablja za nartovanje
prehrane in prehranskih smernic, medtem ko je za potrebe oznacevanja hranilne
vrednosti zZivil Se vedno v uporabi Priloga XIII uredbe EU. .

Na zadnji podatek se tako nanasSajo tudi vsa prehranska dopolnila na slovenskem trgu, ko
navajajo koliko odstotkov priporo¢enega dnevnega vnosa z dopolnilom zauZijemo.

Poleg uradnih podatkov, ki v EU Se niso usklajeni, so na nekaterih spletnih straneh,
namenjenih veganom, podane veliko vecje koliCine, kot je priporoceni dnevni vnos. Taka
spletna stran je Vegan.si, ki navaja 2500 pg kot priporoceni dnevni odmerek, kar je
bistveno vec, kot predpisujejo uradni dokumenti. (Susnik, 2016)

Vitamin B12 je pomemben za delovanje ¢loveskega telesa, zato si moramo zadosten vnos
zagotoviti s pravilno prehrano ali prehranskimi dopolnili.

Prehranski dodatki za vegane vcéasih vsebujejo modrozelene cepljivke ali cianobakterije,
ki vecinoma vsebujejo t. i. psevdovitamin B12 (poglavje 2.3.5), ki je za cloveka
neuporaben. V dopolnilih mora biti vitamin B12 dodan v eni izmed aktivnih oblik, kot so
cianokobalamin, hidroksokobalamin, metilkobalamin ali 5-deoksiadenozilkobalamin.
(InStitut za nutricionistiko, 2021)

Tabela 3: Vsebnost vitamina B12 v nekaterih Zivilih

* *ok
R A R
telecja jetra 60 2400 1500
svinjska jetra 39 1560 975
skoljke 8 320 200
tuna 4 172 100
postrv Sarenka 4 151 100
losos 3 116 75
svinjina 2 79 50
govedina 2 79 50
jajce 2 76 50
sir 2 62 50
polenovka (trska) 1 48 25
Sunka 0,9 37 22,5
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puranje meso

0,5

21

12,5

*PDV - deleZ priporoc¢enega dnevnega vnosa za odrasle, preracunan na podatek 2,5 pg
po Se vedno veljavni uredbi EU iz leta 2011 (Priloga XIII) (Uradni list Evropske unije,

2011)

** PDV - deleZ priporocenega dnevnega vnosa za odrasle, ki je preracunan na podatek
4,0 pg po uradnih navedbah EFSE (Evropa) in NIJZ (Slovenija). (Nacionalni institut za

javno zdravje, 2022)

Slika 10: S koliko grami Zivila zadostimo 100 % priporocenega dnevnega vnosa vitamina B12? (Nacionalni institut za

Jjavno zdravje, 2022)
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2.3.3 POMANJKANJE VITAMINA B12

Kolic¢ine vitamina B12 v telesu se s starostjo zmanjSujejo. Na njegovo zadostno koli¢ino
morajo biti Se posebej pozorne nosecnice in dojece matere (pomanjkanje vitamina B12
pri dojenckih vodi v nevroloske, presnovne in hematoloSke okvare in motnje), bolniki, ki
bolehajo za Crohnovo boleznijo ali razjedami, in bolniki, ki jemljejo, na recept predpisana,
zdravila za epilepsijo, putiko in kroni¢no slabo prebavo. Absorpcijo B12 zmanjSuje tudi
pitje alkohola. (Ales$ Koscak, 2022)

LaZje oblike pomanjkanja vitamina B12 se kaZejo kot:

. utrujenost in oslabelost,

. zaprtje,

o izguba apetita,

o depresija,

o slabsi spomin,

o odrevenelost in mravljin¢enje v okoncinah.

HujSe oblike pomanjkanja se indicirajo med drugim v megaloblastni anemiji (2.3.3.3) in
nevropatiji (okvarah zivénega sistema) (2.3.3.4). (Prehrana.si, 2022)

Cetudi posledice pomanjkanja vitamina B12 znamo diagnosticirati in ve¢inoma ustrezno
zdraviti, Se vedno ne poznamo natan¢no biokemijskega mehanizma, ki je odgovoren za
nastanek nekaterih obolenj. Vemo, da je zdravljenje megaloblastne anemije in nevropatije
(okvare Zivénega sistema) uspesSno z vitaminom B12, to¢nega vzroka teh bolezni pa Se ne
znamo opisati. (Yamada, 2013)

Opisane so nekatere najbolj poznane bolezenske posledice, ki lahko nastanejo zaradi
dolgotrajnega nezadostnega vnosa vitamina B12.

2.3.3.1 METILMALONSKA ACIDEMIJA

Spada med redke razvojne bolezni, znacilna je za novorojence, znaki se pojavijo kmalu po
rojstvu. Nastane kot posledica zmanjsanega ali odsotnega delovanja mitohondrijskega
encima, kaze pa se v dveh oblikah: blazji, ki se odziva na zdravljenje z vitaminom B12, in
teZji, ki je na takSno zdravljenje neodzivna. Najpogostejsi klinicni simptomi so motnja
zavesti s ketoacidozo, bruhanjem, dehidracijo, hipotonijo in zaostankom v razvoju.
Posledica bolezni je slabsi kognitivni razvoj otroka, od organskih sistemov pa prizadene
ledvice (kronic¢na ledvi¢na bolezen). (Tansek, 2018)

2.3.3.2 HIPERHOMOCISTEINEMIJA

Bolezen, pri kateri gre za nenormalno visoko raven homocisteina (Zveplo vsebujoca
aminokislina). Stanje z mocno poveCanimi koncentracijami te aminokisline vodi v
nastanek srcéno-zilnih obolenj. V zadnjih desetletjih se zelo preucuje, saj naj bi bilo
povezano z razlicnimi hudimi obolenji: z Alzheimerjevo boleznijo, shizofrenijo in
osteoporozo. (Yamada, 2013) Med vzroki za nastanek bolezenskega stanja (visok vnos
beljakovin rdeCega mesa, kajenje, debelost, nekatera zdravila) je pomanjkanje vitaminov
B6, B12 in folne kisline. (Valens, 2021)
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2.3.3.3 MEGALOBLASTNA ANEMIJA
Do megaloblastne anemije pride zaradi nepravilne sinteze DNK, ki jo med drugimi vzroki
povzroci primanjkljaj vitamina B12. (Yamada, 2013)

V obdobju, ko vzroka bolezni zdravniki Se niso poznali in je bila ta smrtonosna, so
megaloblastni anemiji rekli perniciozna anemija. Gre za pomanjkanje notranjega faktorja
(glikoprotein, ki nastane pri sekreciji starSevskih celic Zelod¢ne sluznice), ki nastane kot
posledica pomanjkanja vitamina B12. (Nagalla, 2021)

Ce je megaloblastna anemija posledica pomanjkanja vitamina B12, se lahko pojavijo
Stevilni simptomi:

. bled rumenkast podton koze,

° vnet in rdec jezik,

o ustne razjede,

o parestezija (mravljinCenje, obcutek zbadanja z iglicami po kozi),

. spremembe v hoji in premikanju nasploh,

. motnje vida,

° razdrazljivost,

o depresija,

o spremembe v razmisljanju, ¢utenju in obnasanju,

o nazadovanje v mentalnih sposobnostih, npr. pri pomnjenju, presoji in

razumevanju. (NHS, 2022)

2.3.3.4 NEVROPATIJA KOBALAMINA

Gre za bolezensko stanje z nenormalnim delovanjem perifernega Zivénega sistema.
(Yamada, 2013) Zajema sklop blagih do teZjih, pogosto nevroloskih, simptomov
pomanjkanja vitamina B12 (spremembe refleksov, slabo delovanje miSic, teZave s
spominom). (Yamada, 2013)

2.3.4 PREHRANSKA DOPOLNILA Z VITAMINOM B12

Poleg tistih ljudi, ki morajo prehranska dopolnila z vitaminom B12 jemati iz zdravstvenih
razlogov, jih strokovnjaki priporocajo predvsem starejSim ljudem, vegetarijancem,
veganom, nosec¢nicam in materam, ki so v obdobju dojenja in sledijo vegetarijanski oz.
veganski dieti.

Ce prehranska dopolnila z vitaminom B12 jemljemo v priporo¢enih odmerkih, ni bojazni
za neZelene ucinke. Tudi ¢e obcasno zauZijemo vecji odmerek kot 4 pg, ni ni¢ narobe, saj
nase telo absorbira le taksno koli¢ino, kakrsno potrebuje, preostanek pa se izloci skozi
izlocala.

Ce vedji odmerek, kot je priporoceno, zauZijemo veckrat, lahko pride do posledic, kot so:

° glavobol,

° slabost in bruhanje,

° driska,

° utrujenost in Sibkost,

o parestezija (mravljinCenje) v dlaneh in stopalih. (Osebje, 2021)
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2.3.4.1.1 INTERAKCIJE VITAMINA B12 Z DRUGIMI SNOVMI
Socasno uzivanje prehranskih dopolnil z vitaminom B12 in nekaterih drugih substanc ali
zdravilnih uc¢inkovin lahko privede do zmanjSane absorpcije vitamina B12. Te substance
so:

e aminosalicilna kislina: uporablja se za zdravljenje Zelod¢nih tezav,

¢ kolhicin: protivnetno zdravilo za zdravljenje putike,

e metformin: zdravilo pri sladkorni bolezni,

e zdravilne ucinkovine, inhibitorji protonske c¢rpalke (omeprazol, lanzoprazol),

e askorbinska kislina (vitamin C). (Clinic, Mayo Clinic, 2021)

2.3.5 PSEVDOVITAMIN B12

Psevdovitamin B12 se nahaja v jedilnih algah, kot so spirulina, nori alge, klorela ... DrZi,
da je v njih res velika koli¢ina vitamina B12, a je za sesalce neuporaben, saj je oblika
vitamina B12, najdena v algah, za nas bioloSko neaktivna. Znanstveniki so preizkuSanja
opravili na podganah, ki se jim je sicer raven vitamina B12 v telesu mocno zvisala, a te
oblike vitamina telo kasneje ni moglo pretvoriti v ni¢ uporabnega. 1z tega razloga
prepricanje, da lahko vegani oz. vegetarijanci vitamin B12 pridobijo iz alg ali prehranskih
dopolnil iz alg, ni dobro. (Watanabe, 2002)

2.3.6 TOPLOTNA OBDELAVA VITAMINA B12

Vitamin B12 je obcutljiv na toplotno obdelavo. Raziskava na univerzi Cambridge je
pokazala, da se pri toplotni obdelavi hrane, ki vsebuje vitamin B12, njegova vsebnost
zmanjsa za 0-35 %. Najvec vitamina B12 naj bi se izgubilo pri posredni toplotni obdelavi
(kondukcijski, radiacijski, konvekcijski). (Margaret E. Gregory H. B., 2009)

2.3.7 VITAMIN B12 Z EPIDEMIOLOSKE STRANI

Najvecji problem s pomanjkanjem vitamina B12 imajo v drZavah, v katerih sta deleza
prebivalcev vsejedcev in vegetarijancev skoraj enaka. To so predvsem azijske drZave.
Neka druga raziskava pa je pokazala, da je sploSno veliko pomanjkanje vitamina B12 med
prebivalstvom tudi v karibskih drZavah. (Tekin Guney, 2022)

Tabela 4: DeleZ pomanjkanja vitamina B12 pri prebivalstvu razli¢nih drZav po svetu (Tekin Guney, 2022)

DRZAVA SODELUJOCI DELEZ POMANJKANJA
NIZOZEMSKA N = 73, starost: 9-15 let 41 %
ZDA N =49, starost: 55 let 47 %
NEMCIJA N = 71, starost: 51-53 let 58 %
ETIOPIJA N =99, starost: 27-28 let 62 %
ZDRUZENO KRALJESTVO IN N = 65, starost: 42-43 let 40 %
SEVERNA IRSKA

OMAN N = 96, starost: 50 let 67,5 %
KITAJSKA N =119, starost: 55 let in ve¢ 42 %
HONGKONG N =113, starost: 55 let in vec¢ 81 %
INDIJA N = 78, starost: 27-55 let 75 %
NOVA ZELANDIJA N =41, starost: 11-22 mesecev | 85,4 %
NORVESKA N =73, starost: 915 let 21 %
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2.3.8 POMANJKANJE VITAMINA B12 PRI ZIVALIH
2.3.8.1 POMANJKAN]JE PRI REJNIH ZIVALIH
KaZe se kot oblika pomanjkanja kobalta v prehrani zivali in ker so Zivali prehrana velike
veCine prebivalstva, je pomembno, da vemo, kakSne so zivali, Ce trpijo za pomanjkanjem
vitamina B12.
POSLEDICE POMANJKANJA VITAMINA B12 PRI OVCAH IN GOVEDU:

e zmanjsSan apetit,

e anemija,

e Juskasta uSesa.

ZNAKI POMANJKANJA VITAMINA B12 PRI OVCAH IN GOVEDU:
e solzne o¢i, vlaZna in slaba volna pod o¢mi, odpadanje volnenega kozuha (ovce)
e slab, grob kozuh in manjsa tvorba mleka (govedo). (Erickson, 2019)

2.3.8.2 POMANJKANJE VITAMINA B12 PRI DOMACIH LJUBLJENCKIH
Do pomanjkanja vitamina B12 lahko pride tudi pri hiSnih ljubljenckih, pri katerih vitamin
B12 sodeluje pri procesih na medcelicni in telesni ravni in je njegovo delovanje podobno
delovanju v ¢loveskem telesu, zato moramo biti pozorni na znake, kot so:

e pomanjkanje energije,

e Scetinasta dlaka,

e izguba telesne mase,

e zmanjSan apetit,

e dolgocasen kozuh oz. kozuh brez tipi¢nega sijaja,

e driska,

e letargija,

e psiholoSka zdolgocasenost,

e drugi nevroloski problemi.

