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Uvod

Prvky obsazené v biologickych materidlech mohou
byt pfitomny v mnoha fyzikalnich a chemickych formach'.
S ohledem na studium toxicity, biologické vyuzitelnosti,
hromadéni a transportu stopovych prvkl v organismu je
nezbytné mit o prvcich vice informaci nez jen informaci
o celkovém obsahu. Odpoveédi na tyto otazky mize dat
speciacni analyza. PGvodni chemickd speciace prvki
v potravinovych surovinach mize byt zménéna bchem
vyroby potravin, zejména b¢hem tepelného zpracovani,
které zptusobuje denaturaci metaloproteinii a jinych meta-
lobiomolekul a mohou se zménit rozpustnosti prvkﬁz.
Tyto zmény jsou doprovazeny uvolnénim iontd kovi
z chelatl s organickymi ligandy. K nejpodstatné&j§im che-
mickym zménam ve struktufe specii kovii vSak dochazi
béhem travicich procest probihajicich v gastrointestinal-
nim traktu. Pfesto pocet dosud publikovanych praci zaby-
vajicich se témito zmé&nami je minimdlni. Tak napf. byl
sledovan podil zeleza vazaného v hemu a Zeleznatych
a zelezitych iontl ve smési vzniklé simulovanym travenim
riiznych typi stravy ze kolnich jidelen ve Spanélsku®
nebo podil celkového a anorganicky véazaného arsenu
v roztoku po simulovaném traveni riznych moiskych fas’.
Dalsi publikovana studie se tyka také speciace arsenu:
iontové vyménnou chromatografii ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS)
byl sledovan obsah riznych specii po enzymové digesci
riiznych typt détské vyzivy’.

Cilem této tivodni studie je zkoumat vliv simulované-
ho trdveni za podminek in vitro na speciaci vybranych
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stopovych kovi a fosforu ve vzorku rozemletych zitnych
vlocek. Jednad se o potravinu, kterd se bézn¢ konzumuje
i bez tepelné upravy. Vhodnou metodou pro speciacni
analyzu prvkl v biologickych matricich je kapalinova
chromatografie se selektivni detekci prvkid. Pro speciacni
frakcionaci prvki v lusténinach®’ a obilovinach® se osvéd-
Cilo spojeni gelové permeacni chromatografie (SEC)
a [CP-MS.
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Experimentalni ¢ast
Chemikalie a ¢inidla

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) pouzity pro
pripravu mobilni faze a extrakéniho ¢inidla byl ziskan od
firmy Fluka (Neu-Ulm, SRN). Kyselina dusicna (65 %)
Cistoty Suprapur, stejné jako standardni roztoky Rh, Mn,
Fe, Zn, Mo, Cu, Ni, Co, Cd a P pochazely od firmy Merck
(Darmstadt, SRN). Vepiovy pepsin pochazel od firmy
Fluka a vepfovy pankreatin (tj. smes pankreatickych travi-
cich enzymu) od firmy Sigma (St. Louis, USA). Pro upra-
vu pH byly pouzity NH;HCO; Cistoty p.a a roztok amonia-
ku Ccistoty Suprapur firmy Merck. K piipravé a tedéni
vSech roztokil byla pouzita destilovand demineralizovana
voda (Milli-Q, Millipore, Bedford, USA).

Vzorek

Vzorek zitnych vlo¢ek (Pro-Bio s.r.o., Staré Mésto
pod Smrkem) byl zakoupen v obchodni siti. Pfed stanove-
nim byly vlo¢ky namlety ve vibraénim mlyné. Nutri¢ni
hodnoty zitnych vlocek deklarované vyrobcem byly
10,5 % bilkovin, 70,2 % sacharidl, 2 % lipidd, vyuzitelna
energie 1385 kJ/100 g.

