Jern og zink i cerealier
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Mangel pd mikronaeringsstoffer, iser jern og zink, er et udbredt og voksende problem

for mennesker i mange udviklingslande. Det skyldes, at cerealier som ris og hvede ud-

gor den dominerende fadekilde. Konsekvensen er en raekke negative indvirkninger pa

menneskers sundhed, udvikling, arbejdsevne og generelle livskvalitet. For at bekaempe

fejlernzeringen og de deraf afledte falgesygdomme er det en central udfordring at oge

indholdet og biotilgaeengeligheden af mikronaringsstoffer i cerealier.

Der er tre hovedarsager til, at mangelproblemerne op-
star. For det forste er koncentrationen af jern og zink i
kornkerner generelt lav i forhold til andre planteproduk-
ter. For det andet er koncentrationen lavest i den del af
kernen, som de fleste mennesker foretrakker at spise,
nemlig den stivelseholdige frehvide (endospermen).
Omvendt er koncentrationen hgjest i kornets skaldele,
og disse dele bliver ofte poleret vaek af forskellige arsa-
ger. Endelig menes hovedparten af bade jern og zink
at veere bundet til fytinsyre; et molekyle som drastisk
haemmer optagelsen af mikroneringsstoffer i tarmsy-
stemet ved at danne tungtopleselige komplekser. I dag
er dogmet, at bade jern og zink primeert er bundet til
fytinsyre, hvorved deres optagelse drastisk reduceres,
nar feden passerer gennem tyndtarmen (Lopez m.fl.
2002, Lonnerdal 2002, Mitsuhashi m.fl. 2005, Ockenden
m.fl. 2004, Raboy 2003). Der er dog meget begranset
viden om de faktiske bindingsformer, og en fuldstaendig
kemisk identifikation af komplekser indeholdende jern,
zink og fytinsyre mangler stadig. Derfor er fytinsyrens
rolle i forbindelse med biotilgeengeligheden af jern og
zink stadig uopklaret og kontroversiel.

Med nye malemetoder har vi kvantificeret, hvordan
mikronaringsstofferne fordeler sigi byg- og riskerner og
hvor stor en andel af mikronzringsstofferne, der mistes
ved polering. Vi har ogsé analyseret hvilke bindingsfor-
mer af jern og zink, som dominerer i de forskellige dele
af en kornkerne. Det viser sig, at bindingsformerne af
zink og jern er forskellige og at zink ser ud til at vere
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bundet til proteiner i kernen frem for til den formodede
fytinsyre.

Maling af mikronaringstoffer

Allerede i 1800-tallet var det kendst, at planter har et
uerstatteligt behov for adskillige grundstoffer, som
tilsammen kaldes “essentielle plantenaringsstoffer”.
Mangler en plante blot et af de essentielle naeringsstoffer,
reduceres plantevaksten. Grundstofanalyser af planter
er derfor vigtige.

I den sidste halvdel af 1900-tallet blev adskillige metoder
udviklet til grundstofanalyse sasom flammeionisering
og atom absorptions spektrometri (AAS), men et af de
storste gennembrud for den moderne planteanalyse
var udviklingen af ICP (Inductively Coupled Plasma)
spektrometri. Denne teknik har muliggjort en hurtig
og simultan analyse af de fleste (>70 %) grundstoffer i
det periodiske system, selvi meget lave koncentrationer
(pikogram grundstof pr. gram tert plantemateriale, 10"
12). Grundlaget for ICP er plasmaet, som dannes ved at
fore argongas ind i et elektromagnetisk felt, hvor gas-
sen anteendes og danner et plasma med en temperatur
pé ca. 10000 °C. Den opleste plantepreve injiceres i
dette plasma, hvor veesken fordamper, og planteprgven
brander op indtil kun atomerne er tilbage (Fig.1).
Atomerne ioniseres og udsender samtidig en foton (lys).
De forste ICPer detekterede dette lys ved OES (Optical
Emission Spectrometry), men udviklingen af moderne
massespektrometre (MS) har muliggjort detekteringen