Pomanjkanje vitamina B12 pri domacih Zivalih se lahko zdravi oralno ali intravensko z
injekcijami. Vecina veterinarjev najveckrat svetuje intravensko obliko zdravljenja.
(Kingsdale, 2022)

3 PREHRANSKA DOPOLNILA

Prehranska dopolnila so zivila, ki predstavljajo Kkoncentriran vir posameznih ali
kombiniranih hranil, ki dopolnjujejo posameznikovo prehrano. Na voljo so v obliki kapsul,
pastil, tablet, prsil in podobno.

Prehranska dopolnila niso zdravila! Njihov namen je dopolnjevati obicajno prehrano in
ne zdraviti ali preprecevati bolezenska stanja. Definicija zdravila po Zakonu o zdravilih -
Z7dr-2 (Uradni list RS, $t.17/14 in 66/19) se glasi: zdravilo je vsaka snov ali kombinacija
snovi, ki so predstavljene z lastnostmi za zdravljenje ali preprecevanje bolezni pri ljudeh
in Zivalih. (Ministrstvo za zdravje, 2022)
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3.1 PRAVILNIK O PREHRANSKIH DOPOLNILIH
Na podlagi tretjega odstavka 11. ¢lena Zakona o zdravstveni ustreznosti Zivil in izdelkov
ter snovi, ki prihajajo v stik z zivili (Uradni list RS, 8t. 52/00, 42/02 in 47 /04 - ZdZPZ) je
minister za zdravje izdal Pravilnik o prehranskih dopolnilih. (unije, Eur-Lex. Access to
European Union Law, 2011)

e Pri predstavljanju prehranskih dopolnil se jim ne sme pripisovati zdravilnih
lastnosti, jih navesti kot edini ustrezen vir hranil. Predstavljanje, oglaSevanje in
oznacevanje prehranskih dopolnil mora biti v skladu s predpisi.

e Prehranska dopolnila morajo biti oznacena kot »prehransko dopolnilo« in morajo
imeti zabeleZene naslednje podatke:

o imena vrste vitaminov, mineralov ali snovi, ki so znacCilne za prehransko
dopolnilo, ali podatek o naravi hranil in snovi;

o priporoceno dnevno koli¢ino oz. odmerek prehranskega dopolnila;

o Opozorilo: »Priporocene dnevne koliCine oz. odmerka se ne sme
prekoraciti;

o navedbo: »Prehransko dopolnilo ni nadomestilo za uravnoteZeno in
raznovrstno prehrano;

o opozorilo: »Shranjevati nedosegljivo otrokom!«.
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4 NAMEN DELA

Ze zelo dolgo naju zanima podro¢je medicine in farmacije, zato nisva mogli zamuditi
priloZnosti, da se v ti dve podrocji vsaj malo poglobiva tudi z raziskovalno nalogo.

Ker se v vsakdanjem Zivljenju vedno pogosteje srecujeva z vegani in njihovim Zivljenjskim
slogom, sva se Zeleli podrobneje seznaniti s prednostmi in slabostmi njihove prehrane.
Zeleli sva preveriti, ali je mozno v ¢loveski prehrani popolnoma nadomestiti Zivalske
produkte in kako pomembno vlogo imajo pravzaprav v njej. Za naju izjemno pomemben
vidik raziskovalne naloge je tudi potrditev primanjkljaja dolo¢enih hranil pri veganih,
Cesar se mnogi ne zavedajo, in s tem povezane potrebe po njihovem nadomescanju z
uzivanjem prehranskih dopolnil ter nazadnje ovreci prepricanje, da je ¢lovek po naravi
rastlinojedec.

Pri doloCanju vsebnosti vitamina B12 v prehranskih dopolnilih sva se seznanili z
delovanjem HPLC kromatografije in pravilnim branjem kromatogramov ter spoznali,
katerim parametrom mora metoda zadostiti, da je ustrezna za dolocanje vsebnosti neke
snovi. Bolje sva se spoznali tudi s kemijsko analitiko, ki zahteva izjemno pozornost in
natanc¢nost, ter z razumevanjem in branjem grafov in njihovo interpretacijo.

4.1 CILJI
Pri zasnovi te naloge sva si zadali nekaj razli¢nih ciljev. Ker sva jih dosegali z anketnim
vprasalnikom in s prakticnim delom v laboratoriju, so cilji posameznega dela
predstavljeni v podpoglavijih.

4.1.1 ANKETNI VPRASALNIK
Cilji:
e Preveriti zavedanje o primanjkljaju nekaterih hranil v prehrani veganske
populacije.
e Izvedeti, koliko veganov je seznanjenih o posledicah pomanjkanja hranil v
veganski prehrani.
e Raziskati prehranska dopolnila za nadomescanje vitamina B12.
e Pridobiti informacije o najpogosteje izbranih prehranskih dopolnilih za
nadomesScanje vitamina B12.
e Razumeti razloge za izbiro dolocenih prehranskih dopolnil in preveriti zavedanje
o morebitnih slabostih dolocenih prehranskih dopolnil.

4.1.2 HPLC
Cilji:
e Preveriti stabilnost metilkobalamina kot najpogostejSe ucinkovine prehranskih
dopolnil.
e Primerjati nac¢ine shranjevanja prehranskih dopolnil vitamina B12 pod razli¢nimi
zunanjimi vplivi.
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e Preveriti deklarirano vsebnost vitamina B12 v prehranskih dopolnilih,
najpogosteje omenjenih v anketi.

e Primerjati deklarirano in dejansko vsebnost B12 v prehranskih dopolnilih ter
preveriti ustreznost prehranskih dopolnil z vitaminom B12 na slovenskem trgu.

4.2 HIPOTEZE
Pri raziskovanju in izvajanju kromatografske analize HPLC sva postavili naslednje
hipoteze:
A) 90 % veganov se zaveda pomanjkanja B12 v njihovi prehrani.
B) Vsaj polovici veganov je pomembna kakovost prehranskih dopolnil B12.
C) Metoda je za metilkobalamin v Sirokem koncentracijskem obmocju linearna, daje
ponovljive in to¢ne rezultate.
D) Standard metilkobalamin, izpostavljen svetlobi, se popolnoma razgradi, enako se

razgradi tudi metilkobalamin v tabletah prehranskih dopolnil, ¢e jih hranimo
odprte na svetlobi.

E) Rezultati analize vsebnosti u€inkovine v prehranskih dopolnilih bodo primerljivi z
deklariranimi vrednostmi, navedenimi na embalaZzi.
F) Za prehranska dopolnila v lekarnah in specializiranih prodajalnah so na voljo

dokumentacije proizvajalcev, ki zagotavljajo njihovo kakovost.
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5 METODE DELA

Za prakticni del najine raziskave sva se odlocili izvesti anketo med vegani ter z njo
poizvedeti, kako se ljudje z vegansko prehrano zavedajo pomanjkanja vitamina B12 in
kako njegovo pomanjkanje v prehrani nadomescajo.

Ker je na slovenskem trgu veliko Stevilo prehranskih dopolnil z vitaminom B12, sva se
odlocili v literaturi poiskati metodo HPLC za dolocanje tega vitamina, saj imamo na $oli
aparaturo HPLC, na kateri sva se namenili preveriti vsebnost vitamina B12 v nekaterih
prehranskih dopolnilih. Ob dolocitvi vsebnosti vitamina B12 sva Zeleli ugotoviti tudi, kako
je standard in vzorec tablet obstojen, Ce ga izpostavimo razli¢cnim zunanjim dejavnikom.

Poleg prakti¢nega dela sva tudi preucili prehranska dopolnila, dostopna v Sloveniji.

5.1 ANKETNI VPRASALNIK
Anketa je nacin sistemati¢nega zbiranja podatkov, ki jih Zelimo pridobiti v izbrani
populaciji, z namenom oblikovanja kvantitativnih opisov znacilnosti SirSe populacije, ki
jim izbrani preucevani ¢lani pripadajo. (Robert M. Groves, 2009)

Za potrebe razumevanja veganskega vidika Zivljenja sva izvedli anonimno anketo med
vegani (v¢lanjenimi v Facebook skupino Vegani, vegetarijanci, presnojedci), rezultate
katere predstavljava v nadaljevanju. Anketa je priloZena v Prilogi.

5.2 KROMATOGRAFIJA
Kromatografija vkljuc¢uje postopke separacije vzorca med mobilno fazo in stacionarno
fazo. Zacetnik kromatografije je Tswatt, ki je leta 1903 locil pigmente s tekoCinsko
kolonsko kromatografijo.

5.2.1 Visokotla¢na tekocinska kromatografija (High Pressure Liquid
Chromatography) - HPLC

HPLC-metode se imenujejo po tipih stacionarne faze. Normalna stacionarna faza je

polarna, zato je mobilna faza nepolarna. Obrnjena ali reverzna stacionarna faza pa je

nepolarna in mobilna za njo polarna. Katero stacionarno in katero mobilno fazo izberemo,

je odvisno od vzorca. [zbiramo tako, da se vzorec v mobilni fazi najbolje raztaplja.

Za uspesSno kromatografsko locitev je potrebno napraviti kompromis med locljivostjo
med posameznimi vrhovi, hitrostjo separacije in kapaciteto kolone.

5.2.1.1 SESTAVA HPLC
Osnovna oprema sistema HPLC je sestavljena iz ve¢ komponent:

e rezervoar zZ mobilno fazo
e (rpalka (pod tlakom potiska mobilno fazo skozi sistem),

e rezervoar za odpadna topila,
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e razplinjevalec oz. degazer mobilne faze, ki je med rezervoarjem in Crpalko,
e sistem za injiciranje (injicira vzorec na kromatografsko kolono),

e termostatirana komora s kromatografsko kolono (v njej poteka locevanje

komponent vzorca),
e detektor (zazna komponente vzorca) in

e programska oprema za obdelavo vzorca.

—

razplinjevalec HPLC kolona

I 2 injektor

mobilna i .

faza vzorec

racunalnik za izpis
signala

&rpalka detektor

odpad

Slika 11: Sestava HPLC sistema

KROMATOGRAM je graf, ki prikazuje potek metode. Pove nam, kdaj in v kaksni koli¢ini
se preiskovana komponenta izrazi. Grafe preverjenih substanc primerjamo z grafi

standardov. V nasem primeru sva grafe vzorcev prehranskih dopolnil primerjali z grafi
standarda metilkobalamina.

N
B N
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—
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— Time —
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Slika 12: Osnovni primer kromatograma z oznakami (Dr. Deepak, 2022)
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RETENZIJSKI CAS (tr) je ¢as od zacetka (t. i. mrtvega ¢asa to) do dolo¢enega vrha in
predstavlja cas, ki ga komponenta potrebuje, da pride skozi kolono.

SIGNAL ali VRH, pogosto tudi »PEAK, je krivulja, ki pokaze izraZenost preiskovane
komponente. Iz njegove povrsine oz. »AREE« lahko izraCunamo koncentracijo
komponente v vzorcu.

Za uspesno kromatografsko metodo je treba dolociti parametre metode, ki se ne smejo
spreminjati. Prvi parameter je pretok, ki je odvisen od volumna kolone in lahko z njim
delno uravnavamo tlak v koloni, ki je zelo pomemben, saj vpliva na retenzijski ¢as
signalov. Trajanje metode (t.i. »run time«) je pomembno, saj se morajo v tem ¢asu izraziti
vsi signali na koloni loCenih snovi.

5.2.2 HPLC na Gimnaziji Novo mesto

Slika 13: HPLC na Gimnaziji Novo mesto

5.3 PREGLED TRGA S PREHRANSKIMI DOPOLNILI B12 V SLOVENI]JI

Za analizo prehranskih dopolnil vitamina B12 sva nabavili Stiri razlicna prehranska
dopolnila v lekarni, enega v specializirani trgovini. Za izdelke sva tudi izrazili Zeljo, da
nama farmacevtka v lekarni priskrbi analizne certifikate proizvajalca.

Odlocili sva se, da pregledava, kaj trg prehranskih dopolnil vsebuje, kako v poplavi
izdelkov poskusajo trgovci prepricati kupce, da kupijo ravno njihov izdelek (Tabela 4).
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6 EKSPERIMENTALNI DEL

6.1

6.2

6.2.1

POTEK DELA
Pregled in zbiranje podatkov iz literature.

Nabava standarda cianokobalamina.

Izvedba ankete preko socialnega omrezja.

Analiza ankete, predvsem odgovorov na vprasanja, ki zadevajo uporabo, znamke
in nac¢in kupovanja prehranskih dopolnil z vitaminom B12.

Nabava standarda metilkobalamina.

Izbira metode za dolocanje kobalamina iz literature. Izbrana je bila glede na
kemikalije, ki smo jih imeli na voljo, in enostavnost metode.

Nabava prehranskih dopolnil in analiza na HPLC v Solskem laboratoriju.

Pregled trga prehranskih dopolnil v Sloveniji in primerjava.

PRIPOMOCKI IN KEMIKALIJE
PRIPOMOCKI

HPLC-kromatograf Agilent 1100 series,
kolona Agilent Eclipse XDB-C18, 5 um, 4,6 x 250 mm,
viale s pokrovcki 2 ml,

injekcijske brizge 1 ml,

susSilnik Binder,

filtri AGILENT PFTE 0,2 uM

merilni valji (500 ml, 250 ml),

¢ase (25 ml, 50 ml, 100 ml),

merilne bucke (10 ml, 20 ml, 50 ml, 100 ml),
polnilne pipete (1 ml, 2 ml, 5ml, 10 ml, 20 ml),
plasti¢ne kapalke,

spatule,

terilnice s pestilom,

ultrazvocna kopel Elmasonic P,

pH-meter Vernier LabQuest,

stojalo,
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6.3

6.3.1

analitska tehtnica Kern,

tehtalne ladjice,

magnetno mesalo Tehtnica Zelezniki MM-520,
magneti za magnetno mesalo,

stresalnik Phoenix RS - 0S 5

aluminijasta folija.

KEMIKALIJE
deionizirana voda, pridobljena z uporabo ionskega izmenjevalca v kemijskem

laboratoriju,

kalijev dihidrogenfosfat, KH2PO4, > 99,9 %, Merck,
kalijev dihidrogenfosfat, KH2PO4, > 95,5 %, Merck,
kalijev hidrogenfosfat, Kz2HPO4, > 98 %, Merck
metanol, CH;0H, > 99,9 %, Riedel-de Haén,
acetonitril, CH3CN, > 99,9 %, Riedel-de Haén,
raztopina pufra pH = 9,0 za kalibracijo, FLUKA,
raztopina pufra pH = 4,0 za kalibracijo, FLUKA,
NaOH, 20-% raztopina.