Pfiprava natraveného vzorku

K navazce 2 g rozemletych vlocek v polypropylenové
nadobce 60 ml bylo piidino 40 ml 0,02 mol1" HCI
a 50 mg pepsinu. Po uzavieni byla nddobka protiepavana
po dobu 12 h pfi teploté 37 °C. Poté byla smés ochlazena a
pH suspenze bylo upraveno piidavkem roztoku 1 mol 1™
NH,HCO; a 1 mol 1! amoniaku na hodnotu 7,5. Po pri-
davku 100 mg pankreatinu a uzavieni nddobky nésledova-
la opét inkubace pti 37 °C po dobu 12 h. Vznikla suspenze
byla po ochlazeni pievedena do polypropylenové odmérné
baniky 100 ml a doplnéna demineralizovanou vodou po
znacku. Smeés byla odstfedéna (20 000 g, 20 min, 4 °C)
a horni vrstva byla pouzita k dal§im analyzam.

* Tato prace byla usp&sné prezentovana v soutZi O cenu firmy Merck 2007 za nejlepsi studentskou védeckou odbornou praci v oboru

analytickéa chemie.
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Piiprava extraktu

Vzorek rozemletych vlocek (2 g) byl v polypropy-
lenové lahvicce extrahovéan tfepanim s 50 ml tlumivého
roztoku 0,02 mol I"' Tris-HCI (pH 7,5) pfi teplot& 20 °C.
Suspenze byla odstfedéna (20 000 g, 20 min, 4 °C) a horni
vrstva byla pouzita k dal§im analyzam.

Stanoveni celkovych obsaht prvku

Vzorek vlocek (0,5 g) resp. extraktu nebo natravené-
ho vzorku (10 ml) byl mineralizovan 3 ml konc. HNO;
tlakovym mikrovinnym rozkladem v nadobce z PTFE
(110 ml) v mineralizatoru Uniclever BM1-Z (Plazma-
tronika-Service, Wroclaw, Polsko) po dobu 10 min. Obsah
rozkladné nadobky byl poté pfeveden do odmérné banky
50 ml a doplnén demineralizovanou vodou po znacku.
Pied stanovenim stopovych prvkii metodou ICP-MS (cit.”)
byly mineralizaty vzorkad a ptislusné slepé vzorky ziedény
a k roztoklim byl ptidan srovnavaci roztok prvkl (Ge, Rh,
In a Bi) v takovém mnozstvi, aby vysledna koncentrace
t&chto prvki ¢inila 50 pg 17"

On-line spojeni gelové permeacni
chromatografie a ICP-MS

Aparatura se skladala z vysokotlakého ¢erpadla Vari-
an Inert 9012 (Varian, Walnut Creek, USA) zajist'ujiciho
prutok mobilni faze (0,02 mol 1! roztok Tris-HCI, pH 7,5)
0,5 ml min™', sklendné piedkolony s naplni Chelex 100
v NH," cyklu, prvniho injektoru (pro nastfik vzorku) se
smyckou 100 pul z materialu PEEK, separacni kolony Su-
perdex 75 o rozmérech 300x10 mm (Amersham Pharma-
cia Biotech, Uppsala, Svédsko), druhého injektoru (pro
nastiik  kalibracnich roztokd) se smyckou 200 ul
z polymeru PEEK a zdetektoru ICP-MS (spektrometr
Elan 6000, Perkin-Elmer, Norwalk, USA), Tok efluentu
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z chromatografické kolony byl T-kusem spojen s tokem
srovnavaciho roztoku (50 pg 1" Rh) a smés byla dopravo-
vana peristaltickym &erpadlem (priitok 1,3 mlmin™") do
pneumatického zmlZovace ICP-MS. Ke spojeni jednotli-
vych ¢asti aparatury byly pouzity kapilary z polymernich
materidld PTFE a PEEK. Naéstiik kalibra¢nich roztoka
kovii se provedl béhem prvnich deseti minut po nastiiku
vzorku pfed eluci prvnich slozek vzorku z kolony. Nastfik
kalibra¢nich roztokt fosforu se provedl ve 40. minuté od
nastiiku vzorku, kdy byla eluce slozek vzorku jiZ ukonce-
na. Podrobnosti 1ze nalézt v pracich®'.

Vysledky a diskuse

Tabulka I shrnuje tdaje o celkovém obsahu prvki
v plivodnim pevném vzorku, podilu pfeSlém do extraktu
a podilu pfeslém do natraveného vzorku. Je patrné, Ze za-
timco podil prvkd rozpustnych v tlumivém roztoku je
pomérné nizky (6-42 %), podil pfevedeny béhem traveni
do rozpustnych forem je podstatné vyssi (50-99 %). Podi-
ly proslé chromatografickou kolonou vypovidaji o zastou-
peni stabilnich komplexi v pfislusné upravenych vzorcich.