1. Mebulizer/spraykammer: Proven forstoves

2. Plasma: Proven ionlseres i det 10.000 grader varme plasma

3. Octopol: Her fjernes interferens ved hjselp af hydrogen eller
hellum (nojagtigheden oges)

4. Masse spektrometer: loner separeres baseret pd deres
masse/ladning ratio

5. Detektor: [onemne detekteres

Figur 1. Billedet viser en ICP-MS af typen der findes hos Faggruppen for Plante- og Jordvidenskab, KU (Agilent, 2009).
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Figur 2. En grundstofprofil af en riskerne, malt ved ICP-MS. De essentielle grundstoffer er markeret med red farve.

af ionerne i stedet og dermed muliggjort de meget lave
detektionsgraenser.

Vihar i Faggruppen for Plante- og Jordvidenskab pa Det
Biovidenskabelige Fakultet, KU, anskaffet to ICP-MS ap-
parater og en ICP-OES med det formal bl.a. at undersege
indhold og bindingsformer af grundstoffer i forskellige
veev af kornkerner. Sammen med de to ICP-MS ap-
parater er der installeret en reekke supportfaciliteter til
effektiv nedbrydning og ekstraktion af alle former for
biologisk materiale. Til at undersege komplekseringen
mellem grundstoffer og organiske ligander, saledes
at grundstoffernes bindingsformer kan analyseres,
anvender vi vaeskekromatografisk separation (HPLC
-High Performance Liquid Chromatography) direkte
koblet til ICP-MS.

Et eksempel pd en grundstofprofil fra en riskerne er vist i
figur 2. Profilen viser, at en riskerne indeholder et meget
stort antal grundstoffer ud over de essentielle neerings-
stoffer. Mange grundstoffer er til stede i ultra-lav kon-
centration og er biologisk aktive, men deres praecise ind-
flydelse pa den menneskelige organisme kendes endnu
ikke. Med henblik pa at analysere forskellige vaevstyper
af kornkerner har vi udviklet en mikronedbrydnings-
teknik, saledes at der nu kun kreaeves ét milligram tort
plantemateriale for at male koncentrationen af jern og
zink. I kombination med kemometrisk dataanalyse af de
opnéede grundstofprofiler kan vi blandt andet adskille
forskellige risgenotyper fra hinanden, saledes at deres
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geografiske oprindelse og dyrkningsforhold kan belyses
(Laursen m. fl. 2009).

Mikronaeringsstoffernes fordeling i kornker-
ner

Hostede kornkerner bestdr groft set af tre forskellige
veevstyper: Kim (embryo), frehvide (endosperm) og
skaldele, som er en blanding af forskellige lag, der
omgiver endospermen. Det inderste af disse lag kaldes
aleuronlaget og har en meget hgj koncentration af nee-
ringsstoffer. Aleuronlaget i ris bestar af blot et enkelt
cellelag, mens der i f.eks. byg er tre cellelag (fig. 3).

Hovedparten af hvede og ris forarbejdes ved polering,
sa kun den hvide, meget stivelsesholdige endosperm
spises. Der er flere arsager til dette. For ris er der en
smagsmeessig praeference for den hvide polerede ris.
Desuden kraever den en kortere kogetid, hvilket er
veesentligt i ulande, da det mindsker brugen af dyrt
fossilt breendstof. Endvidere har den polerede ris ogsa
en leengere holdbarhed. For hvede er det afggrende, at
bagekvaliteten af den polerede hvede er bedre end hos
fuldkornshvede.