STANDARDA
vitamin B12 (cianokobalamin), Cc3HssCoN14014P, = 98 %, Sigma - Aldrich

(specifikacija v prilogi)
metilkobalamin - Vitamin B12 analog, C63H91CoN13014P, Sigma - Aldrich
(specifikacija v prilogi)

KROMATOGRAFSKA METODA

POGOJI KROMATOGRAFIJE

6.3.1.1 CIANOKOBALAMIN
Metoda je povzeta po strokovnem c¢lanku. (Gehad G. Mohamed, 2020)

Metoda: HPLC, izokratska elucija na reverzni fazi

Kolona: kolona Agilent Eclipse XDB-C18, 5 pm, 4,6 x 250 mm

Temperatura: 25 °C

Detekcija: UV, 277 nm
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Mobilna faza:

o fosfatni pufer (0,04 M NaH2PO4) : acetonitril : metanol, 30: 30: 40 (v:v:v)

Pretok: 1 ml/min

Volumen injiciranja: 20 pl

Run time: 5 min

Programska oprema: Chemstation, verzija 9.01

6.3.1.2 METILKOBALAMIN
Metoda je povzeta po strokovnem c¢lanku. (Narmada P*, 2013)

Metoda: HPLC, izokratska elucija na reverzni fazi

Kolona: kolona Agilent Eclipse XDB-C18, 5 pm, 4,6 x 250 mm
Temperatura: 5 °C

Detekcija: UV, 210 nm

Mobilna faza:

e fosfatni pufer : metanol, 60 : 40 (v:v)

Pretok: 1 ml/min
Volumen injiciranja: 20 pl
Run time: 10 min

Programska oprema: Chemstation, verzija 9.01

6.4 PRIPRAVA TOPILA IN MOBILNE FAZE
6.4.1 TOPILO

6.4.1.1 DOLOCANJE CIANOKOBALAMINA
Pri HPLC-kromatografiji za analizo cianokobalamina sva kot topilo uporabili metanol.

6.4.1.2 DOLOCANJE METILKOBALAMINA
Pri analizi standardov in vzorcev z metilkobalaminom je kot topilo sluZila destilirana
voda.
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6.4.2 MOBILNA FAZA

6.4.2.1 DOLOCANJE CIANOKOBALAMINA

Najprej sva pripravili fosfatni pufer, tako da sva natehtali 4,68 g KH2PO4in ga raztopili v
litru destilirane vode. Raztopini sva z 20-% raztopino NaOH uravnali pH na 7,0.
Uporabili sva pH-meter, ki sva ga predhodno kalibrirali s pufroma pH 9,0 in 4,0.

Za HPLC-analizo vitamina B12 v obliki cianokobalamina je v literaturi kot najbolj
ucinkovita navedena mobilna faza v naslednji sestavi, podani v volumskih razmerjih:

fosfatni pufer : acetonitril : metanol =30:30:40 (V:V:V)

6.4.2.2 DOLOCANJE METILKOBALAMINA
Fosfatni pufer sva pripravili tako, da sva natehtali 1,36 g KH2PO4in 1,74 g K2HPO4 na
liter destilirane vode.

Po izbranem viru sva mobilno fazo pripravili v razmerjih volumnov:

fosfatni pufer : metanol = 60:40 (V:V)

6.5 PRIPRAVA HPLC

Preden sva se lotili priprave vzorcev, sva zagnali HPLC, saj naprava potrebuje nekaj casa,
da se segreje. Na racunalniku sva odprli program Chemstation Online. Preden sva mobilno
fazo spustili skozi kolono, sva jo nekaj ¢asa ¢rpali mimo Crpalke (t. i. purge ventil), da sva
se znebili zra¢nih mehurckov. Po nekaj minutah sva purge ventil zaprli in mobilno fazo je
¢rpalka zacela Crpati na kolono. Pozorno sva spremljali tlak na koloni. Ob dosegu
ustreznega pretoka sva sistem kondicionirali toliko ¢asa, da je bila bazna linija stabilna oz.
ravna. V kondicionirani HPLC-sistem sva injicirali standarde ali vzorce ter dobili
kromatogram, ki sva ga natisnili in shranili med rezultate.

6.6 PRIPRAVA RAZTOPIN STANDARDA

6.6.1.1 STANDARD CIANOKOBALAMIN

Za preverjanje linearnosti sva uporabili standarde z razlicnimi koncentracijami
cianokobalamina v topilu metanol.

Pripravili sva raztopine standardov za linearnost (LINO do LIN5).

Osnovna raztopina za linearnost (LINO): 30 mg standarda sva natehtali v 20,0-ml merilno
bucko, ga raztopili v metanolu in dopolnili z metanolom do oznake (C = 1500 pg/ml).

Ostale raztopine so bile pripravljene z redCenjem osnovne in naslednjih raztopin za
linearnost:
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LIN1: red¢enje 2,0 ml raztopine LINO / 10,0 ml metanola (C = 300 pg/ml)
LIN2: redcenje 1,0 ml raztopine LINO / 10,0 ml metanola (C = 150 pg/ml)
LIN3: redcenje 5,0 ml raztopine LIN1 / 20,0 ml metanola (C = 75 ug/ml)
LIN4: redcenje 1,0 ml raztopine LIN2 / 10,0 ml metanola (C = 15 pg/ml)

LIN5: redcenje 1,0 ml raztopine LIN3 / 10,0 ml metanola (C = 1,5 ug/ml)

6.6.1.2 STANDARD METILKOBALAMIN

Ker se v prehranskih dopolnilih, izbranih za analizo, pojavlja metilkobalamin, sva
pripravili tudi standarde metilkobalamina. Za preverjanje linearnosti sva pripravili
raztopine standardov (LINO do LIN5) z razli¢nimi koncentracijami metilkobalamina v
topilu voda.

Osnovno raztopino standarda (LINO) sva zaradi zelo majhne Kkoli¢ine standarda
metilkobalamina (Se to vecinoma na stenah embalaZe) pripravili tako, da sva stehtali
embalaZo, ki je vsebovala standard metilkobalamina, potem standard iz embalaZe z vodo
kvantitativno prenesli v 50-ml merilno bucko, posusili embalazo in jo ponovno stehtali.

m (polne embalaze) = 8,6313 g

m (prazne embalaZze) = 8,6152 g

m (standarda metilkobalamina) = 16,1 mg

osnovna raztopina standarda (LINO): C= 0,322 mg/ml

Ostale raztopine so bile pripravljene z red¢enjem osnovne in naslednjih raztopin za
linearnost:

LIN1: redcenje 10,0 ml raztopine LINO / 20,0 ml vode (C = 161 ug/v)
LIN2: redcenje 5,0 ml raztopine LIN1 / 50,0 ml vode (C = 16,1 pg/ml)
LIN3: redcenje 10,0 ml raztopine LIN2 / 25,0 ml vode (C = 6,44 pg/ml)
LIN4: redcenje 2,0 ml raztopine LIN2 / 20,0 ml vode (C = 1,61 pg/ml)
LIN5: redcenje 5,0 ml raztopine LIN4 / 20,0 ml vode (C = 0,4025 pg/ml)

Osnovno raztopino standarda (LINO) sva uporabili tudi za preverjanje ponovljivosti
injiciranja, za preverjanje stabilnosti standarda in kot dodatek raztopinam vzorca tablet
za preverjanje tocnosti metode.
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Za preverjanje ponovljivosti sva osnovno raztopino standarda injicirali Sestkrat
zaporedoma.

Za preverjanje stabilnosti standarda sva osnovno raztopino standarda v dveh temnih
vialah dali v suSilnik pri 25 °C, dve v temnih vialah v hladilnik, dve pa v svetlih vialah
pustili v sobnih razmerah. Te raztopine sva analizirali po 48 urah.

Za preverjanje tocnosti metode sva ustrezno koli¢ino osnovne raztopine standarda
(LINO) dodali v raztopine vzorcev tablet.

6.7 PRIPRAVA VZORCEV PREHRANSKIH DOPOLNIL
Pri pripravi vzorcev prehranskih dopolnil z ucinkovino metilkobalamin sva se
osredotoCili na to, da je vsebnost vitamina B12 (v obliki metilkobalamina) v razli¢nih
prehranskih dopolnilih zares tak$na, kot piSe na embalazi (deklarirana vsebnost), ter da
je vseeno, kako prehranska dopolnila, tako v obliki tablet (Jamieson in Now) kot v obliki
prsil (Valens, Vegan Health in Boost), shranjujemo (pogoji shranjevanja niso zapisani na
embalaZi).

Za dolocanje koli¢ine uc¢inkovine metilkobalamin sva uporabili HPLC-metodo, navedeno
v poglavju Pogoji kromatografije (6.3.1.2).

Za analizo prehranskih dopolnil v obliki tablet sva za pripravo svezih vzorcev tablete vzeli
iz originalno zaprte embalaZe, za preverjanje stabilnosti ucinkovine pa sva tablete
izpostavili zunanjim dejavnikom (svetloba). Za pripravo raztopin vzorcev tablet sva
najprej stehtali 20 tablet, iz katerih sva izracunali povpre¢no maso posamezne tablete.
ZabeleZili sva deklarirani vsebnosti uc¢inkovine metilkobalamin v obeh vzorcih tablet
(tablete 1 in tablete 2), navedeni na embalazah.

Za pripravo raztopin vzorca tablet sva tablete zdrobili in homogenizirali ter iz celotne
mase zdrobljenih tablet pripravili tri paralelke raztopine vzorca tablet 1 in tablet 2. Za
vzorec tablet 1 sva natehtali koli¢cine homogene zdrobljene mase, ¢im bliZje povprecni
masi tablete 1, za vzorec tablet 2 pa sva natehtali koli¢ine, ¢im bliZje Stirikratni povprecni
masi tablete 2, in sicer zaradi izenacitve deklarirane vsebnosti metilkobalamina, ki je pri
tabletah 2 Stirikrat manjsa kot pri tabletah 1. Vse raztopine vzorcev sva zaradi zascite
pred svetlobo hitro zavili z aluminijasto folijo.

Za analizo prehranskih dopolnil v obliki prsil sva vsakega od vzorcev (prsilo 1, prsilo 2 in
prsilo 3) najprej dobro pretresli, naredili nekaj razprskov v odpad ter potem po 4 razprske
usmerili v manjSo koli¢ino destilirane vode v ¢asi (gre za podjezicno prsilo, ki se v vodi
zelo hitro raztopi). Raztopino iz ¢aSe sva nato kvantitativno s spiranjem prenesli v 100-
ml merilno bucko in dopolnili z vodo do oznake. Vse raztopine vzorcev sva zaradi zascite
pred svetlobo hitro zavili z aluminijasto folijo.
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6.7.1 PRIPRAVA VZORCEV TABLET 1

m (20 tablet) =4,8918 g

povprecna masa tablete (p. m. tbl.) = 0,24459 g = 244,59 mg
deklarirana vsebnost metilkobalamina = 1000 pg/tableto

m (VZ1) =0,25310 g = 253,10 mg

m (VZ2) = 0,24810 g = 248,10 mg

m (VZ3) =0,25110 g= 251,10 mg

Za preverjanje ponovljivosti metode sva naslednji dan pripravili Se tri paralelke vzorca
tablet 1 (iz iste homogenirane mase, shranjene v temi).

m (VZ4) =0,23920 g=239,2 mg
m (VZ5) =0,25040 g = 250,4 mg
m (VZ6) = 0,25530 g = 255,3 mg

10 celih tablet 1 sva pustili na svetlobi in ¢ez 2 dni (48 ur) iz njih pripravili raztopino
vzorca za preverjanje stabilnosti u¢inkovine v celih tabletah, hranjenih na svetlobi.

m (VZ1 - stabilnost celih tablet) = 248,40 mg

Na svetlobi sva pustili tudi zdrobljene tablete 1 in ez 48 ur iz njih pripravili raztopino
vzorca za preverjanje stabilnosti u¢inkovine v zdrobljenih tabletah, hranjenih na svetlobi.

m(VZ1 - stabilnost zdrobljenih tablet) = 245,80 mg

Za ponovljeno analizo po preverjanju to¢nosti metode sva ponovno pripravili po tri
paralelke vzorca tablet 1.

m(20 tablet) =4,6636 g

povprecna masa tablete (p. m. tbl.) =0,23318 g = 233,18 mg
deklarirana vsebnost metilkobalamina = 1000 pg / tableto
m(VZ1) =239,9 mg

m(VZ2) = 234,2 mg

m(VZ3) = 238,9 mg
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6.7.2 PRIPRAVA VZORCEV TABLET 2

m (20 tablet) =3,01919 g
p. m. tbl =0,15096 g = 150,96 mg
deklarirana vsebnost metilkobalamina = 250 pg metilkobalamina/tableto

Zaradi primerljive deklarirane vsebnosti obeh tablet sva vzorce tablet 2 pripravili s
tehtanjem mase zdrobljenih in homogeniziranih tablet, ki ustrezajo Stirikratni deklarirani
vsebnosti na tableto (1000 pg).

m (VZ1) = 0,60392 g = 603,92 mg
m (VZ2) = 0,61000 g = 610,00 mg
m (VZ3) = 0,62249 g = 622,49 mg

10 celih tablet vzorca tablet 2 sva pustili na svetlobi in po 48 urah iz njih pripravili
raztopino vzorca za preverjanje stabilnosti u¢inkovine v celih tabletah, hranjenih na
svetlobi.

