Ustav lékaFské chemie a klinické biochemie

2. lékarska fakulta Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice v Motole

Stanoveni obsahu kiemiku v biologickych materialech
v zavislosti na konzumaci mineralni vody Krondorf

Regitel: Prim. MUDr. Jana Cepova, Ph.D., MBA
a kolektiv



Zavérefna zprava z projektu Stanoveni obsahu kiemiku
Uvod

Kfemik ma v lidském organizmu nezastupitelny vyznam. Podili se zejména na tvorbé
pojivové tkan¢€, kde ma vliv na zlepSeni jeji pevnosti a pruznosti. Nejvice kiemiku se nachazi
v kostech, dale v kiazi, nehtech, vlasech, v zubni skloving, ale 1 v aorté, oCnich cockach,
svalové hmot¢, slinivce, stitné zlaze. Kiemik je také nezbytnou soucasti mnoha enzymu.
Kiemik v téle pozitivné¢ plisobi na snizeni hladiny cholesterolu. Je dulezity pii 1écbe
neurotoxicity hliniku, ktera je hypotetickym rizikovym faktorem pro rozvoj Alzheimerovy
choroby. Mohl by byt vyuzivan pii 1ébé pacientii s osteoporozou, kde napomaha lepSimu
zabudovani vapenatych ionti do kostni tkané.

Toxicita peroralné podaného kiemiku jako dopliku stravy nebyla pozorovana. Nadmérny
ptijem z potravin miiZe ale participovat na tvorbé mocovych kament.

Minimalni denni davka neni v dostupné literatufe ptesné stanovena. Doporu¢eny denni
piijem kiemiku se Vv jednotlivych literarnich zdrojich lisi, nejcastéji je uvadéno 5-20 mg (u
sportovcl az 35 mg).

Kiemik se vyskytuje zejména v pieslicce rolni, odkud se taktéz ziskava pro dalsi vyuZiti
(farmaceuticky primysl). V bézné potravé se vyskytuje v nékterych mineralnich vodach,
pivu, kufeci kizi, veptovych jatrech, celozrnnych potravinach. Mezi potraviny s nejvyssim
obsahem kiemiku patii zejména obilniny - oves (3400-6300 mg/kg), jemen (1400-2900
mg/kg) a pSenice (20-190mg/kg).

Dle publikace WHO z roku 1996 se koncentrace kiemiku v moc¢i pohybuje mezi 3-12 mg/I,
zatimco v séru je koncentrace pouhych 0,3 mg/l.

Cil studie

Cilem studie bylo stanovit mnozstvi kemiku v biologickém materidlu u zdravych jedincii po
konzumaci pramenité mineralni vody Krondorf obohacené kiemikem v davce 42 mg/l.

Ucastnici a design studie
Dobrovolnici

Studie se zlcastnilo celkem 30 subjekta (18 zen a 12 muzl) vékového rozmezi mezi 20 a 60
lety. Primérny vek dobrovolnikd je 39,0 + 18,5 let. VSichni dobrovolnici byli zdravi, bez
hypertenze, bez drogové zatéze, pili maximaln¢ 3 kavy denné a neuzivali zadné doplnky
stravy.

Kontrolni skupina

Kontrolni skupinu tvofilo celkem 10 dobrovolnika (5 Zen a 5 muzi), kteti vodu obohacenou
ktemikem nekonzumovali a byli stejného v€kového rozmezi jako dobrovolnikd, tj. 20-60 let.



Design studie

Dobrovolnici byli rozdéleni do dvou skupin podle délky konzumace, aby se projevilo
ptfipadné zvyseni mnozstvi kiemiku v téle pfi del$i uzivani vody obohacené o kiemik v davce
42 mg/l. V kazdé skuping bylo po patnacti dobrovolnicich.

