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Disposition

• Baggrund: Oversigt af den humane jern og 
zinkstatus på verdensplan og fytinsyres rolle

• Lokalisering af jern og zink i forskellige vævstyper i 
bygkernen

• Mikronæringsstofkoncentrationer i forskellige 
vævstyper

• Specieringsanalyse ved SEC-ICP-MS; en måde at 
identificere og kvantificere metallkomplekser i 
kernen

• Konklusioner og det fortsatte arbejde
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Zinkmangel er udbredt i Rusland, Kina og 
udviklingslandene
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Jernmangel er også udbredt, især i u-landene
-ifølge WHO lider ca 50% af verdens befolkning af enten 
jern eller zinkmangel

(WHO, 2002)
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Why? High consumption of cereal based foods with low zinc and 
iron content is the major reason for widespread occurrence of human 
deficiencies in the developing world
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Fytinsyre påvirker biotilgængeligheden af 
mikronæringsstoffer

• Fytinsyre (1,2,3,4,5,6 P myo-Inositol) er den hovedsaglige 
lagermolekyle af P i cerealie-kerner

• 50-90% af total P genfindes som fytinsyre
• Danner tungtopløselige komplekser med en række makro 

og mikronæringsstoffer, f.eks. Zn, Fe, Cu, Mg, Ca
• Disse komplekser betragtes som ikke biotilgængelige

hvorfor fytinsyren tit kaldes for ”antinutrient”…
• Fytinsyre har dokumenteret negativ effekt på

mikronæringsstofoptag og er afhængigt af ratioen mellem 
næringsstof og fytinsyre

• ...men fytinsyre har også antioxidative egenskaber, som 
hæmmer f.eks tyktarmskræft og bryst kirtelkræft 
(råtteforsøg)

• Fytinsyre er også involveret i  P homeostasis, mRNA export
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Nøglespørgsmål

Hvad er koncentrationen af mikronæringsstoffer i de 
forskellige vævstyper af cerealier?

Hvad er de bundet til, hvilken type af komplekser? 
(e.g. hvilken rolle spiller fytinsyre og/eller andre 
metalbindende ligander)

Hvordan kan vi identificere og kvantificere disse 
komplekser? 
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Lokalisering af Fe og Zn i bygkerner ved 
hjælp af farveindikatorer

Indikator: Perl´s Preussian blue (K-ferrocyanide)

Indikator: Dithiazone (DTZ)
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(Ozturk et. al, 2006)

Mere end 90% af fytinsyren genfindes i 
embryo og aleuronelaget
-De højeste koncentrationer af Zn and Fe genfindes i 

de samme vævstyper
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Lokalisering af fytinsyre

• Hovedparten af fytinsyren er bundet i globoider, 
sandsynligvis som mineralholdige salte

• Disse globoider ligger pakket sammen i 
proteinvakuoler (protein storage vacuoles)

• Proteinvacuolerne findes udelukkende i 
aleuronelaget og i embryoet

• Aleuronelaget har sin oprindelse i den stivelsesrige
endospermen, men differentieres i løbet af modning
til en lager-vævstype (7S globulins, fytinsyre)
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• De fleste
mikronæringsstoffer
danner tungtopløselige
komplekser med fytinsyre
in vitro

• Fytinsyre kan også binde
til neg eller pos. ladede
proteiner vha
elektrostatiske bindninger

• Stivelse kan binde via 
hydrogenbindninger

• Intakte metal-fytinsyre
komplekser er aldrig 
bleven vist i biologiske 
prøver

Konceptuel model af mulige metal-fytin
komplekser
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Mikroskalering: Fraktionering og metal-
analyse på ICP-MS kan lade sig gøre
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Næringstofkoncentrationer i forskellige 
vævstyper af byg 

Element
Skal 
(ppm)

Embryo 
(ppm)

Endosperm
(ppm) Total (ppm)

Mg 276 3123 199 1056
P 712 12283 1093 4269
S 415 3418 584 1467
Ca 1116 1256 141 451

Mn 11 133 7 16
Fe 70 124 27 43
Cu 2 25 4 5
Zn 21 156 14 30
Mo 1 5 <1 2
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Næringstofkoncentrationer i forskellige 
vævstyper af byg