6.7.3 PRIPRAVA VZORCEV TABLET 1 ZA PREVERJANJE TOCNOSTI METODE

Za preverjanje to¢nosti metode sva najprej pripravili tri paralelke raztopin vzorcev tablet
1. Tokrat sva stehtali 10 celih tablet za izracun povprefne mase tablete. Tablete sva
zdrobili in homogenizirali ter iz njih natehtali ustrezno koli¢ino mase v 50-ml merilne
bucke, dodali vodo in dopolnili z vodo do oznake.

m (VZ1- to¢nost) = 163,30 mg
m (VZ2 - to¢nost) = 163,70 mg
m (VZ3 - to¢nost) = 170,80 mg

Za osnovnimi vzorci tablet 1 sva pripravili Se tri paralelke vzorcev z dodanim standardom.
Vzorce homogeniziranih tablet 1 sva natehtali v 50-ml merilno bucko. V vzorce sva dodali
doloceno koli¢ino osnovne raztopine standarda s koncentracijo 322,0 ug/mL (LINO),
dodali vodo in dopolnili z vodo do oznake.

m (VZ4 - toc¢nost) = 163,30 mg + 2,0 ml raztopine standarda LINO
m (VZ5 - toc¢nost) = 163,70 mg + 5,0 ml raztopine standarda LINO

m (VZ6 - to¢nost) = 170,80 mg + 10,0 ml raztopine standarda LINO
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6.7.4 PRIPRAVA VZORCEV PRSILA 1

deklarirana vsebnost metilkobalamina = 250 ug metilkobalamina/razprsek

Za vsako od treh paralelk vzorca prsila 1 sva odmerili 4 razprske, kar ustreza deklarirani
kolic¢ini metilkobalamina 1000 pg.

6.7.5 PRIPRAVA VZORCEV PRSILA 2

deklarirana vsebnost metilkobalamina = 6 ug metilkobalamina/razprsek

Za vsako od treh paralelk vzorca présila 2 sva odmerili 4 razprske, kar ustreza deklarirani
koli¢ini metilkobalamina 24 pg.

6.7.6 PRIPRAVA VZORCEV PRSILA 3

deklarirana vsebnost metilkobalamina = 300 ug metilkobalamina/razprsek

Za vsako od treh paralelk vzorca prsila 3 sva odmerili 4 razprske, kar ustreza deklarirani
koli¢ini metilkobalamina 1200 pg.
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7 REZULTATIIN INTERPRETACIJA

7.1 ANKETNI VPRASALNIK
Anketni vpraSalnik (priloZen v Prilogi 1) je izpolnilo 65 prostovoljcev, ki so se prvotno
opredelili kot vegani. Kar 5 od njih (7,7 %) je pri vprasanju o svoji prehrani povedalo, da
iz nje niso popolnoma izlo¢ili Zivil Zivalskega izvora (jajca, mleko). To pomeni, da niso
popolni vegani, zato njihovih odgovorov od petega vpraSanja ankete naprej nisva
upostevali.

7.1.1 ANALIZA PRVEGA VPRASANJA
Med prvotno 65 udeleZenci ankete jih je na vpraSanje odgovorilo 60, med njimi je bilo
75 % Zensk in 25 % moskih.

@ Modki
@ Zenski

Grafikon 1: Tortni diagram starosti udeleZencev

Vecdja zastopanost Zensk med vegani je znacilna tudi za druge, obseZnejSe raziskave o
veganski skupnosti (Tiran, 2016).

7.1.2 ANALIZA DRUGEGA VPRASANJA
Anketirance sva Zeleli razdeliti v 5 starostnih skupin. Vsi so bili starejSi od 18 let,

prevladovali pa sta starostna skupina 19-30 let s 35 % ter starostna skupina 31-40 let s
34 %.

@ 0-18 let
@ 19-30 let
31-40 It
@ 41-50 Iat
& = 50 et

Grafikon 2: Tortni diagram starosti udeleZencev
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7.1.3 ANALIZA TRETJEGA VPRASANJA
Za potrebe popolnega razumevanja veganskega prehranjevanja naju je zanimalo, ali so
anketiranci iz svoje prehrane izlo¢ili vsa Zivila Zivalskega izvora.

Kar 7,7 % udeleZencev iz svoje »veganske prehrane« ni umaknilo Zivil Zivalskega izvora,
kot so jajca, mleko in drugo, zato njihovih odgovorov na anketo od petega vprasSanja
naprej nisva vkljucili v analizo.

7.1.4 ANALIZA CETRTEGA VPRASANJA

Zanimalo naju je tudi, katera Zivila Zivalskega izvora tisti, ki zZivil Zivalskega izvora niso
povsem izkljucili iz prehrane, Se vedno uZivajo. Med odgovori so se pojavila domaca jajca,
med in brezlaktozno mleko.

7.1.5 ANALIZA PETEGA VPRASANJA
Pomemben vidik veganstva so razlogi za odlocitev zanj. Nihce ni izbral odgovora, da je
vegan Ze vse Zivljenje. Izbrali pa so naslednje razloge:

e Imam moralno-eti¢ne razloge (odnos do Zivali ...): 76,7 %

e Vegan/ka sem zaradi zdravstvenih razlogov: 13,3 %
e Moji razlogi so povsem osebni: 5 %.

Med odgovori drugo so anketiranci kot razloge navedli tudi: okoljevarstvo in neprimeren
odnos ljudi do okolja.

7.1.6 ANALIZA SESTEGA VPRASANJA
Zanimalo naju je, kako dolgo se anketiranci Ze prehranjujejo vegansko. Odgovorilo je 60
anketirancev. Rezultati so bili slededi:

@ manj kot 5 let
@ med 5 in 10 et
vl kot 10 et
@ vel kot 20 et

Grafikon 3: Casovna opredelitev veganskega prehranjevanja posameznika

Krepko prevladuje (s 43 %) skupina tistih, ki se vegansko prehranjujejo med 5 in 10 let,
sledijo pa s 35 % tisti, ki Zivijo na tak nacin manj kot 5 let.

Rezultati kaZejo na porast veganstva v zadnjem desetletju, kar sovpada tudi z rezultati
raziskave, navedene pri prvem vprasanju. (Tiran, 2016) Pri slednji prevladujejo vegani, ki
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tako Zivijo od 1 do 3 let, a ker je raziskava delana leta 2016, sovpada z obdobjem najine
ankete, pri kateri se najvec veganov tako prehranjuje med 5 in 10 let.

Porast veganstva v zadnjem desetletju je omenjen tudi v razli¢nih ¢lankih o veganstvu,
eden od njih, objavljen v ¢asopisu Delo, omenja, da se je vletih od 2014 do 2017 v Ameriki
Stevilo veganov povecalo za 600 %. Navedeni so tudi razlogi, zakaj je med njimi toliko ve¢
Zensk kot moskih, s Cimer se ukvarjajo Stevilni psihologi. Omenjeni so zgodovinski
dejavniki in dejavniki povezani s pojmom »mozatosti«, vec¢jo dojemljivostjo Zensk za
socutnost do Zivali in drugo (Pust, 2020).

7.1.7 ANALIZA SEDMEGA VPRASANJA

Kljub temu da veganska prehrana deluje bolj zdrava od prehrane vsejedca, lahko pri
veganih pride do pomanjkanja hranil, kot so cink, Zelezo in predvsem vitamin B12. Na
vprasanje o zavedanju te nevarnosti je med 60 odgovori 76,7 % anketirancev odgovorilo
pritrdilno, torej so seznanjeni z moznostjo pomanjkanja nekaterih hranil v veganski
prehrani. A kar 23,3 % sodelujocih je izbralo moZnost »To ne drZi, saj je veganska
prehrana veliko bolj zdrava od obicajne in je z njo moZno pridobiti vsa potrebna hranila«.
Nihce ni izbral odgovora »Ne«.

@ DA

@ NE
To ne drdi, saj je veganska prehrana
veliko bolj zdrava od obifajne in je z njo
ma2ng prdabiti vsa potrebna hranila

Grafikon 4: Prikaz zavedanja mozZnosti pomanjkanja hranil med anketirano populacijo

7.1.8 ANALIZA OSMEGA VPRASANJA

Ker sva sklepali, da je zaradi mnoZice dostopnih virov o zdravi veganski prehrani precej
veC veganov, ki se zavedajo moznosti pomanjkanja dolo¢enih hranil, ¢e se prehranjujejo
povsem vegansko, naju je zanimalo, kje so dobili podatke o tem. Kot najbolj pogost vir
informacij so anketiranci oznacili strokovno literaturo (43,3 %), sledili so spletni viri,
namenjeni veganom (26,7 %), druzbena omrezja (8,3 %) ter informacije sorodnikov,
prijateljev oziroma znancev (5 %). Kar 10 % anketirancev pa je izbralo odgovor:
»Veganska prehrana ne povzroca nikakr$nih pomanjkanj hranil«, kar deloma sovpada z
odgovori na sedmo vprasanje, kjer 23 % anketirancev meni, da je z vegansko prehrano
mogoce pridobiti vsa potrebna hranila.
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7.1.9 ANALIZA DEVETEGA VPRASANJA

Eno pomembnejsih hranil, ki jih v veganski prehrani lahko primanjkuje, je vitamin B12, ki
ga najdemo izkljuno v Zivilih Zivalskega izvora. Zanimalo naju je, katere teZave, po
mnenju anketirancev, povzroca njegov primanjkljaj. Rezultati so bili sledeci:

slabokrvnost ali anemija
utrujenost

izguba apetita

tetave s prebavo (driska ali za...
psihiéne teZave (Zivénost, depr...
slabianje vida

izguba spomina

0 20 40 G0

Grafikon 5: Grafikon teZav, povezanih s primanjkljajem vitamina B12

7.1.10 ANALIZA DESETEGA VPRASANJA
Zavedanje tveganja primanjkljaja vitamina B12 Se ni dovolj za zdrav Zivljenjski slog, zato
naju je zanimalo, kako anketiranci potrebno koli¢ino vitamina B12, ki jo vsejedci pridobijo
z uzivanjem mesnih izdelkov, zadovoljijo ob svoji prehrani. Pridobili sva naslednje
rezultate:

e 71,7 % jih uziva prehranska dopolnila z vitaminom B12,

e 5% jih uZiva zivila, obogatena z B12,

e 5% jih v svojo prehrano vkljucuje Zivila, bogata z vitaminom B12 (alge, gobe ...),

e 3,3 % jih svojo prehrano skrbno nacrtuje in pazijo, da zauZijejo dovolj rastlinskih
zivil z vitaminom B12,

e 5% jih je prepricanih, da ga v njihovi prehrani ne primanjkuje,

e 3,3 % jih ni pozornih na to problematiko.

Anketiranci so pod rubriko »drugo« podali tudi odgovore:
o hranim se z ekoloSko pridelanimi rastlinami, pri katerih se B12 nahaja v
prsti,
o uZivam prehranska dopolnila, z vitaminom B12 obogatena Zivila.

Kar precej veganov za nadomescanje vitamina B12 v veganski prehrani uZiva prehranska
dopolnila (skoraj 72 %), Se 5 % jih posega po Zivilih, obogatenih z vitaminom B12. Celoten
deleZ obojih povsem sovpada z odstotkom tistih, ki se zavedajo, da v njihovi prehrani tega
vitamina primanjkuje, kar sva preverjali s sedmim vpraSanjem. Tam je 77 % anketirancev
na to vprasanje odgovorilo pritrdilno.
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Zavedanje glede pomanjkanja vitamina B12 v prehrani je med vegani kar veliko, a vseeno
skoraj cCetrtina meni, da je njihova veganska prehrana zdrava, da jim niCesar ne
primanjkuje ali se s tem vprasanjem sploh ne ukvarjajo. Nekaj med njimi je zmotno
prepri¢anih, da lahko z uzivanjem domace, ekoloske hrane ustrezno nadomestijo
manjkajoci vitamin.

7.1.11 ANALIZA ENAJSTEGA VPRASANJA

Poleg prehranskih dopolnil so zadnje ¢ase vedno bolj priljubljena z vitamini obogatena
zivila.

Mnogi vegani, ki se zavedajo primanjkljaja vitamina B12, ga nadomes$cajo z veganskimi
zivili, obogatenimi z B12, kot taka so navedli: kvasne kosmice, veganska mleka, koruzne
kosmice, zeleno zelenjavo, sojino mleko, obogateno z B12, gobe Sitake, alge (klorela, nori
in spirulina itd). Tak$na zivila uziva 33,3 % anketirancev.

Tisti, ki so navedli, da vitamin B12 nadomescajo z uZivanjem gob ali alg, ocitno Se niso
seznanjeni z dejstvom, da to niso Zivila, obogatena z vitaminom B12, pac pa zivila, ki
vitamin B12 vsebujejo, a je ta v obliki, ki je telo sesalcev ne absorbira, gre za t. i.
psevdovitamin B12. (Watanabe, 2002)

7.1.12 ANALIZA DVANAJSTEGA VPRASANJA

Veclinoma vegani za nadomesScanje B12 raje posegajo po prehranskih dopolnilih. Med
81,7 % anketiranci, ki uZivajo prehranska dopolnila, jih je najve¢ navajalo naslednja:
Viridian, Vivo life B12, Vagetology, Better You BOOST B12, Jamieson in Jarrow.

7.1.13 ANALIZA TRINAJSTEGA VPRASANJA

Preverili sva, kje anketiranci kupujejo prehranska dopolnila. Na ta odgovor je odgovorilo
52 anketirancev, ki prehranska dopolnila najpogosteje kupujejo v lekarnah ali
specializiranih trgovinah in v spletni prodaji, veliko manj v obi¢ajnih trgovinah.

@ vedno v lekamah

. W lekarnah all specializiranin prodajalnah
(Sanoclabor, DM, Sensilab...)
v vedjih obi¢ajnih prodajainah (Mercator,
Spar...)

@ preko spletne prodaje

@ kupim jih tam, Kjer jih dobim ceneje

Grafikon 6: Kraj nakupa prehranskih dopolnil

Ob iskanju v 12. vprasanju navedenih prehranskih dopolnil sva ugotovili, da so v trgovini
Sanolabor (specializirana trgovina) na voljo le prehranska dopolnila Now, Jamieson, B12
Holistic in Terranova, v lekarni pa so bili na voljo le Boost, Vegan Health in Valens. To
pomeni, da morebiti tudi tisti anketiranci, ki tega niso navedli, kupujejo prehranska
dopolnila preko spletne prodaje.
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7.1.14 ANALIZA STIRINAJSTEGA VPRASAN]JA
Zanimivo je bilo izvedeti, ali anketiranci vedno posegajo po enakih prehranskih
dopolnilih.