Den typiske fordeling af zink og jern i kornkerner kan
visualiseres ved hjeelp af farvning med specifikke indika-
torer. I figur 4A er kaliumcyanid anvendt il at farve jern
ien bygkerne. Den bla farve illustrerer, at jern primeert
er lokaliseret i aleuronlaget og i embryoen. Til hejre i
figur 4B er anvendt farvestoffet dithiazon, der udvikler
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Figur 3. Anatomiske dele af en riskerne. Efter Britisk Ency-
klopaedi (1996).

en rod farve sammen med zink. Embryoen og aleuron-
laget farves intensivt redt, men ogsé i endospermen
er der en aftagende redfarvning ind mod centrum af
kernen. Ved at sammenholde de to farvninger ses det, at
koncentrationsfaldet mellem aleuronlag og endosperm
er mindre for zink end for jern.

Endospermen bestar hovedsagligt af stivelse og udger
den storste fraktion, ca. 86 % af veegten af en riskerne.
Skaldele med tilherende aleuronlag udger ca.12 %, mens
resten (ca. 2 %) er embryo (fig. 5A). Byg og hvede har
omtrent samme veegtmeessig fordeling af de forskellige
kernefraktioner som i ris.

Fjernelsen af aleuronlag og embryo er ernaeringsmaes-
sigt meget uheldigt, da endospermen er den vaevstype i
kernen, som har den laveste zink- og jernkoncentration.
Endospermen indeholder séledes blot godt halvdelen
(57 %) af zink (fig. 5B) og ca. en tredjedel (32 %) af jern
(fig. 5C) i en riskerne.
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Figur 4. Leengdesnit af bygkerner tilsat indikatorer for jern
(bla farve, A) og zink (red farve, B).

Tallene kan variere lidt atheengig af genotype og dyrk-
ningsforhold, men variationerne blandt de eksisterende
kommercielle sorter er ikke store. Omtrent halvdelen af
alt zink og ca. to tredjedele af alt jern i en riskerne gér
altsa tabt ved polering.

Grundstoffernes bindingsformer i kornkerner

Kornkerner indeholder betydelige mangder af fytinsyre
(hexa-inositolfosfat), som udger mere end 80 % af den
totale fosformangde i en kornkerne (Raboy 2003).
Fytinsyre formodes at reducere biotilgaengeligheden af
en raekke mikroneringsstoffer, heriblandt zink og jern,
da polyvalente kationer (naeringsstofferne) bindes til
de negativt ladede fosforgrupper i fytinsyre. De derved
dannede salte (fytater) hydrolyseres kun i meget ringe
udstraekning i tarmen hos dyr og mennesker (Cakmak
m.fl. 2002).

Dogmet i dag er, at bade jern og zink primeert findes i
de ydre dele (aleuronlaget og embryoen) af kornkerner,
hvor de to mikroneeringsstofter hovedsageligt er bundne
til fytinsyre. Der er imidlertid en meget begraenset viden
om de faktiske bindingsformer. Fytinsyren er det domi-
nerende lagermolekyle for fosfor, men danner en reekke
forskellige komplekser med andet end metaller (fig. 6).
Det drejer sig primeert om positivt ladede proteiner, der
ogsa binder til de steerkt negativt ladede fosforgrupper i
fytinsyren. Endvidere sker der formentligt en vis binding
til stivelse ved hjelp af hydrogenbindinger.

En analyse af mikronaeringsstoffers naturligt forekom-
mende bindingsformer foregar normalt i tre trin: (i)
ekstraktion af findelt materiale af de forskellige veev i
kernen, (ii) separation pa en vaeskekromatografisk sojle
(HPLC) og (iii) detektion. I relation til sidstnsevnte trin
muligger ICP-MS analyse af en raekke grundstoffer
samtidig. Ved at male jern og zink sidelgbende med
makronzringsstofferne fosfor og svovl, der er karakte-
ristiske for henholdsvis fytinsyre og peptider/proteiner,
kan det sandsynliggares, hvilke bindingsformer der
er i spil. Identisk retentionstid (co-eluering) mellem
mikronaeringsstof og fosfor vil staerkt indikere binding
til fytinsyre. P4 samme made vil et svovlsignal steerkt
indikere binding til et protein eller et peptid. Ved at
kalibrere kolonnen med opholdstiden (retentionstiden)
pé kolonnen for nogle kendte stoffer, kan storrelsen af
jern- og zink komplekserne estimeres. Detektion af svovl
pé ICP-MS er en kompliceret opgave. Vi maler svovl
som svovloxid (SO*, 48 amu) i en nyudviklet ICP-MS
metode, der bliver publiceret i lgbet af foraret (Persson
m.fl. 2009).