Obr. 1 znazornuje elucni kfivky sloucenin sledova-
nych prvkil v extraktu a natrdveném vzorku zitnych vlo-
cek. U fosforu si ob¢ elucni kiivky dobie odpovidaji. Jsou
zde patrné dva hlavni piky, jeden v oblasti stfednich mole-
kulovych hmotnosti (cca 5 kDa), druhy v nizkomoleku-
larni oblasti (cca 2 kDa). Travenim piejde do roztoku
mnohem vétsi ¢ast specii fosforu (93 % celkového obsahu)
nez extrakci (25 %). Také chromatografickd vytéznost
vztazena na obsah prvku v extraktu resp. natraveném vzor-
ku je vys§i v natrdveném vzorku (93 %) proti extraktu
(76 %). Jinak je tomu v ptipadé manganu. Vliv simulova-
ného traventi je sice pfiblizn¢€ stejny jako u sloucenin fosfo-
ru (extrakei a trdvenim je solubilizovano 24 % resp. 99 %
celkového Mn), chromatograficka vytéznost je vsak velice

Tabulka I
Elementarni slozeni Zitnych vlogek (v ug g™")
P Mn Fe Co Ni Cu Zn Mo Cd Pb
Celkovy obsah 3040 17,9 25,5 0,005 0,250 3,58 34,0 2,00 0,007 0,018
Podil extrahovatelny do 772 4,27 1,58 0,001 0,039 0,786 2,55 0,834 0,002 0,005
0,02 mol ™! Tris-HCI 25%) (24%) (6 %) 20%) (16%) (22%) (8 %) “42%) (29%) (27 %)
(pH 7,5)
Podil prosly 585 0,013 n.d. n.d. 0,043 0,653 1,33 0,872  n.d. n.d.
SEC kolonou® (76 %) (0,3 %) (110 %) (83 %) (52 %) (104 %)
Podil uvolnény travenim 2830 17,8 12,7 0,003 0,130 1,91 25,0 1,25 0,006 0,017
93%) (99%) (B0%) (52%) (52%) (53%) (74%) (62%) (85%) (94 %)
Podil prosly 2640 0,029 11,2 n.d. 0,150 1,31 2,63 1,20 n.d. n.d.
SEC kolonou® 93%) (0,2%) (88 %) (115%) (69 %) (11%) (96 %)

“Procenta jsou vztaZena k celkovému obsahu; °procenta jsou vztazena k obsahu v extraktu; °procenta jsou vztaZena
k obsahu v natraveném vzorku; n.d.: obsah prvku nebyl detegovan
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nizka (<1 %). Je to zplsobeno malou stabilitou komplex-
nich slou¢enin manganu. Ionty manganu z ptivodniho roz-
toku se adsorbuji na gelové naplni kolony. Presto je
v extraktu patrny jeden ostry pik v nizkomolekularni ob-
lasti (<2 kDa) a v roztoku natravené¢ho vzorku jeden Sirsi
pik ve vysokomolekuldrni oblasti. Elu¢ni kfivky sloucenin
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Obr. 1. Eluéni k¥ivky sloucenin sledovanych prvki v natra-
veném vzorku (Cerna ¢ara) a extraktu (Seda ¢ara), a—P,b— Mn,
c—Fe,d—Mo,e—Cu, f—Zn, g—Ni