Konzumace mineralni vody Krondorf a odbéry biologického materialu byly provedeny podle
nasledujiciho schématu:

1. skupina

odbér pred zacatkem pitné kiry — 1 tyden pitna ktira — odbér po 1. tydnu — 1 tyden pitna
ktra — odbér po 2. tydnu — 2 tydny pauza — posledni odbér na konci 4. tydne

2. skupina

odbér pred zacatkem pitné kury — 1 tyden pitna kira — odbér po 1. tydnu — 1 tyden pitna
kara — odbér po 2. tydnu — 2 tydny pitna kira — odbér po 4. tydnu — 4 tydny pauza —
posledni odbér na konci 8. tydne

Kontrolni skupina dobrovolnik
pouze odbér biologického materialu

Kazdy dobrovolnik poskytl biologicky material (ranni mo¢ + krev) dle vySe uvedeného
schématu. Tento materidl byl nasledné laboratorné zpracovan.

Mo¢ byla odebirdna do plastovych sterilnich jednordzovych mocovych zkumavek
(Monovette, Némecko). Plnd krev byla odebirdna do specidlnich plastovych zkumavek
uréenych pro analyzu stopovych prvka (Vacuette, Rakousko). PIna krev byla centrifugovana
v chlazenych centrifugach (4 °C) pti 4000 otackach po dobu 10 minut. Ziskané sérum bylo
odebrano, alikvotovano a skladovano pfi -18 °C; stejné tak 1 vzorky moci.

Metodika

VeétSina dostupné literatury pro stanoveni kiemiku je zalozena na principu atomové absorpéni
spektrometrie (AAS) a tyka se prevazné stanoveni kiemiku ve vodach (Li et al. Nutrition
Journal 2010, 9:44; Barroso et al. Food Additives and Contaminants 2009, 2:2). Jedinou
dostupnou publikaci stanoveni kiemiku v biologickém materialu je prace Davenwarda z roku
2013, ve které kolektiv autorti sledoval vliv kiemiku na toxicitu hliniku u pacientd
s Alzheimerovou chorobou.

Dal§imi metodami umoziujicimi toto stanoveni jsou metody fotometrické. Jejich citlivost je
niz$i, ale jsou velmi snadno proveditelné a v béznych laboratotich ptistrojové dostupné.

Nejvice jsou rozsifeny metody zaloZzené na reakci kifemicitani s molybdenanem amonnym
V kyselém prostfedi, kde molybdenan reaguje S kfemicitany za vzniku zluté
molybdatokiemicité kyseliny. Byl testovan rozsah vinovych délek 200-500 nm a jako
optimalni vlnova délka pro fotometrické stanoveni byla zvolena vinova délka 350 nm.



Roztoky

Molybdenové cinidlo: 7,5 g molybdenanu amonného rozpusténo v 50 ml destilované vody a
piidano k 50 ml zfedéného roztoku kyseliny dusicné (1:1)

Mravencnanovy pufr: 56,1 g hydroxidu draselného rozpusténo v 250 ml destilované vody,
pridano 50 ml bezvodé kyseliny mravenci a doplnéno na objem 500 ml

Kalibracni roztoky kiremiku: ptipraveny ze zasobniho roztoku analytického standardu kiremiku
pro AAS (Sigma Aldrich) o koncentraci 1000 mg/I

Kalibraéni kiivka byla sestavena ze ¢ty kalibracnich bodd o koncentracich 1 mg/l, 2 mg/l,
5 mg/l a 10 mg/l. Ze ziskané regresni rovnice byly vypocitany koncentrace kiemiku
Vv biologickych vzorcich. Hodnota spolehlivosti (R) byla vzdy vyssi nez 0,94.

Analyza vzorkii

K 5 ml mraven¢nanového pufru bylo pfidano 0,5 ml molybdenového ¢inidla a doplnéno
destilovanou vodou na objem 12 ml. Nakonec bylo ptidano 0,5 ml vzorku. Poté byl vzorek
kratce vortexovan a méfen na spektrofotometru HeAdios (Thermo Fisher Scientific) pfi vinové
délce 350 nm. Pii veSkeré manipulaci se vzorky bylo pouzito plastové nadobi, aby se
zabranilo vyluhu Si ze skla.

Vysledky

Byla provedena validace metody, valida¢ni parametry byly stanoveny na dvou koncentra¢nich
hladinach.

Variaéni koeficient opakovatelnosti a reprodukovatelnosti obou hladin neptesahl 7,3 %. Bias
u opakovatelnosti na obou hladinach neptesahl 12,0 %. Bias u reprodukovatelnosti na obou
hladinach neptesahl 15,4 %.