Kar 50 % jih vedno kupuje enaka prehranska dopolnila, 42,3 % pa prednost pred znamko
daje kakovosti. Med odgovori se je pojavil tudi »Pogosto menjam znamke, Ce katera 'ne
deluje’, saj dopolnila niso regulirana«.

7.1.15 ANALIZA PETNAJSTEGA VPRASANJA

Zanimalo naju je Se zavedanje o kakovosti prehranskega dopolnila, po katerem posegajo
uporabniki. Na to vprasanje je odgovorilo 50 anketirancev. Odgovori so bili precej
raznoliko razporejeni, a najvec se jih glede kakovosti zanese na informacije prodajalcev

(38 %).

@ DA, za svojega sem prvi¢ dobilla
analizni certifikat

@ DA, po kakovosti vprasam prodajalce in
zahtevam certifikat, ¢e je na voljo
) DA, glede kakovosti se zanesem na
) informacije prodajalcev

@ DA, pozanimalia sem se pri prijateljih in
znancih

@ NE, saj morajo biti kakovostni, &e se p...
@ NE, ker ne zaupam prodajalcem in se...

Grafikon 7: Kakovost prehranskih dopolnil B12

Zaklju¢ni komentar:

Po veganski prehrani najpogosteje posegajo Zenske v starostni skupini od 19 do 30 let, za
veganstvo se najpogosteje odloCajo zaradi moralno-eti¢nih razlogov. Kljub navidezni
»zdravosti« se vecina veganov zaveda nekaterih primanjkljajev takSne prehrane, zato
posegajo po Zivilih in prehranskih dopolnilih, ki bi ta primanjkljaj izni¢ili. VeCina Se kupuje
prehranska dopolnila (npr. Viridian, Vivo life B12 ipd.) v lekarnah in specializiranih
trgovinah in jih izbirajo glede na informacije, pridobljene od prodajalcev.
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7.2 HPLC DOLOCANJE VITAMINA B12

7.2.1 LINEARNOST CIANOKOBALAMINA
Za preverjanje linearnosti metode sva uporabili standarde, navedene v poglavju 6.2.3.1.
Raztopine sva pripravili, kot je opisano v poglavju o pripravi raztopin 6.6.1.1.

Vsako od raztopin (od LINO do LIN5) sva injicirali dvakrat, povrsina (area) je povprecje
obeh injiciranj.

Tabela 5: Rezultati linearnosti cianokobalamina

AREA KONC. (ug/ml) | Oznaka raztopine
34,1424 7,5 LINS
62,2773 15 LIN4
268,0733 75 LIN3
525,5967 150 LIN2
1.059,3050 300 LIN1
5.412,1748 1500 LINO
Linearnost cianokobalamin
1600
@
1400 y=0,2772x + 1,1926
RZ=1
1200
g 1000
-%-D 800
O
5 600
400
.~'....
200 .
N
0 e
0,0000 1.000,0000 2.000,0000 3.000,0000 4.000,0000 5.000,0000 6.000,0000
AREA

Slika 14: Premica linearnosti cianokobalamina

Metoda za dolocanje cianokobalamina je linearna v obmocju koncentracij od 7,5 do
1500 pg/ml.

KOMENTAR: Cianokobalamin je sinteticni analog vitamina B12, ki je zaradi svoje
stabilnosti in cenovne ugodnosti najpogosteje uporabljen v prehranskih dopolnilih in
obogateni hrani. (ivboost.uk, 2022) To je bil tudi razlog, da sva raziskavo zaceli z nabavo
tega standarda (Se pred raziskavo trga s prehranskimi dopolnili), iskanjem ustrezne
metode za analizo in preizkuSanjem linearnosti.
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Po analizi anketnega vprasalnika in raziskavi trga s prehranskimi dopolnili sva ugotovili,
da vecina trenutnih prehranskih dopolnil kot ucinkovino vsebuje metilkobalamin,
naravni analog vitamina B12, zato sva svoje raziskovanje nadaljevali z nakupom, iskanjem
metode za analizo in preizkuSanjem linearnosti tega analoga vitamina B12.

7.2.2 LINEARNOST METILKOBALAMINA

Za preverjanje linearnosti metode za metilkobalamin sva uporabili standarde, navedene
v poglavju 6.2.3.2. Raztopine sva pripravili, kot je opisano v poglavju o pripravi raztopin
6.6.1.2.

Vsako od raztopin (od LINO do LIN5) sva injicirali dvakrat, povrsina (area) je povprecje
obeh injiciran;.

Tabela 6: Rezultati linearnosti metilkobalamina

AREA KONC. (ug/mL) | Oznaka raztop.
34,1424 0,4025 LIN5
62,2773 1,610 LIN4

268,0733 6,440 LIN3
525,5967 16,10 LIN2
1.059,3050 161,0 LIN1
5.412,1748 322,0 LINO

LINEARNOST METILKOBALAMINA

350,0000
y =0,033x + 2,8096 o ®
300,0000 R?=0,9993 e
— 250,0000

—

200,0000

150,0000 »

Konc. (ug/m

100,0000

50,0000

0,0000 i
0,0000 10.000,0000

Area

Slika 15: Linearnost metilkobalamina

Metoda za doloCanje metilkobalamina je linearna v obmocju koncentracij od
0,4025 pg/ml do 322 pg/ml.

KOMENTAR: Metoda za metilkobalamin, ki sva jo izbrali, je bila v navedenem ¢lanku
opisana z vsemi parametri validacije po ICH standardih. To so standardi, ki jih v svojih
dokumentih predpisuje EMA (Evropska agencija za zdravila). (European Medical Agency,
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1995). Ker sva sami uporabili drugo kolono in je tudi nas§ HPLC sistem malenkost
drugacen od opisanega v clanku, predvsem pa starejSi in nevalidiran po standardih
kakovosti, sva Se sami najprej preverili linearnost metode. Ta je v Sirokem
koncentracijskem obmocju linearna, zato premico linearne regresije lahko uporabiva za
izraCun koli¢ine uc¢inkovine metilkobalamina v vzorcih vseh petih prehranskih dopolnil.

7.2.3 PONOVLJIVOST INJICIRANJA
Koncentracijo standarda sva injicirali Sestkrat, izracunali povprecno vrednost povrSine
(area), standardno deviacijo in relativni standardni odmik (RSD).

St. injiciranja Area

1 9871,6

2 9845,8

3 9890,3

4 9847,5

5 9858,8

6 10025,5

povprecje 9889,9
STDEV 68,5
RSD (%) 0,69

KOMENTAR: Ponovljivost injiciranja standarda je zelo dobra (RSD manj kot 1 %), kar
pomeni, da je kromatografski sistem dovolj stabilen, da daje ponovljive rezultate.

] DADTA. Sig=2104 Ref=360,100 (JANJA_ANALIZA VZORCEV 2022-06-22 13.24-25\0010702.0) ‘
mAU %]
|

800 j‘
] | metilkobalamin

600 ‘1/Rt=3,‘9 min

400 -

200~ it I g
|

i A / A
el N e

TRAEELE

2l

T T T T v
2 4 6 8

Slika 16: "peak"” metilkobalamina pri analizi standarda

54



Rea Doria Bergant, Tea Vovko. Veganstvo in vitamin B12

7.2.4 PONOVLJIVOST METODE

Ponovljivost metode sva preverili z analizo dvakrat treh paralelk vzorcev tablet 1.
Koncentracijo v pg/mL sva za vse vzorce izracunali iz enacbe premice pri linearnosti:
Y =0,033X + 2,8096,

pri Cemer je X ustrezna povrsina (area) in Y koncentracija ( pg/mL).

Maso metilkobalamina v pg/tbl sva izrac¢unali tako, da sva koncentracijo u¢inkovine v
pg/mL pomnozili s prostornino vzorca, pripravljenega v merilni bucki (100 mL), delili z
maso natehtanega vzorca tablet (mg) in pomnoZili s povpre¢no maso tablete (p. m. tbl.).
Vsi podatki so navedeni v poglavju priprave vzorcev prehranskih dopolnil (6.7).

Tabela 7: Rezultati ponovljivosti prvih treh paralelk vzorca tablet 1

VZ1 VZ2 VZ3
Area_povprecdje (X) 753,12378 762,377865 743,06592
Konc. (Y, ug/ml) 27,66 27,97 27,33
m metilkobalamina (pg/tbl) 2673 2873 2662
povprecna m (ug/tbl) 2698
STDEV 52,0
RSD (%) 1,9

Tabela 8: Rezultati ponovljivosti drugih treh paralelk vzorca tablet 1

VZ4 VZ5 VZ6
Area_povpredje (X) 709,92151 753,8049 769,308015
Konc. (Y, ug/ml) 26,24 27,69 28,20
m metilkobalamina (pg/tbl) 2683 2704 2701
povprecna m (ug/tbl) 2696
STDEV 12
RSD (%) 0,43

Izracunali sva Se skupno povprecno maso, standardno deviacijo (STDEV) in relativni

standardni odklon (RSD) za vseh Sest vzorcev.

Tabela 9: Povpredje vseh Sestih paralelk vzorca

povprecna m (ug/tbl) 2697
STDEV 34
RSD (%) 1,2

RSD ponovljivosti analize dvakrat treh paralelk vzorca tablet 1 je 1,2 %, kar pomeni, da

metoda daje ponovljive rezultate.




Rea Doria Bergant, Tea Vovko. Veganstvo in vitamin B12

KOMENTAR: Metoda za metilkobalamin se je izkazala za linearno in dobro ponovljivo.
Zacudila naju je predvsem tako velikanska razlika med povprecno vsebnostjo u¢inkovine
metilkobalamina v naSih vzorcih tablet 1 (2697 pg/tbl) in deklarirano vsebnostjo,
navedeno na embalaZi (1000 pg/tbl). Povprec¢no odstopanje je kar neverjetnih 170 %.

[z tega razloga sva se, ceprav je metoda v literaturi validirana, odlocili preveriti tudi njeno
to¢nost. To sva izvedli na nacin, da sva v raztopine vzorca tablet dodali doloceno znano
koli¢ino raztopine standarda. Iz kromatogramov vzorcev z dodanim standardom sva
izracunali koncentracijo ucinkovine metilkobalamin ter od nje odsteli povprecno
koncentracijo v samih vzorcih. Tako sva dobili dobljene koncentracije in s primerjavo z
dodanimi Kkoncentracijami metilkobalamina izracunali izkoristek oziroma tocCnost
metode.

7.2.5 TOCNOST METODE

Tocnost metode sva dolo¢ili na podlagi treh paralelk vzorcev, katerim sva dodali tri
razlicne koncentracije standarda, najniZja koncentracija je bila primerljiva s koncentracijo
V VZOrcu.

Tabela 10: Rezultati analize samih vzorcev in izracun koncentracije metilkobalamina v njih

POVPRECNA
VZ1 VZ2 VZ3 KONCENTRACIJA V SAMIH
VZORCIH (pg/mL)
Area_povprecje (X) | 908,4178 924,816 992,753 | 941,996
Konc. (Y), ug/ml) 32,79 33,33 35,57 33,90

Tabela 11: Izracun izkoristka med dobljenimi in dodanimi koncentracijami standarda - tocnosti metode

Tocnost metode VZ4 VZ5 VZ6
STD - dodan (pg/ml) 25,76 64,4 128,8
Area_povprecdje (X) 1810,781 3157,17 5326,98
Konc. - dobljena (Y), ug/ml | 62,57 107,00 178,60
STD - dobljen (ug/ml) 28,67 73,10 144,70
IZKORISTEK (%) 111,3 113,5 112,3
Povprecni izkoristek 112

STDEV 1,1

RSD (%) 0,99

Toc¢nost metode je od 111,3 % do 113,5 % pri treh razlicnih koncentracijah standardov,
povprecje je 112 %, sipanje (RSD) je 0,99 %.

KOMENTAR: Metoda je dovolj to¢na, da bi z njo lahko dolocili dejanske kolic¢ine
ucinkovine metilkobalamina v prehranskih dopolnilih.
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7.2.1 ANALIZA PREHRANSKIH DOPOLNIL
Analizirali sva dva vzorca v obliki tablet in tri vzorce v obliki podjezi¢nih prsil.

Tabela 12: Deklarirane vsebnosti analiziranih prehranskih dopolnil

DEKLARIRANA PDV* (%)
VSEBNOST
TABLETA 1 1000 pg/tbl 40000 %
TABLETA 2 250 pg/thl 10000 %
PRSILO 1 250 pg/razprsek 1000 %
PRSILO 2 6 ug/razpriek 240 %
PRSILO 3 300 pg/razprsek 12000 %

*PDV - deleZ priporocenega dnevnega vnosa za odrasle, ki je preracunan na podatek 2,5 pg po Se vedno veljavni
uredbi EU iz leta 2011 (Priloga XIII) (Uradni list Evropske unije, 2011)

7.2.1.1 ANALIZA TABLET

Rezultat je tabletah 1 je povprecje prvih treh paralelk vzorcev, ki sva jih uporabili za

ponovljivost metode, pri tabletah 2 sva zaradi slabih kromatogramov uporabili le eno
paralelko vzorca, a tudi ta ni bila najboljsa

Tabela 13: Rezultati analize tablet

TABLETA 1 TABLETA 2
m (metilkobalamin/tbl, pg) | 2698 312
odstopanje od deklarirane | 170 % 25%
vsebnosti

KOMENTAR: Zaradi velikega odstopanja od deklarirane vsebnosti tablete 1 in slabih
kromatogramov dveh paralelk tablete 2 sva analizi obeh vzorcev ponovili Se enkrat.

Dodatni razlog za ponovitev analiz je bila tudi delovanje HPLC sistema, saj sva med
sekvencno analizo vzorcev ugotovili, da prihaja do spreminjanja tlaka, kar je lahko
posledica zamasitve HPLC Crpalke.