Figur 7 viser et kromatogram med signaler for jern,
zink, svovl og fosfor malt pa et ekstrakt af kimen fra en
bygkerne. Det fremgar tydeligt, at jern og zink eluerer
forskelligt, bade i relation til kompleksernes storrelse,
samt i relation til deres bindingsform. Jern eluerer pri-
mert sammen med fosfor i et formodet fytat-protein-
stivelse kompleks med en tilsyneladende masse pa 15
kDa. Derimod ser zink ud til udelukkende at veere
bundet i et protein/peptid-kompleks, idet Zn har den
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Figur 5. Den vaegtmaessige fordeling (gram terstof pr. kerne) af anatomiske vaevstyper i ris (A), samt hvor stor en andel af
totalindholdet af zink (B) og jern (C), som de forskellige fraktioner bidrager med (n=4).

samme retentionstid som svovl og slet ikke co-eluerer
med fosfor. Dette kompleks har en tilsyneladende masse
pé 7 kDa.

For yderligere at undersoge identiteten af fosforsigna-
lerne i figur 7 har vi inkuberet ekstraktet med fytase,
det enzym som nedbryder fytinsyre (hexainositolfosfat,
InsP,) til mindre inositolfosfater (InsP,-InsP,), og injice-
ret dette pa den kromatografiske kolonne. Resultaterne
herfra viser det formodede, nemlig at det dominerende
fosforsignal skyldes fytinsyre, idet intensiteten gradvist
aftager med stigende inkubationstid, samtidig med, at
det analytiske signal fra de mindre inositolfosfater, dvs.
nedbrydningsprodukterne fra fytinsyre, stiger. Omkring
90 % af jern ekstraheret fra bygkimen var bundet til
fytinsyre og ca. 10 % til mindre inositolfosfater. Ved

Stivelse

at inkubere kimen af bygplanter med fytase i 4 timer
for ekstraktionen opnés en stigning pa 250 % i den to-
tale ekstraherbare mengde af jern. Den ekstraherbare
mangde af zink oges derimod ikke ved behandling med
fytase. Erstattes fytasen med et proteinnedbrydende
enzym (protease XIV) ses i stedet en markant stigning
i zink koncentration.

Tilsammen giver disse resultater steerk evidens for, at
jern hovedsagelig er bundet til et fytinsyrekompleks,
mens zink hovedsagelig er bundet til protein.

Perspektiver

En forskellig bindingsform af jern og zink i kornkerner
vil have konsekvenser for foradlingen af nye kornsorter
med oget indhold af mikronzringsstoffer, som har en

Figur 6. Den fosforrige fytinsyres potentielle bindingsformer til mineralske kationer, proteiner og stivelse.
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Figur 7. Et kromatogram som viser hvordan jern, zink, svovl og fosfor fordeles starrelsesmaessigt i kimen fra en bygkerne.
Den dominerende jerntop (gren) co-eluerer med den dominerende fosfortop (bld), hvilket indikerer binding til fytinsyre i et
ca. 15 kDa kompleks. Zinktoppen (rad) co-eluerer med en svovltop (sort), hvilket indikerer binding til protein eller peptid i et

ca. 7 kDa kompleks.

hejere tilgeengelighed for mennesker og dyr. En oget
pulje af biotilgeengeligt zink i kornkerner nas sand-
synligvis ikke ved at foraedle efter et lavere indhold af
fytinsyre. En egning af proteinindhold i endospermen
vil formentligt have storre effekt. Uanset hvad, sa skal
strategierne for bekeempelse af jern- og zinkmangel
differentieres og ikke, som tilfeeldet i hoj grad er i dag,
bekeempes med de samme midler.
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