Vysledky hodnot obou skupin byly zpracovany do piehlednych tabulek. V Tab. 1. jsou
uvedeny hodnoty dobrovolniku, ktefi uzivali vodu Krondorf po dobu dvou tydnt. V Tab. 2.
jsou uvedeny hodnoty dobrovolniki, ktefi uzivali vodu Krondorf po dobu ¢Ctyt tydnd. V této
studii byla métena i kontrolni skupina dobrovolniki, u kterych byl proveden pouze jeden
odbér (Tab. 3).

Diskuze

Pro zjisténi pozitivnich i negativnich ucinki konzumace minerdlni vody Krondorf na lidsky
organismus jsme dobrovolniky minerdlni vody pozéadali o vyplnéni kratkého anonymniho
dotazniku.



e 71 % dobrovolniki nemélo béhem ¢i kratce po skonceni konzumace zddné zazivaci
obtize (zacpa, prijem), 29 % mclo mirné zazivaci potize (zvySena peristaltika a
plynatost)

e 24 % dobrovolnikli pozorovalo pozitivni vliv na kiizi, vlasy a nehty (snizené
vypadavani vlast, vyssi pevnost nehti)

e jemna perlivost pfi konzumaci vody nevadila 95 % dobrovolnikt

e prumérna znamka (1-nejlepsi, 5-nejhorsi) udélena Gcastniky hodnotici chut’ vody byla
2,19

Mezi dalsi ucinky pozorované pti daném pitném rezimu dobrovolnici uvedli redukci
hmotnosti a pocit zizn€ po vypiti celé lahve.

Zavér

Kwvili ¢asové naro¢nosti vyvoje metody, pfipravy a méfeni vzorkll se nam podatilo vyvinout
pouze spektrofotometrickou metodu na stanoveni kiemiku v moci. Vyvoj metody stanoveni
kfemiku v séru by piedstavoval casové daleko naro¢néjsi ukol, ktery byl v tomto ¢asovém
rozpéti nerealizovatelny.

U kontrolni skupiny dobrovolnikti hladina kfemiku vétSinou neptesdhla limit detekce (< 1

mg/l).

V piiloZzenych tabulkach jsou dobrovolnici rozdéleni dle délky uzivani vody Krondorf a déle
dle pohlavi (F — zena, M — muz).

Bylo provedeno porovnani dat pomoci t-testu mezi jednotlivymi tydny odbérti u obou skupin
dobrovolnikti. Ve skupiné¢ dobrovolnik uzivajicich vodu Krondorf 2 tydny (Tab. 1) je
statisticky vyznamny rozdil (p < 0,01) mezi hladinami kfemiku pted zapocetim experimentu a
po 2 tydnech uZivani mineralni vody (ukonceni experimentu). Hladiny kifemiku se statisticky
vyznamné nelisi (p > 0,01) pti porovnani hladin pted zapocetim experimentu a po 2 tydnech
od ukonceni pitné kury.

U druhé skupiny dobrovolnikt (Tab. 2), ktefi uzivali mineralni vodu 4 tydny je rozdilnost dat
podobna prvni skupiné dobrovolnikl. Statisticky vyznamné (p < 0,01) se lisi hladiny kifemiku
mezi odbéry pred zapocetim experimentu a po 2 tydnech uzivani vody. Totéz plati i pro
hladiny kfemiku mezi odbéry pfed zapocetim experimentu a po 4 tydnech uzivani vody (p <
0,01). Hladiny kifemiku po 2 tydnech uzivani a po 4 tydnech uzivani nevykazovaly
vyznamnou odli$nost dat (p > 0,01). Nevyznamnou odlisnost dat (p > 0,01) vykazuji hladiny
ktemiku mezi odbéry pfed zapocetim experimentu a po 4 tydnech od ukonceni pitné kury.

Déle jsme porovnavali ob¢ skupiny dobrovolnikii mezi sebou. Pii porovnani hladin kiemiku
Z odbérii pred zapocetim experimentu jsme prokazali statisticky nevyznamnou rozdilnost dat
(p > 0,01). Totéz plati jak pro porovnani dat z odbérit po 2 tydnech uzivani mineralni vody,
tak pro porovnani dat z odbérl po absenci mineralni vody. Statisticky nevyznamnou odli$nost



dat jsme také prokazali u hladin kiemiku z odbért po 4 tydnech uzivani vs. 2 tydnech uzivani
mineralni vody (p > 0,01).