[ DAD1 A, Sig=210,4 Ref=360,100 (JANJA_LINEARNOST 2022-06-21 12-31-161001-0102.D)
mAU

100 %
;4

80

| metilkobalamin
R /Rt =3,0 min

T=7.415

!‘4032

Slika 17: Prvotni kromatogram analize vzorca tablete 1
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Slika 18: Prvotni kromatogram analize vzorca tablete 2

Po opravljenem servisu HPLC sistema sva tako Se enkrat analizirali oba vzorca tablet.
Rezultati ponovljene analize so povprecje treh paralelk obeh vzorcev tablet s podano
standardno deviacijo (RSD) med paralelkami in povpre¢nim odstopanjem od deklarirane
vsebnosti. Vsaka paralelka je injicirana dvakrat.

Tabela 14: Rezultati ponovne analize tablet

TABLETA 1 TABLETA 2
m(metilkobalamin/tbl, pg) | 2618 408
RSD (%) 3,1 51
Odstopanje od deklarirane | 162 % 63 %
vrednosti

KOMENTAR: Rezultati obeh tablet odstopajo od deklarirane vsebnosti, tablete 1 znatno
bolj od tablet 2. Tudi z upoStevanjem rezultatov za to¢nost metode (povprecno 12 %), je

odstopanje zelo veliko.

mAU 1
so{
50
ol

30 I

20

k262

| metilkobalamin
/ Rt = 4,3 min

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=360,100 (JANJA_VZORCI 512 2022-07-04 09-52-121003-0402.0)
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Slika 19: Kromatogram vzorca tablete 1

T DAD1 A Sig=2104 Ref=360.100 (JANJA_VZORCI B12 2022-07-04 09-52-121006-0601.0)

3
|

‘ metilkobalamin
/ Rt = 4,0 min
20} \

Slika 20: Kromatogram vzorca tablet 2

7.2.1.2 ANALIZA PRSIL

Vsak vzorec prsil sva pripravili z uporabo 4 razprskov. Rezultati so pri vseh treh prsilih
povprecje treh paralelk vzorcev.

Tabela 15: Rezultati analize prsil

PRSILO 1 PRSILO 2 PRSILO 3
m (metilkobalamin, 283 493 371
pg/razprsek)
RSD (%) 9,8 9,2 10,0
odstopanje od deklarirane 13 8112 24
vsebnosti (%)
[T BAGT A Sg-315.4 Fels 300,150 LANIA_ANALIZA VIDRCEV 30730822 13- 24250060001 O)
" §  metilkabalamin,
1 ‘ Rt=4.0min
» 5
o --/' J ‘ o\ 3

Slika 21: Prvotni kromatogram vzorca prSila 1
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Slika 22: Prvotni kromatogram vzorca prsila 2
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Slika 23: Prvotni kromatogram vzorca prsila 3

KOMENTAR: Kljub temu da rezultati za prsilo 1 in prsilo 3 ne odstopajo od deklarirane
vrednosti, so se med analizo ¢asi odziva metilkobalamina spreminjali zaradi Ze zgoraj
opisanih tezav s HPLC sistemom (¢rpalko). Ker so tudi ponovljivosti slabe (visok RSD),
sva vse tri vzorce prsil po servisu Se enkrat analizirali.

Tabela 16: Ponovljeni rezultati analize prfil

PRSILO 1 PRSILO 2 PRSILO 3

m(metilkobalamin, pg /razprsek) 416 78 306

odstopanje od deklarirane vsebnosti (%) | 66 1179 2

KOMENTAR: Ponovljena analiza je pokazala, da je najblizje deklarirani vsebnosti prsilo 3
(skoraj identi¢no), precej vec¢ odstopa prsilo 1, medtem, ko je ima prSilo 2 zares veliko
odstopanje.
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Ker je na kromatogramu prsila 2 zaradi zelo majhnega odziva bilo nemogoce ugotoviti,
kateri pripada metilkobalaminu, sva posneli Se en kromatogram istega vzorca, tokrat z
malce dodanega standarda. Po povecanju odziva sva potem ugotovili, kateri pripada
metilkobalaminu. Pri tem sva ugotovili, da sva pri prvotni analizi pri tem prSilu naredili
napako in za povrsino uporabili odziv necesa drugega in ne metilkobalamina.

Ponovljena analiza je potekala zelo dobro, kromatografski sistem je bil ves ¢as stabilen,
enako kot bazna linija, odzivi so bili dovolj zaznani in simetric¢ni, zato meniva, da so ti
rezultati ustrezni po metodi, ki sva jo uporabili.

‘ T—7 DAD1 A, Sig=210.4 Ref=360,100 (JANJA_VZORCI B12_2 2022-07-05 10-10-121012-0102.0) |
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{ | . .
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Slika 24: Kromatogram vzorca prsila 1
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Slika 25: Kromatogram vzorca prSila 2
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Slika 26: Kromatogram vzorca prsila 2 z dodanim standardom za identifikacijo odziva metilkobalamina

[ DAD1 A, Sig=210.4 Ref=350,700 (JANJA_VZORCI B12_2 2022-07-05 10-10-12014-0301.0}
mAU ]
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Slika 27: Kromatogram prsila 3

7.2.2 STABILNOST STANDARDA

Raztopina standarda je bila izpostavljena razlicnim pogojem, in sicer svetlobi in sobni
temperaturi (spreminjajoca se), temi in nizki temperaturi (hladilnik) ter temi in regulirani
temperaturi 25 stopinj Celzija (susilnik).

Slika 28: Viale s standardom, izpostavljene svetlobi za 48 h
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Koncentracija standarda: 322 pg/ml.
Vsaka zapisana povrsina je povprecje dveh injiciranj.

Tabela 17: Sprememba aree pri standardih, izpostavljenih razlicnim zunanjim pogojem

Area povpr. | Razlika (%)
Standard svez - odziv (area) 10131,75
Standard 1 - 48 h, tema, hladilnik 10892,25 7,51
Standard 2 - 48 h, tema, hladilnik 11136,45 9,92
Standard 1 - 48 h, svetloba, sobna T / ni odziva
Standard 2 - 48 h, svetloba, sobna T / ni odziva
Standard 1 - 48 h, tema, susilnik 25 °C | 11480,96 13,32
Standard 2 - 48 h, tema, susilnik 25 °C | 11294,45 11,48

KOMENTAR: Na svetlobi je metilkobalamin (Rt = 4,0 min) popolnoma razpadel, mo¢no
se je povecal odziv pri Rt = 2,6 min. Ta naj bi po navedbah iz literature pripadal bolj
stabilnemu analogu vitamina B12, to je hidroksimetilkobalamin. V literaturi je navedeno,
da je metilkobalamin zelo obcutljiv na svetlobo, na kateri skoraj trenutno razpade.
Razpadni produkt hidroksikobalamin je bil potrjen z molekulsko maso. (A. H. Chamle,
2018)

Vse razlike v povprec¢nih povrSinah odziva standarda pri stabilnosti standarda v temi so
blizu 10 %, kar je v mejah dobljene tocnosti naSe metode.

metilkobalamin, Rt = 4.1 min

Slika 29: Kromatogram standarda po 48 h v temi v hladilniku
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metilkobalamin,
/ Rt=4.1 min

Slika 30: Kromatogram standarda po 48 h v temi v susilniku na 25 °C

pri Rt =4,1 min
ni odziva

Slika 31: Kromatogram standarda po 48 h na svetlobi pri sobni temperaturi

7.2.3 STABILNOST VZORCEV PREHRANSKIH DOPOLNIL
Prehranska dopolnila v obliki tablet sva izpostavili razlicnim pogojem, in sicer sva cele in
zdrobljene tablete postavili na svetlobo in sobno temperaturo.

7.2.3.1 CELE TABLETE NA SVETLOBI

Ko sva ugotovili, kako zelo je nestabilna u¢inkovina metilkobalamin na svetlobi, ne pa
veliko na temperaturo, sva cele tablete vzorca tablet 1 in tablet 2 pustili na svetlobi
(nepokrite in nezascitene) 48 ur (2 dni). Po tem ¢asu sva pripravili raztopini vzorca in ju
analizirali enako kot sveZe. Primerjali sva rezultate vsebnosti metilkobalamina med
vzorci tablet iz originalne embalaZe (t = 0 h) ter vzorci tablet, ki so dva dni stale na svetlobi
(t=48h).
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Slika 32: Cele tablete 1 po 48 urah na svetlobi (zgoraj) v primerjavi z originalnimi (spodaj)
Rezultati so povprecje dveh injiciranj vsakega od vzorcev tablet.

Tabela 18: Rezultati analize celih tablet prehranskih dopolnil, hranjenih 48 h na svetlobi

[zra¢un metilkobalamina TABLETE 1 TABLETE 2
m (metilkobalamin/tbl, pg) 2065 338
m(metilkobalamin/tbl, ug),t=0h | 2698 312
stabilnost (%) -23 8

] CADTA_Sge710.4 Rete300 100 (JANJA_STABLNGSY STO_VIORD RIT N 1115005057503 T)
AL J =

| 3
‘ metilkobalamin,
] 3 ‘ Rt=4.1 min
® : ?
4 é i
; A A o - : * '
k. 2 . s 3 e

Slika 33: Kromatogram vzorca celih tablet, izpostavljenih svetlobi 48 h
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metilkobalamin,
Rt=4.1 min

Slika 34: Kromatogram vzorca celih tablet 2, izpostavljenih svetlobi 48 h

KOMENTAR: Iz rezultatov je razvidno, da je koli¢ina metilkobalamina v tabletah 2, ki so
stale na svetlobi, primerljiva s koli¢ino v tabletah, vzetih iz originalne embalaZe. Vzorec
tablet 2 je stabilen na svetlobi, saj je razlika (8 %) v okviru ugotovljene to¢nosti metode.
Koli¢ina metilkobalamina v tabletah 1, ki so stale 48 h na svetlobi pa se je v primerjavi s
sveZe uporabljenimi tabletami (0 h) zmanjSala za cetrtino (23 %), kar je vec kot je
ugotovljena to¢nost metode. Sklepamo lahko, da so tablete 1 na svetlobo bolj obcutljive,
kar bi lahko deloma sklepali Ze iz precej spremenjenega videza tablet (Slika 26).

7.2.3.2 ZDROBLJENE TABLETE NA SVETLOBI

Preverili sva Se stabilnost zdrobljenih tablet 1, ki sva jih pustili na svetlobi 48 ur (2 dni)
ter iz njih pripravili raztopino vzorca in jo analizirali. Primerjali sva rezultat vsebnosti
metilkobalamina med vzorcem tablet iz originalne embalaZe (t = 0 h) ter vzorcem tablet,
ki so dva dni stale zdrobljene na svetlobi (t = 48 h).

Tabela 19: Rezultati analize zdrobljenih prehranskih dopolnil, izpostavljenih svetlobi

Izra¢un metilkobalamina TABLETE 1
m (metilkobalamin/tbl, pg) 2318,63
m(metilkobalamin/tbl, ug),t=0h | 2698
stabilnost (%) -17

KOMENTAR: Koli¢ina metilkobalamina v tabletah 1, ki so zdrobljene stale 48 h na svetlobi
se je v primerjavi s sveZe uporabljenimi tabletami (0 h) zmanjsala za 17 %, kar je vec kot
je ugotovljena toCnost metode.
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metilkobalamin,
/ Rt=4.1 min

Slika 35: Kromatogram PD 1, izpostavljenega svetlobi za 48 ur v obliki zdrobljenih tablet

7.3 PREHRANSKA DOPOLNILA Z VITAMINOM B12 NA SLOVENSKEM TRGU

Prehranska dopolnila z vitaminom B12 so, kot vsa druga, na voljo v lekarnah in
specializiranih prodajalnah. Pregled nekaterih specializiranih prodajaln in lekarn na
spletu ponudi Stevilne izdelke, ki so v prodaji kot prehranska dopolnila vitamina B12
(Tabela 4), vecina med njimi vsebuje u¢inkovino metilkobalamin.

Zanjo navajajo, da je naravna in bioloSko najbolj u¢inkovita oblika vitamina B12, ¢eprav
je jasno, da se vse oblike pretvorijo v znotrajcelicne aktivne oblike v razmerju, na katerega
oblika zauzitega B12 nima vpliva. (Christiana Paul, 2022)

Da je veganstvo v porastu, je razvidno tudi iz poplave prehranskih dopolnil vitamina B12,
pri katerih ponudniki navajajo, da so primerna tudi za vegane.
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Tabela 20: Pregled prehranskih dopolnil na trgu

Veganstvo in vitamin B12

Blagovna Farmacevtska . Dnevni odmerek /
. o - . Deklarirana Cena na . N
znamka / Ime izdelka oblika in Ucinkovina vsebnost spletu priporocen dnevnl
prodajalna pakiranje P vnos (% PDV*)
enkrat merica 5 ml,
drugic polovitna merica
Holistic / . . raztopina, . . (2,5 ml), na embalaZi
Sanolabor Vitamin B12 150 ml cianokobalamin 500 pg/2,5 ml 18,90 € Kolitina za 60 dnevnih
odmerkov (2,5 ml) /
20000 %.
Now / zvecljive tablete, : . 14,65 € 0
Sanolabor Methyl B-12 100 thl metilkobalamin 1000 pg/tbl 16,09 € 1tbl /40000 %
Better you / Boost Vitamin "
Sanolabor, B12 Daily Oral ustno prsilo, metilkobalamin 1200 L{g/‘l 15,50 € 4 razprski / 48000 %
25 ml razprske
DM Spray
Terranova / | Vitamin B12 500 . . o
Sanolabor ug kapsule, 50 kapsul metilkobalamin 500 pg/kapsulo 18,24 € 1 kapsula / 20000 %
G&G
Vitamins / Vitamin B12 . . o
Lekarna 1000 pg kapsule, 120 kapsul metilkobalamin 1000 pg/kapsulo 16,15 € 1 kapsula / 40000 %
Ljubljana
Jamieson / C
Lekarna B 12 250 ng podjezicne tablete, metilkobalamin 250 pg/tbl 875¢€ 1tbl /10000 %
L 100 tbl 9,44 €
Ljubljana
Jamieson / C
Lekarna B 121000 ng podjezicne tablete, metilkobalamin 1000 pg/tbl 14,24 €, 1tbl /40000 %
L 100 tbl 14,46 €
Ljubljana
Valens / " v
Lekarna B 12 ustno prsilo, metilkobalamin 250 ug/razprsek 10,35 € 1 razprSek / 10000 %
Ljubljana 25 ml (0,2 ml)
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Veganstvo in vitamin B12

Natural
Wealth / B 12 tablete, 50 tbl cianokobalamin 100 pg/tbl 12,71 € 1 thl / 4000 %
Lekarna
Ljubljana
Ekolife 2 ml / 80 % (pri sestavi
Natura / Liposomal “. : : napaka, saj je navedena
Lekarna vitamine B12 tekocina, 60 ml hidroksokobalamin 2 ug/2 ml 17,01 € vrednost 2 mg in 80 %
Ljubljana PDV)
Soria tablete s o .
Natural / Vit B12 podalj$anim vitamin B12 (oblika 2,5 ug/thl 9,45 € 1tbl / 100 %
vy ni navedena)
DM sproScanjem, 48 tbl
Nutrilab / o . . :
DM Vitamin B12 kapsule, 60 kapsul cianokobalamin ni podatka 5,99 € 1 kapsula
Mivolis / DM Vitamin B12 sumezcg ;cg})lete, cianokobalamin 12,5 pg/tbl 0,89 € 1 kapsula / 500 %
Ulla ustno prsilo 2,5ug/2 Sk
cosmetics / Vitamin B12 p ’ cianokobalamin 2 HE/ £ razprska 6,99 € 2 razprska / 100 %
M 10 ml (200 mg)

*PDV v % je povzet po priporocilih Nacionalnega instituta za javno zdravje (NIJZ). Po navedbah je 100 % PDV za odraslega ¢loveka 4 pg na dan (Tabela 2).