Element Embryo (ppm)
Endosperm
(ppm)

Antal gange 
mere i embryo

Mg 3123 199 16
P 12283 1093 11
S 3418 584 6
Ca 1256 141 9

Mn 133 7 19
Fe 124 27 5
Cu 25 4 6
Zn 156 14 11
Mo 5 <1 5
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Distribution of Phosphorous

Bran, ppb
Embryo, ppb
Rest, ppb

87%

12%1%

Distribution of iron ( Fe)

Bran, ppb

Embryo, ppb

Rest, ppb

80%

11%
9%

Distribution of zinc (Zn)

Bran, ppb
Embryo, ppb
Rest, ppb76%

20%
4%

•Embryoen er meget rig på mikro
-og makronæringsstoffer
•Vægtmæssigt svarer emryoen for 
<2% af hele kernevægten...
...men Fe og Zn i emryoen svarer 
for 11%, henholdsvis 20% af total 
Fe og Zn

•Endospermen svarer for ca.75% 
af vægten…
•…men kun ca.30% af total Zn og 
Fe

•Dette betyder at op til 70% 
kan gå tabt ved fremstilling af 
hvidt mel
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Hvordan er så Fe og Zn kemiskt bundet i de 
forskellige vævstyper? Kan dette analyseres ved 
en specieringsanalyse?

En specieringsanalyse har fire trin:

• Ekstraktion af komplekserne fra den biologiske matrice

• Separation (HPLC, GC m.fl)

• Element-detektion (ICP-MS, AAS)

• Identifikation af bindende ligand (ESI-MS, MS/MS, m.fl.)
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Specieringsanalyse kan give information om 
biologisk funktion/aktivitet/kvalité

Information om en specie kan give information 
om toksisitet, biotilgængelighed, eller 
ernæringsmæssig kvalité, som en total-
analyse ikke kan give information om

Exempler: Arsenik findes både som meget 
toksiske specier og som næsten utoksiske 
specier 
Zn findes både som meget biotilgængelige 
specier og ikke biotilgængelige specier (Zn-
phytate)
Selen findes som lav eller højkvalitative 
specier, ernæringsmæssigt set
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Årlige publikationer indenfor analytisk 
kemi/biokemi som kan relateres til ”trace
element speciation”

(Fransesconi, 2001)
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Bio-elemetal speciation by 
SEC-ICP-MS
(size exclusion chromatography-inducively-
coupled-plasma-mass-spectromety)

HPLC 
pump

Chelex-100
Metal scavenger column

Superdex Peptide 10/300
SEC column

UV-DAD

Agilent 7500ce ICP-MS

Cooled
injector

SEC-ICP-MS

Amersham Biosciences Superdex peptide 10/300 GL

Bed volume: 24 ml (10 x 300 mm)

Optimum separation range: 100-7000 Da

Injection volume: 50-100 µL

Flow: 0.5 ml min-1

Mobile phase: 0.05 M Ammonium Acetate pH = 7.5

Run time 55 min

Off-line Waters/Micromass LC-ESI-MS
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Analysis of
extracted
complexes/  
compounds

Plant responseCultivation of plants
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Automatiseret ekstraktion: Accelerated 
Solvent Extraction (ASE)
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Fe og Zn komplekser i byg er 
temperaturfølsomme



<Udfyld sidefod-oplysninger her>

56Fe

66Zn

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

Time-->

Abundance

Ion  56.00 (55.70 to 56.70): 2CYK15MI.D
Ion  56.00 (55.70 to 56.70): 3CYK15MI.D

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

16000

18000

Time-->

Abundance

Ion  66.00 (65.70 to 66.70): 2CYK15MI.D
Ion  66.00 (65.70 to 66.70): 3CYK15MI.D

45 min (3x15 min)
30 min (2x15min)

45 min (3x15 min)

30 min (2x15min)

Tid og ekstraktionscykler er også vigtigste 
parametre i forbindelse med ASE-
ekstraktion



