Mikronaeringsstofanalyse i forskellige

veevstyper af ceralier

-med saerlig henblik pa bindning og biotilgaengelighed af
jern (Fe) og zink (Zn)
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Disposition

e Baggrund: Oversigt af den humane jern og
zinkstatus pa verdensplan og fytinsyres rolle

e Lokalisering af jern og zink i forskellige veevstyper |
bygkernen

e Mikroneaeringsstofkoncentrationer i forskellige
veevstyper

e Specieringsanalyse ved SEC-ICP-MS; en made at
identificere og kvantificere metallkomplekser i
kernen

e Konklusioner og det fortsatte arbejde
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Zinkmangel er udbredt i Rusland, Kina og

udviklingslandene

Courtesy of Dr. J. Veenemans
Wageningen University
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Jernmangel er ogsa udbredt, iseer i u-landene
-ifalge WHO lider ca 50% af verdens befolkning af enten
jern eller zinkmangel

High Rlsk Areas
hun defivient
Bl |vitamin A & Iron deficient
| lodine, Witamin A & Iron d eticient

(WHO, 2002)

DET BIOVIDENSKABELIGE FAKULTET

FOR FODEVARER, VETERINARMEDICIN OG NATURRESSOURCER
KO@BENHAVNS UNIVERSITET

<Udfyld sidefod-oplysninger her>



Why? High consumption of cereal based foods with low zinc and
iIron content is the major reason for widespread occurrence of human
deficiencies in the developing world
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Fytinsyre pavirker biotilgeengeligheden af
mikronaeringsstoffer

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 tungtoplgselige komplekser med en reekke makro
og mikroneeringsstoffer, f.eks. Zn, Fe, Cu, Mg, Ca

Disse komplekser betragtes som ikke biotilgeengelige
hvorfor fytinsyren tit kaldes for ”antinutrient”...

Fytinsyre har dokumenteret negativ effekt pa
mikronaeringsstofoptag og er afthaengigt af ratioen mellem
naeringsstof og fytinsyre

...men fytinsyre har ogsa antioxidative egenskaber, som
haemmer f.eks tyktarmskreaeft og bryst kirtelkraeft
(ratteforsgq)

Fytinsyre er ogsa involveret i P homeostasis, mRNA export
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Ngglespgrgsmal

Hvad er koncentrationen af mikronaeringsstoffer i de
forskellige veevstyper 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?

DET BIOVIDENSKABELIGE FAKULTET
FOR FODEVARER, VETERINARMEDICIN OG NATURRESSOURCER
KOBENHAVNS UNIVERSITET

<Udfyld sidefod-oplysninger her>



Lokalisering af Fe og Zn i bygkerner ved
hjeelp af farveindikatorer
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Mere end 90% af fytinsyren genfindes i

embryo og aleuronelaget

-De hgjeste koncentrationer af Zn and Fe genfindes i
de samme vaevstyper
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Lokalisering af fytinsyre

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

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

e Proteinvacuolerne findes udelukkende i
aleuronelaget og i embryoet

e Aleuronelaget har sin oprindelse i den stivelsesrige
endospermen, men differentieres i lgbet af modning
til en lager-veaevstype (7S globulins, fytinsyre)
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Konceptuel model af mulige metal-fytin

komplekser
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De fleste
mikronaeringsstoffer
danner tungtoplgselige
komplekser med fytinsyre
INn vitro

Fytinsyre kan ogsa 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
praver
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Mikroskalering: Fraktionering og metal-
analyse pa ICP-MS kan lade sig ggre
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Diff (Zn):2,9%
Diff (Fe):2,4%
7 gentagelser
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Neeringstofkoncentrationer i forskellige
veevstyper af byg

Skal Embryo Endosperm

Element | (ppm) | (Ppm) (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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Neeringstofkoncentrationer i forskellige
veevstyper af byg

Endosperm Antal gange

Element | Embryo (ppm) | (ppm) mere i embryo
Mg 3123 199 16
P 12283 1093 11
S 3418 584

Ca 1256 141

Mn 133 7 19
Fe 124 27

Cu 25 4

Zn 156 14 11
Mo 5 <1 5
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Distribution of Phosphorous
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eEmbryoen er meget rig pa mikro
-0g makronaeringsstoffer

eVVaegtmaessigt svarer emryoen for
<2% af hele kernevaegten...

...men Fe og Zn | emryoen svarer
for 11%, henholdsvis 20% af total
Fe og Zn

eEndospermen svarer for ca.75%
af veegten...

e..men kun ca.30% af total Zn og
Fe

eDette betyder at op til 70%0
kan ga tabt ved fremstilling af
hvidt mel




Hvordan er sa Fe og Zn kemiskt bundet i de
forskellige veevstyper? Kan dette analyseres ved

en specieringsanalyse?

En specieringsanalyse har fire trin:

e Ekstraktion af komplekserne fra den biologiske matrice
e Separation (HPLC, GC m.fl)

e Element-detektion (ICP-MS, AAS)

e ldentifikation af bindende ligand (ESI-MS, MS/MS, m.fl.)
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Specieringsanalyse kan give information om
biologisk funktion/aktivitet/kvalitée

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

Exempler: Arsenik findes bade som meget
toksiske specier og som naesten utoksiske
specier
Zn findes bade som meget biotilgaengelige
specier og ikke biotilgeengelige specier (Zn-
phytate)

Selen findes som lav eller hgjkvalitative
specier, ernaeringsmaessigt set
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Arlige publikationer indenfor analytisk
kemi/biokemi som kan relateres til "trace
element speciation”
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Bio-elemetal speciation by
SEC-ICP-MS

(size exclusion chromatography-inducively-
coupled-plasma-mass-spectromety)

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 pL

Flow: 0.5 ml min?

Mobile phase: 0.05 M Ammonium Acetate pH = 7.5

Run time 55 min
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Analysis of
extracted

complexes/
compounds
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Automatiseret ekstraktion: Accelerated
Solvent Extraction (ASE)
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Fe og Zn komplekser i1 byg er

temperaturfglsomme
Abundance
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Tid og ekstraktionscykler er ogsa vigtigste
parametre i forbindelse med ASE-
ekstraktion

Abundance
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Fe-fytinsyre komplekser ved fysiologiskt pH
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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,
bade 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

Speciated aleurone-layer of barley grain
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Konklusioner og perspektiver

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

Mikroskalering af fraktionering og metalanalyse kan lade
sig ggre

Emryoen sammen med aleuronelaget er langt de mest
naeringsrige vaevstyper i kerner —endospermen er langt
fattigere pa naeringsstoffer

Ekstraktion af Fe og Zn specier er afhaengigt 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 veere bundet til fytinsyre, men ikke Zn

Ved brug af ESI-MS vil vi prgve at identificere dette Zn-
kompleks
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