(Nacionalni inStitut za javno zdravje, 2022)

Dnevni priporoceni vnosi v % na izdelkih ne sledijo slovenskim priporoc¢ilom NIJZ, pa¢ pa so preracunani na priporoceni dnevni odmerek 2,5 pg, kar je manj od
priporocil NIJZ ali EFSE. Na nekaterih izdelkih je navedeno, da ustrezajo PDV, kot ga podaja EFSA ali EU, kar pa ve¢inoma za odraslo osebo ne ustreza. Tudi EFSA
priporoca za odraslo osebo 4,0 pg. (Authority, 2015)
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8 RAZPRAVA

Z raziskovanjem poznavanja prehrane veganov sva ugotovili, da nekatera dejstva ostajajo
skrita tako nam, kot veganom samim, zato naju je zanimalo poznavanje le teh. Tu gre
predvsem za pomanjkanje nekaterih hranil, med katerimi je vitamin B12 tisti, ki ga s
striktno vegansko prehrano ni mogoce dobiti. Z najino anketo sva ugotovili, da se dobre
tri Cetrtine ljudi (76,7 %), ki se prehranjuje vegansko, zaveda pomanjkanja vitamina B12
in nekaterih drugih hranil v njihovi prehrani. Na drugi strani je slaba cetrtina (23,3 %)
anketirancev prepricanih, da je veganska prehrana bolj zdrava od prehrane vsejedca in
ne le to, prepricani so, da je z njo moZno pridobiti vsa potrebna hranila.

Slabo poznavanje veganske diete si mogoce lahko razlagamo z dejstvom, da je kar 76,7 %
anketirancev veganov zaradi moralno-eti¢nih razlogov, le 13,3 % se je za to dieto odlocilo
iz zdravstvenih razlogov. Poleg tega se poraja vpraSanje o zavedanju ustreznosti veganske
prehrane pri tistih, ki so se za tak nacin odlo¢ili, zaradi »modernosti« omenjene prehrane.

Mogoc razlog je tudi to, da je Se vedno precej veganov, ki menijo, da lahko vitamin B12
dobimo iz Zivil, kot so razli¢ne gobe (Sitake) ali alge (klorela, spirulina), ki so pri veganih
precej pogoste v njihovi prehrani. A raziskave so pokazale, da le ta Zivila vsebujejo za nas
neprebavljiv vitamin B12, t.i. psevdovitamin.

Hipotezo A o tem, da se 90 % veganov zaveda pomanjkanja B12 v svoji prehrani sva
tako ovrgli.

Skoraj enako Stevilo veganov, kot se jih zaveda pomanjkanja vitamina B12, le tega
nadomesca s prehranskimi dopolnili. Takih je kar 71,7 % anketirancev. Ostalih 5 % tistih,
ki se zavedajo pomanjkanja tega pomembnega vitamina, ga nadomesca z Zivili,
obogatenimi z vitaminom B12, npr.: kvasni kosmici, sojino mleko obogateno z vitaminom
B12, rastlinski napitki z dodanimi vitamini. Problem z vitaminom B12 obogateno hrano
je oblika vitamina, ki se nahaja v Zivilu. Po navadi gre za obliko metilkobalamin, ki je zelo
obcutljiva na svetlobo, na kateri prakti¢no popolnoma razpade.

Nekaj ljudi je seveda takih, ki menijo, da vitamin B12 nadomescajo z uZivanjem gob ali alg,
kar smo Ze ugotovili, da ne drzi.

Nekateri celo menijo, da ¢e uZivajo domaco in ekolosko pridelano hrano, z njo dobijo vsa
potrebna hranila, kar kazZe tudi na popolno nepoznavanje tako ekoloSke pridelave kot
veganstva. Zdi se, da je med ljudmi v vseh generacijah nekaj takih, ki enostavno nimajo
dovolj znanja in ga niti ne znajo ali celo ne Zelijo pridobiti. Nekateri pa se zanesejo na
»posredna« znanja, ki jih dobijo na druZbenih omrezjih, ki pa, kot vemo, so velikokrat
netocna in nezanesljiva.

Nekaksno smiselno alternativo predstavljajo prehranska dopolnila, kjer pa se pojavlja
vedno veC podrobnosti, na katere moramo biti pozorni. Ker prehranska dopolnila niso
zdravila, kar mora biti na embalaZi posebno oznaceno, ustrezno kakovostno analizno
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preizkusSanje za pojav na trgu ni obvezno, zato se hitro zgodi, da gre za izdelke slabSe
kakovosti. Sami sva za preverjanje kakovosti prehranskih dopolnil Zeleli pridobiti
analizne certifikate, dobiti pa je bilo mozZno le enega in Se to le na vpogled, za druge so
proizvajalci dejali, da potroSnikom niso na voljo.

Ze sami sva sicer podvomili, da je zelo veliko veganov tistih, ki jim je na prvem mestu
pomembna kakovost prehranskih dopolnil, a mislili sva si, da jih je mogoce vsaj polovica.
[z rezultatov ankete pa je razvidno, da se kar 22 % ankterancev o kakovosti prehranskih
dopolnil ne pozanima, Se preostalih 12 % pa se pozanima pri prijateljih in znancih, kar
pogosto ni najbolj zanesljivo zagotovilo za kakovost. Nadalje je 38,5 % anketirancev, ki se
posluZuje spletne prodaje, preko katere ne moremo dobiti informacij o kakovosti
prehranskih dopolnil oziroma je po opozorilih uradnih institucij (NIJZ) nacin nabave
prehranskih dopolnil, ki ni najboljsi, saj ne vemo, kdo stoji v ozadju te prodaje.

Zanimivo je tudi, da jih je med anketiranci kar 16 % odgovorilo, da so za svoje prehransko
dopolnilo prvic dobili certifikat, a po najinih izkuSnjah, ki sva jih pridobili pri trgovcih, v
tako visok rezultat malce dvomiva.

Hipotezo B, kjer sva menili, da je vsaj polovici veganom pomembna kakovost
prehranskih dopolnil z vitaminom B12, lahko potrdiva, Ce sestejeva vse tiste, ki se o
kakovosti prepricajo na kakrsenkoli nacin ali jim je ta vsaj pomembna.

Pri HPLC analizi sva naleteli na precej problemov in nepri¢akovanih situacij. Prva je bila
ta, da sva iz literature brez predhodnega pregleda trga prehranskih dopolnil, sklepali, da
veCina vsebuje ucinkovino cianokobalamin, ki je cenovno najugodnejsi in ga umetno
pripravljajo s tem namenom. Realnost je pokazala popolnoma drugacno sliko, vec¢ina
prehranskih dopolnil vsebuje metilkobalamin. Zato sva za svoje analize nabavili najprej
standard cianokobalamin, potem Se metilkobalamin. Slednji je bil precej draZji in
primorani sva bili v nakup manjse koli¢ine, zato ga za vse analize, tudi ponovljene po drugi
metodi veC nisva imeli dovolj. Metoda, ki sva jo izbrali za analizo produktov z
metilkobalaminom, je bila sicer validirana, a ugotovili sva, da je valovna dolZina za
detekcijo u¢inkovine, 210 nm, na strmem podrocju UV VIS spektra za metilkobalamin, kar
je lahko problemati¢no, saj majhna napaka detektorja lahko vodi v precej$njo razliko med
rezultati. (Shah & Shah, Vol 9, Issue 4, 2017). Metoda, ki sva jo izbrali in uporabili, je sicer
v Sirokem koncentracijskem obmodju linearna (faktor R? je 0,9993), tudi ponovljivost
injiciranja je zelo dobra. Ravno tako je dobra ponovljivost metode, ki sva jo preizkusili na
enem od petih analiziranih vzorcev s Sestimi paralelkami (RSD je znasal 1,2 %). Slabsa od
pricakovanj in podatkov v ¢lanku pa je ugotovljena to¢nost metode (povprecje 112 %).
Ravno zaradi toc¢nosti bi ob zadostni koliCini standarda zagotovo preizkusili Se kakSno od
v literaturi najdenih metod, a Zal to ni bilo mogoce.

71



Rea Doria Bergant, Tea Vovko. Veganstvo in vitamin B12

Hipotezo C, da je metoda za metilkobalamin v Sirokem koncentracijskem obmocju
linearna, daje ponovljive in tocne rezultate lahko delno potrdiva, saj rezultati
tocnosti niso najboljsi.

Ker je v literaturi Ze ugotovljeno, da je standard metilkobalamin zelo fotosenzibilen (A. H.
CHAMLE, 2018), sva to Zeleli preizkusiti tudi sami. Standard se je izkazal za precej
obstojnega, ¢e ga hranimo v temi in zelo nestabilnega na svetlobi. Po dveh dneh vrha z
metilkobalaminom na kromatogramu odziva metilkobalamina ni bilo vec.

Pri stabilnosti vzorcev tablet, hranjenih na svetlobi, pa nisva ugotovili tako zelo drasti¢nih
razlik. Pri analizi vzorca tablet 1 je sicer bil opaZen padec vsebnosti uc¢inkovine za blizu
20 %, a vseeno ucinkovina ni razpadla v celoti, tako kot v samem standardu. Poleg tega se
pri tabletah 2 ni pokazalo znatno zniZanje vsebnosti u¢inkovine metilkobalamina.

Hipotezo D, da se bo standard metilkobalamin, izpostavljen svetlobi, popolnoma
razgradil, enako se bo zgodilo tudi v tabletah prehranskih dopolnil, ¢e jih hranimo
odprte na svetlobi, lahko delno potrdiva. Potrjujeva del, vezan na standard, na tablete
pa ne v celoti.

Z rezultati analiz prehranskih dopolnil nisva zadovoljni, saj sva za tablete 1 tudi po
veCkratni analizi dobili vedno podobne in ponovljive rezultate vsebnosti, ki pa so za
170 % odstopali od deklarirane vsebnosti, navedene na embalaZi (namesto 1000 pg, sva
midve dobivali rezultate od 2600 do 2700 pg ). Tudi analiza tablet 2 je pri ponovitvi, kjer
je bila kromatografija boljSa (dodatno preverjen HPLC sistem po opravljenem servisu),
dala precej visje rezultate kot so deklarirani.

Glede na to, da je najina metoda pokazala tako linearnost odzivov od koncentracije,
ponovljivost metode in tudi relativno dobro to¢nost, so moZni razlogi za odstopanje v tem,
da se v odzivu metilkobalamina (identificiran po retenzijskem casu) lahko »skriva« Se
katera druga substanca. To bi lahko ugotovili z analizo ¢istosti odziva (»peak purity«), ki
pa ga midve na naSem sistemu nisva mogli izvesti.

A vseeno lahko kar z veliko verjetnostjo trdiva, da je bila v tabletah 1 vecja koli¢ina
metilkobalamina od deklarirane vsebnosti, saj bi tezZko tako veliko razliko pripisali le
prikrivanju odzivov.

Pri prsilih so pri prsilu 1 rezultati visji od deklarirane vsebnosti, a tudi tu bi to dejstvo
lahko pripisali morebitnim drugim odzivom, ki so skriti pod odzivom metilkobalamina.
Rezultati za tretje prSilo so skoraj povsem identicni deklarirani vsebnosti, tudi
kromatogram je lep. Tu je Se drugo prSilo z izrazito niZjo deklarirano vsebnosti (6 pg) od
ostalih dveh. Po tem, ko sva z dodatkom standarda v raztopino vzorca identificirali, kateri
odziv pripada metilkobalaminu (v prvotni analizi nisva upoStevali pravega odziva,
oziroma je bil dejanski tako majhen, da ga prvotni integracijski parametri niso zaznali, na
celotni skali pa ni bil opazen), je bil rezultat sicer dosti niZji kot pri prvotni analizi, a Se
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vedno veliko prevec oddaljen od deklarirane vsebnosti. Tudi tu bi sicer lahko bila znotraj
odziva Se kaka druga substanca, a tako veliko odstopanje tezko pripiSeva temu.

Vsekakor se zavedava, da bi dileme o ustreznosti analize vzorcev lahko uspesno resili, e
bi analize ponovili z drugo metodo. Na spletu jih je Se kar nekaj, tudi z valovnimi
dolzinami, ki so bolje izbrane (na »platojih« UV spektra metilkobalamina), a na zalost
zaradi povsem porabljenega standarda to ni bilo mogoce.