<Udfyld sidefod-oplysninger her>

Fe-fytinsyre komplekser ved fysiologiskt pH

Phytate m/z: 654 Da

Rt = 38.86min = 3487 Da

Phytate-6Fe m/z: 983.03 Da

Rt = 35 min = 4766 Da
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Disse Fe-fytinsyre komplekser genfinder vi, 
både i riskerner og bygkerner ved pH 7.5, 
hvor Fe co-eluerer med P
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Specieringen af Fe og Zn er forskellig

•Fe eluerer både uden P 
og sammen med P
•Dette sammenfaller med 
et Fe-Fytinsyre kompleks

•Zn deremod eluerer
ikke sammen med P, 
hvilket indikerer en 
specie uden fytinsyre
•Signalet svarer til 
>80% af total Zn i 
aleuronelaget
•Vi vil prøve at 
identificere dette 
kompleks vha ESI-MS 
(organisk MS)

Speciated aleurone-layer of barley grain
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1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600

Io
n 

in
te

ns
ity

 (c
ou

nt
s 

s-1
)

0,0

5,0e+4

1,0e+5

1,5e+5

2,0e+5

2,5e+5

3,0e+5

3,5e+5

56Fe
31P
66Zn

Zn



<Udfyld sidefod-oplysninger her>

Konklusioner og perspektiver

• Farveindikatorer er et godt og brugbart verktøj til at 
lokalisere Fe og Zn i ceralie-kerner

• Mikroskalering af fraktionering og metalanalyse kan lade 
sig gøre

• Emryoen sammen med aleuronelaget er langt de mest 
næringsrige vævstyper i kerner –endospermen er langt 
fattigere på næringsstoffer

• Ekstraktion af Fe og Zn specier er afhængigt af temperaur, 
tid og antal af cykler

• SEC-ICP-MS kan bruges til at identificere Fe, P og Zn
specier (m.fl)

• Fe ser ud til at være bundet til fytinsyre, men ikke Zn
• Ved brug af ESI-MS vil vi prøve at identificere dette Zn-

kompleks


	Mikronæringsstofanalyse i forskellige vævstyper af ceralier  �-med særlig henblik på bindning og biotilgængelighed af jern (Fe
	Disposition
	Zinkmangel er udbredt i Rusland, Kina og udviklingslandene
	Jernmangel er også udbredt, især i u-landene�-ifølge WHO lider ca 50% af verdens befolkning af enten �jern eller zinkmangel�
	Fytinsyre påvirker biotilgængeligheden af mikronæringsstoffer
	Nøglespørgsmål
	Lokalisering af Fe og Zn i bygkerner ved hjælp af farveindikatorer
	Mere end 90% af fytinsyren genfindes i embryo og aleuronelaget� -De højeste koncentrationer af Zn and Fe genfindes i de samme 
	Lokalisering af fytinsyre
	Konceptuel model af mulige metal-fytin komplekser
	Mikroskalering: Fraktionering og metal-analyse på ICP-MS kan lade sig gøre 
	Næringstofkoncentrationer i forskellige vævstyper af byg 
	Næringstofkoncentrationer i forskellige vævstyper af byg
	Hvordan er så Fe og Zn kemiskt bundet i de forskellige vævstyper? Kan dette analyseres ved en specieringsanalyse?
	Specieringsanalyse kan give information om biologisk funktion/aktivitet/kvalité
	Årlige publikationer indenfor analytisk kemi/biokemi som kan relateres til ”trace element speciation”
	Bio-elemetal speciation by �SEC-ICP-MS�(size exclusion chromatography-inducively-coupled-plasma-mass-spectromety)�
	Automatiseret ekstraktion: Accelerated Solvent Extraction (ASE)
	Fe og Zn komplekser i byg er temperaturfølsomme
	Tid og ekstraktionscykler er også vigtigste parametre i forbindelse med ASE-ekstraktion
	Fe-fytinsyre komplekser ved fysiologiskt pH�
	Disse Fe-fytinsyre komplekser genfinder vi, både i riskerner og bygkerner ved pH 7.5, hvor Fe co-eluerer med P
	Specieringen af Fe og Zn er forskellig
	Konklusioner og perspektiver