zeleza rovnéz ukazuji na urcity vliv simulovaného traveni
na tyto species. Po traveni pfechazi do roztoku pfiblizné¢
polovina celkového obsahu Zeleza, kdezto po extrakci
pouze asi 6 % z celkového obsahu Zeleza. Natraveny vzo-
rek poskytuje jeden pik odpovidajici frakci o molekulové
hmotnosti cca 20 kDa s vytéznosti 88 %. V extraktu nebyl
detegovan zadny pik sloucenin Zeleza. U niklu extrakt
poskytuje jediny pik nizkomolekularni frakce (<2 kDa).
Chromatogram natravené¢ho vzorku obsahuje navic jeSté
dalsi pik sloucenin niklu v oblasti okolo 20 kDa.
V disledku kontaminace pfi manipulaci se vzorkem chro-
matografickd vytéznost niklu mirné piesahuje 100 %. Po-
dily rozpustnych sloucenin niklu v extraktu a natraveném
vzorku jsou 16 % a 52 % z celkového obsahu niklu ve
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vzorku. Slouc¢eniny médi v extraktu jsou obsazeny v jediné
nizkomolekuldrni (<2 kDa) frakei, pfi¢emz jejich chroma-
tografickd vytéznost €ini 83 %. V natrdveném vzorku je
mé&d’ rozdé€lena do dvou frakci: prvni je totoZna s frakei
v extraktu, druhd, o pfiblizn¢ dvojnasobném obsahu Cu,
spada do vysokomolekularni oblasti (cca 120 kDa). Celko-
va chromatografickd vytéznost médi v natraveném vzorku
je nizsi (69 %). Podil rozpustnych sloucenin médi
v extraktu a natraveném vzorku piedstavuje ptiblizné jed-
nu pétinu resp. jednu polovinu celkového obsahu médi.
U zinku maji extrakt i natraveny vzorek spolecny jeden
ostry pik v nizkomolekularni oblasti (<2 kDa). Natraveny
vzorek navic obsahuje dalsi tfi mens$i frakce sloucenin
zinku. Speciace slouc¢enin zinku je procesem traveni ovliv-
néna nejvice ze vSech stanovovanych prvkd. V extraktu
pfedstavuje rozpustny podil zinku 8 % celkového obsahu
Zn, v natrdveném vzorku je to 74 %. Chromatografické
vytéznosti v§ak maji opacny trend, v extraktu dosahuje
tento parametr hodnoty 52 %, v natraveném vzorku je to
pouze 11 %. Elucni kfivky molybdenu se velmi dobfte
shoduji. Extrakt i natraveny vzorek poskytuji jeden ostry
pik v nizkomolekularni oblasti (cca 2—3 kDa). Rozpustny
podil molybdenu v extraktu ¢ini 42 % a v natraveném
vzorku 62 % z celkového obsahu. Chromatografické vy-
téZnosti molybdenu se blizi 100 %. Ostatni stanovované
prvky se v natraveném vzorku a zejména extraktu vzorku
nachazely v nizkych koncentracich a poskytovaly velmi
slabé signaly, které neumoznovaly spravnou kvantifikaci.

Je patrné, Ze do natrdveného vzorku prechdzi vySsi
podil prvki nez do extraktu, coz je zptisobeno uvolnénim
prvkil vazanych na biopolymery v disledku jejich Stépeni
travicimi enzymy. Srovnanim retencnich Casu specii jed-
notlivych prvkil v natraveném vzorku a extraktu je patrné,
ze nekteré species Ni, Zn, Fe a Cu maji stejné retencni
Casy. Jedna se o specie Ni a Zn (g = 16,8 min), Fe a Ni (#x
= 24,6 min) a Ni, Cu a Zn (g = 32,2 min). Lze tedy pted-
pokladat, ze tyto prvky mohou byt vazany v extraktu
i v natraveném vzorku na stejné ligandy.

Tato prace vznikla za podpory vyzkumného zaméru
MSMT CR MSM 6046137307.
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M. Juiicek, R. Koplik, and O. Mestek (Institute of
Chemical Technology, Prague): The Effect of Simulated
Digestion on Element Speciation in Rye Flakes

To investigate element speciation in digested rye
flakes, a simulated digestion using pig’s pepsin and pan-
creatin was performed at 37 °C. The digest was analyzed
by SEC/ICP-MS (Superdex 75, 0.02 mol I"' Tris-HCI
buffer). Most elements in flakes are solubilized by enzy-
matic hydrolysis. P and Mo recoveries in SEC analysis of
the digest approach to 100 %, those of Fe and Cu range
from 60 to 80 % and that of Zn varies from 10 to 40 %.
Ionic species or labile complexes were not recovered. The
proportions of elements change as a result of enzyme di-
gestion. No Fe is recovered in SEC analysis of flake ex-
tracts. Most Fe in the digest is bonded to a medium-
molecular-weight fraction. Low-molecular-weight
(<2 kDa) fractions with bonded Cu and Zn partly persist in
the digest.