Kot rezultat analize vzorcev prehranskih dopolnil bi dejali, da bi trije od petih morebiti
lahko ustrezali deklarirani vsebnosti, medtem ko dva (ene tablete in eno prsilo) skoraj
zagotovo ne, saj so odstopanja zares velika.

Hipotezo E, da bodo rezultati analize vsebnosti ucinkovine v prehranskih dopolnilih
primerljivi z deklariranimi vrednostmi, navedenimi na embalazi, lahko delno
potrdiva, saj bi to lahko veljalo za tri od petih prehranskih dopolnil.

Pri nabavi prehranskih dopolnil sva Zeleli preko prodajalk priti do dokumentacije
proizvajalcev, ki bi zagotavljala kakovost izdelkov, a so po poizvedovanju pri proizvajalcih
prodajalke (farmacevtke) tako v lekarni kot v specializirani prodajalni povedale, da
dokumentacija o analizah in zagotovitvi kakovosti (analizni certifikat) ni na voljo
potros$nikom. Le v lekarni je farmacevtka en certifikat pridobila, a nama je bil na voljo le
na vpogled. Tako ga niti nisva mogli zares dobro preuciti.

Hipotezo F, da bodo za prehranska dopolnila v lekarnah in specializiranih
prodajalnah na voljo dokumentacije proizvajalcev, ki zagotavljajo njihovo kakovost,
ne moreva potrditi, ker to ne drZi.

Glede na to, da je regulativa prehranskih dopolnil minimalna in omogoca, da so na trgu
dostopna tudi prehranska dopolnila slabSe kakovosti, je v primeru redne uporabe
prehranskih dopolnil z vitaminom B12 smiselno poseci po zdravilih, ki vsebujejo ta
vitamin, saj so veliko bolj preverjana in imajo dostopna navodila za uporabo. Nekaj zdravil
iz baze podatkov zdravil: B-complex filmsko obloZene tablete z 1 pg cianokobalamina v
tableti, Makrovit obloZene tableta z 2 ug cianokobalamina, Elevit Pronatal filmsko
obloZene tablete s 4 pg cianokobalamina, Pikovit forte obloZene tablete s 6 pg
cianokobalamina. (NIJZ, 2022)
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9 ZAKLJUCEK

Pri ustvarjanju raziskovalne naloge sva se srecali z mnogimi izzivi. Naucili sva se
poglobljenega dela z razli¢nimi viri in iskanja ter zapisa pomembnih podatkov, prav tako
pa sva se prvic¢ srecali z analizno kemijo in HPLC kromatografijo ter pridobili mnoga
znanja, ki nama bodo v nadaljnjem Zivljenju Se koristila.

Poglobljeno raziskovanje prehrane veganov je potrdilo, da uZivanje samo Zivil
rastlinskega izvora morda le ni tako zdravo, kot si nekateri radi mislijo. Utrdili sva
zavedanje, da zdrava prehrana pride z uravnoteZenimi obroki.

Z anketiranjem veganske populacije sva dobili vpogled v veganski aspekt prehranjevanja
in pravzaprav tudi Zivljenja. Zanimivo je bilo izvedeti, da se mnogi sploh ne zavedajo
pomanjkljivosti lastne prehrane in doloCenih hranil ne nadomeScajo s prehranskimi
dopolnili, zato tvegajo pomanjkanje in zaplete, ki pridejo z njim. Presenetilo naju je tudi,
da vegani kljub nekaterim simptomom oz. obolenjem, ki jih doZivljajo zaradi svoje
prehrane, ne ukrepajo prav dosti. Seveda obstajajo vegani, ki so dobro poduceni o lastni
prehrani in se odloc¢ajo hranila Zivalskega izvora nadomescati s prehranskimi dopolnili,
ki pa Zal velikokrat niso prevec skrbno izbrana.

Pojavilo se je torej vprasanje prehranskih dopolnil. Ze od prej veva, da regulacija trga
prehranskih dopolnil ni niti pribliZno tako stroga kot trga zdravil, vseeno pa sva
pricakovali nekaj ve¢ moZnosti za poizvedovanje o kakovosti prehranskih dopolnil. Glede
na dejstvo, da je skoraj nemogoce pridobiti dokumentacijo za prehranska dopolnila, naju
ni ¢udilo, ko sva s HPLC analizo ugotovili, da deklarirane vsebnosti pogosto odstopajo od
realnih.

Z rezultati sva dobili realen vpogled v svet prehranskih dopolnil. Naucili sva se rokovati z
mnogimi laboratorijskimi pripomocki, s katerimi se prej Se nisva srecali, uporabe HPLC
aparature, kako pomembna je to¢nost metode in njena ponovljivost.

Toc¢nost rezultatov bi sicer lahko bila boljSa, ¢e nama ne bi kontrirali starost in
obrabljenost naprave HPLC in omejena koli¢ina standarda.

Lahko bi rekli, da sva cilje dosegli polovic¢no, saj bi za to, da bi lahko bolj konkretno potrdili
najine rezultate, potrebovali ve¢ standarda in ve¢ ponovitev postopka, a navkljub temu
sva prisli do smiselnih rezultatov, s pomocjo katerih sva ovrednotili svoje hipoteze.

Na koncu pa je najbolj pomembno, da se pri izbiri diete in pripravkov, ki jih vnaSamo v
svoje telo dobro pozanimamo o njenih ucinkih na naSe telo. »Ni vse kar se sveti zlato.«
Telo je le eno in pomembno je prisluhniti njegovim potrebam in jih ¢im bolje ugoditi in to
ne drzi le za vegane.

Ker ima najina naloga uporabno vrednost, sva se odlocili izvlecke najinih odkritij deliti
tudi z vegani, in sicer preko socialnega omrezja Facebook v skupini Vegani, vegetarijanci,
presnojedci.
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11 VIRI SLIK

Vse slike, ki nimajo dodanih virov, so avtorske fotografije.
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12 PRILOGE
12.1 ANKETNI VPRASALNIK

Razdelek 1 od 2

Veganstvo in vitamin B12 ~ i

Fozdravljeni, sva Tea Vovko in Rea Doria Bergamt, dijakinji tretjega letnika Gimnazije Movo mesto, pripravljava
raziskovalno nalogo o povezavi med vegansko prehrano in vitaminom B12.

Pripravili sva kratko anketa in k sodelovanju ter izpolnjevanju |2 te vabiva vse vegane, saj bodo podatki, ki jin
bova na ta nacin pridobili, za najine raziskavo kljuéni.

Izpolnjevanje vam ne bo vzelo ved kot 10 minut &asa.

Anketa je popolnoma anonimna, vage odgovore bova kot statistitne podatke uporabili izkljucno za
raziskovalno nalogo.

Ze vnaprej se vama zahvaljujeva za vas prispevek, prosiva pa, da na anketo odgovarjate resno, saj nama bosts
le tako pomanali pri oblikovanju smiselnih zakljutkov.

Spol: ’
Moski

Zenski

Starostna skupina: *

0-18let
19-30 let
31-40 et
41-50 let

=50 let

Porazdelku 1  Maprej na naslednji razdelek -
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Razdelek 2 od 2

Veganstvo

»{

Sledi nekaj vprasanj o specifiki vase hrane in prehranjevalnih navad.

Alli ste iz vase prehrane poleg mesa in mesnih izdelkov popolnoma odstranili tudi vse ostale
Zivalske produkte (npr. mleko, jajca, )7

Da

MNe

Ce ste na prejénje vprasanje odgovorili z "Ne” prosim navedite katere Zivalske produkte uZivate.

Besedilo vprasanja z dolgim odgovorom

Kaksni so bili vasi razlogi za prehod na vegansko prehrano?

Vegan/ka sem Ze celo svoje Zivljenjs.

Imam moralno-eticne razloge (odnos do Zivali...).
Vegan/ka sem zaradi zdravstvenih razlogov.
Maji razlogi so povsem osebne narave.

Drugo ...

W
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&

Koliko éasa se Ze prehranjujete vegansko?

manj kot 5 let
med 5in 10 let
ved kot 10 let

vet kot 20 let

Ste seznanjeni z dejstvom, da zaradi veganske prehrane lahko pride do pomanjkanja nekaterin *
hranil (cink, Zelezo, predvsem vitamin B12)7?

D&

ME

To ne drzi, saj je veganska prehrana veliko bolj zdrava od obiajne in je z njo mozno pridobiti vsa potrebn_.

Kje ste pridobili informacije o tem, katera hranila vam z vegansko prehrano lahko primanjkujejo?

od sorodnikov, prijateljev oziroma znancev

iz strokovne literature (knjige, clanki)

iz spletnih virov namenjenih veganom (npr. Vegan.si)

preko socialnih omrezij

veganszka prehrana ne povzroda nikakrinin pomanjkanj hranil

Drugo ...
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Eden od pomembnejgin hranil, ki ga v veganski prehrani lahko primanjkuje, je vitamin B12, ker ga
najdemo izkljuéno v Zivilih Zivalskega izvora. Katere zdravstvens teZzave menite, da pomanjkanje
povzrota? (oznacite lahko veé odgovorov)

slabokrvnost ali anemija

utrujenost

izguba apetita

tezave s prebavo (driska ali zaprtje)
psihicne teZave (Zivenost, depresija)
slabzanje vida

izguba spomina

w

Kako v svoji veganski prehrani zagotovite, da dobite dovolj vitamina B127

preprican/ana sem, da ga v meji prehrani ne manjka

gvojo prehrano skrbno naértujem in pazim, da zauZijem dovolj rastlinskin Zivil z vitaminom B12
v svojo prehrano vkljuéujem Zivila, bogata z vitaminom B12 (algge, gobe...)

uzivam Zivila, cbogatena z dodanim vitaminom B12

uzZivam prehranska dopolnila z vitaminom B12

nisern pozoren/na nato

Drugo ...
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Ce uZivate veganska Fivila, bogata z vitaminom B12, vas prosiva, da &m bolj natanéno napigete
katera.

Besedilo vprazanja z dolgim odgovorom

Ce ufivate prehranska dopolnila za nadomescanje B12, prosiva napisite katera. (npr. Jamieson,
B12..)

Besedilo vprazanja z dolgim odgovorom

Ge uFivate prehranska dopolnila z B12, kje jih kupujete?
vedno v lekamah
v lekarnah ali specializiranih prodajalnah {Sanolabor, DM, Sensilab...)
v vedjin obicajnih prodajalnah (Mercator, Spar...)
preko spletne prodaje

kupim jih tam, kjer jih dobim cenegje

Kupujete vedno enaka ali razliéna prehranska dopolnila z vitaminom B127?

DA, vedno enaka
ME, znamka ali firma mi ni pomembna, pomembno je kaj vaebuje

Drugo ...
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Ali se pri nakupu vitamina B12 pozanimate o njegovi kakovosti?

DA, za svojega sem prvic dobil/a analizni certifikat

DA, po kakovosti vpragam prodajalce in zahtevam certifikan, &e je na voljo
D4, glede kakovosti se zanesem na informacije prodajalcey

DA, pozanimal/a sem se pri prijateljih in znancih

ME, saj maorajo biti kakovostni, e se prodajajo za dopalnitev zdrave prehrana

ME, ker ne zaupam prodajalcem in se ravnam po tem, kar ustreza meni
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12.2 SPECIFIKACIJI STANDARDOV
12.2.1 CIANOKOBALAMIN
SIGMA-ALDRICH ———

1080 Spruce Street, Saint Louis, MO E3103, USA
Websi www. sigmaaldrich.com

Email USA: techservi@sial.com

Outside USA: eurtechserviBsial com

Product Specification

Praduct Mamae:
Vitamin Biz - =98%

Product Numbser: V28TE ""t_ o
CAS Number: G8-19-9 e,
MOL: MFCDO0151082

Formula: CEIHEBCON14014F = -
Formula Weight: 1,355.37 g/mol “f_ w 1
Storage Temperature: 2-8°'C [ " ok
TEST Specification
Appsarance {Colar) Red 1o Brown
Appsarance {Farm) Powder
Solubility (Colar) Diark Red
Solubiity {Turbidity) Solution

50 mg/ml, H2O
Loz= an Drying =12 %
Infrared specirum Canforms lo Struciure
Purity [HPLC) > OB %
Recommended Realest Period

3 years

Specification: PRD. 1.205.10000008322

Sigma-Aldich warrants, thal at the time of the qualily releass or subssguent retes! dale this product conformed to the information contained in
this publication. The currenl Specification shes! may b= available al Sigma-Aldrich.com. For further inquiries, pleass conlac! Technical Sarvice.
Purchaser musl delermine the suilabilily of the product Tor its particular use. Ses reverse side of invoice or packing slip for additional terms
and conditions of sale.

1af1
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12.2.2 METILKOBALAMIN

SIGMA-ALDRICH ———

I080 Spruce Strest, Saint Louvis, MO 3103, USA
WWebsite: www.sigmaaldrich.com

Email USA: techserwiEsial.com

Outside USA: eurtechsernBsial. com

Product Specification
Product Mame:
Methylcobalamin - witamin Biz analog

Product Mumber: MOTS56
CAS Mumber: 13422-55-4
MDL: MFCDOODEZ483
Formula: CEIHD1CaN13014P
Farmula Waight: 1,344 .38 g/mol
Storage Temparature: -20 'C
TEST Specification
Appe=arance {Colar) Red to Very Dark Fed
Appe=arance (Form) Powder
Solubidity {Colar) Red fo Wery Dark Red
Solubdity {Turbadity) Clear
50 mg/mL, E1OH
Water by Karl Fischer) =12 %
Purity [HMPLC) > 07 %
Identity Pazs

Chromatographic

Specification: PRD.1.205.10000026043

Sigma-Aldrich warrants, thal at the time of the quakly releass or subssquent retest date this product conformed to the information contained in
this publication. The currenl Specificalion shee! may be available al Sigma-Aldrich.com. For furlher inquines, pleass conlact Technical Sarvice.

Purchaser musl delermine the suitabiity of the product Tar its parlicular use. Ses reverse side of invoice or packing slip for additional terms
and conditions of sale.
1of 1
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