Pii porovnani odliSnosti dat mezi odbéry pfed zahdjenim experimentu u obou skupin
dobrovolniki a u kontrolni skupiny dobrovolnikii (Tab. 3) jsme prokazali statisticky
nevyznamnou rozdilnost dat (p > 0,01).

V dostupné literatuie (Davenward et al. Journal of Alzheimer’s Disease 2013, 33) zabyvajici
se uzivanim mineralnich vod s vysokym obsahem kiemiku uzivali dobrovolnici dané vody po
dobu az 12 tydna jeden litr za den. Tato studie prokézala, Ze jiz po 2 tydnech uzivani
obohacené vody kiemikem lze pozorovat nartst hladin kiemiku v moci. Po ukonceni pitné
kury se hladiny kfemiku vratily na ptivodni hodnoty.

Podékovani

Tato studie vznikla za finanéni podpory dotace Karlovarského kraje.

,[KARLOVARSKY

KRAJ
Prilohy
Tabulka 1 - Dvoutydenni uzivani vody Krondorf
Koncentrace Si v 5 po dvou po dalsich
moci (mg/l) BicE) po tydnu e AT dvou
zahajenim | © ..V 7 | uzivani .
s uzivani tydnech
Dobrovolnik éislo uzivani (konec | iinence
uzivani)

2/F 2,69 2,84 5,92 <1,00

6/F 3,48 8,63 8,88 1,39

9/F 7,20 9,36 10,24 9,03

10/F 4,09 6,92 8,70 2,75

11/F <1,00 1,27 5,38 <1,00

23/F <1,00 6,55 7,32 3,65

25/F <1,00 4,04 6,72 4,21

26/F 2,25 491 6,45 3,59

27/F <1,00 <1,00 1,37 <1,00

28/F <1,00 <1,00 1,05 <1,00

12/M 1,07 2,81 5,04 2,99

24/M <1,00 6,62 8,13 3,02

30/M 3,28 6,99 8,58 4,51

31/M <1,00 5,73 6,88 4,70

33/M 1,82 2,16 5,28 4,19
Priamér 2,19 4,72 6,40 3,20

SD 1,76 2,79 2,58 2,13




Tabulka 2 - Ctyttydenni uZivani vody Krondorf

Koncentrace Si v o . t'zo 4 . datsich

mo&i (mall pre . po dvou | tydnech | po dalsic

A zahajenim p:izzg:i“ tydnech | uzivani | 4 tydnech

Dobrovolnik &islo uzivani uzivani | (konec |abstinence

uzivani)

5/F 3,47 4,59 7,04 9,27 1,99
13/F <1,00 7,88 8,48 8,48 <1,00
15/F <1,00 4,14 7,66 2,62 <1,00
18/F <1,00 7,69 9,20 9,42 <1,00
19/F 1,05 1,55 4,12 6,94 1,54
20/F <1,00 1,10 1,71 2,19 <1,00
21/F <1,00 8,42 8,52 9,25 2,68
22/F 4,07 6,74 9,03 9,19 7,32
1/M 1,02 3,62 3,89 5,39 1,52
3M <1,00 <1,00 <1,00 4,80 2,39
4/M <1,00 <1,00 <1,00 5,15 3,34
7IM 6,27 6,83 7,26 12,33 7,35
8/M 5,10 5,33 7,32 9,38 3,16
14/IM <1,00 1,63 1,82 <1,00 <1,00
17/M <1,00 1,10 3,05 9,36 <1,00
Pramér 2,00 4,17 541 6,99 2,49
SD 1,80 2,83 3,12 3,29 2,13

Tabulka 3 — Kontrolni skupina

Kontrolni
skupina

Koncentrace Si v
mo¢i (mg/l)

1,27

<1,00

<1,00

<1,00

1,02

<1,00

<1,00

1,36

2,45

TnmmTnZZZNZZ

<1,00

Prameér

1,21

SD

0,46




