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Abstract

There has been a remarkable increase in allergy during the last century and many theories have been
proposed to explain this issue. The risk of developing allergy has been shown to be significantly lower
if the child is raised on a farm. This phenomenon is evaluated by the FARMFLORA birth cohort, which
examines families living on a farm and families living in the same rural area but not on a farm.
Breastmilk and data of the mothers’ diet during breastfeeding were collected. Additionally, the children
were examined by a doctor, in order to diagnose allergies.

Since the immune system is developed at an early age, the nutrition content in breastmilk is considered
an important factor in allergy development for infants. Studies have indicated that vitamins and minerals
affect allergy development. Because of this, the purpose of this bachelor thesis, being part of the
FARMFLORA birth cohort, was set to develop methods for evaluating vitamin and mineral content in
small samples of breastmilk. Another purpose was to statistically analyze data of the mother’s vitamin
and mineral intake during breastfeeding in relation to living area and to allergy development of the child.

Methods were developed, in order to study the content of vitamin A and D along with iron, zinc, copper,
cobalt, manganese and nickel in breastmilk. The methods used for vitamin extraction were protein
precipitation and saponification, followed by hexane extraction. The method used for mineral extraction
was microwave digestion. All extracted samples were analysed in HPLC.

Results from the method development indicated that saponification is the superior method for vitamin
A analysis, whereas protein precipitation was more suitable for vitamin D analysis. The results also
indicated that microwave digestion can be used to quantify the minerals of interest, given that
contamination can be avoided.

Simultaneously, the mothers’ intake of vitamin and mineral during breastfeeding was tested against
living area and allergy development of the child at the age of 36 months. No significance was found.
However, further studies are required in order to evaluate the possible connection between allergy and
the mother’s intake of vitamins and minerals during breastfeeding.



Sammanfattning

En stor ¢kning av allergi har skett det senaste arhundradet och manga teorier har lagts fram om
bakomliggande orsaker. Risken att drabbas av allergi har visats vara mindre om barnet véaxer upp pa
bondgérd. En studie som undersoker detta fenomen ar Bondgardsflorastudien, i vilken familjer boende
pa bondgard och familjer boende pa landet men inte pa bondgard studeras. | studien har bréstmjélk och
data Gver kostintag och amning samlats in fran mammorna. Barnen har dessutom undersokts av lakare
med avseende pa allergi.

Eftersom immunsystemet utvecklas i tidig alder tros naringsinnehallet i brostmjolk vara en viktig faktor
for allergiutveckling hos sma barn. Vidare har studier indikerat att vitaminer och mineraler kan paverka
allergiutveckling. Utifran detta utvecklades syftet med detta kandidatarbete, som ar en del av
Bondgardsflorastudien, till att utveckla laborationsmetoder for att undersoka vitamin- och
mineralinnehall i de sma volymer brostmjolk som finns insamlade. Ett andra syfte var att statistiskt
analysera data pA mammans vitamin- och mineralintag under amning, for att undersdka eventuell
koppling till boendemiljo respektive barnets allergiutveckling.

I projektet utvecklades laborationsmetoder for att studera vitamin A och D samt mineralerna jarn, zink,
koppar, kabolt, mangan och nickel i brostmjoélk. Metoderna som anvéndes for extraktion av vitaminerna
var proteinféllning och saponifiering, foljda av hexanbaserad extraktion. FOr extraktion av mineralerna
anvandes mikrovagsnedbrytning. Samtliga metoder avslutades med analys i HPLC.

Resultat fran metodutvecklingen indikerade att saponifiering & en mer optimal metod for analys av
vitamin A, jamfort med proteinféllning som i sin tur &r lampligast vid analys av vitamin D. Vidare
indikerade resultaten att de undersokta mineralerna troligtvis kan kvantifieras genom
mikrovagsnedbrytning, forutsatt att kontaminering kan undvikas.

Parallellt med metodutvecklingen undersoktes om mammans vitamin- och mineralintag under amning
var kopplad till boendemiljo respektive allergi hos barnet vid 36 manaders alder. Dock kunde ingen
signifikant skillnad observeras. Vidare studier & nddvéandiga for att undersbka den eventuella
kopplingen mellan allergi och mammans vitamin- och mineralintag.
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1. Introduktion
| detta avsnitt introduceras den teoretiska bakgrund om de omraden som berorts i projektet. Vidare
presenteras projektets syfte, en dversikt av genomférande samt de avgransningar som gjorts.

1.1 Bakgrund

Under 1900-talet har en 6kning av antal allergiska skett (1). Idag &r cirka en tredjedel av Sveriges
befolkning allergiska och ofta drabbas dessa i tidig alder, med kvarvarande allergi resten av livet (1,2).
En hypotes, hygienhypotesen, sager att exponering av mikroorganismer tidigt i livet paverkar
utvecklingen av immunsystemet positivt och minskar darmed risken att utveckla allergi (3,4). Tidigare
studier har visat att barn uppvéxta pa bondgard I6per mindre risk att drabbas av allergi jamfért med barn
uppvaxta pa landet, i samma omrade, men inte pa bondgard (1,3,4). Troliga orsaker till detta ar bland
annat djurkontakt och intag av opasttriserad mjolk (1,3,4). Det har visats att risken att drabbas av astma,
hosnuva och eksem, som &r symptom for allergi, minskar for barn som tidigt och under en langre tid far
vistas i stall eller andra platser med boskap (3,4).

Det har kandidatarbetet ingar i den del av Bondgardsflorastudien som analyserar om det finns nagon
koppling mellan allergiutvecklingen hos barn vid tre ars alder och brostmjolkens innehall av vitaminer
och mineraler en respektive fyra manader efter forlossning. | Bondgardsflorastudien har bréstmjolk och
data Over kostintag samt amning samlats in fran tva grupper av mammor. Den ena gruppen bestaende
av bondgardsmammor, mammor boende pa bondgard med djurhallning, och den andra bestaende av
icke bondgardsmammor, mammor boende pa landet men inte pa bondgard. Tidigare resultat fran
Bondgardsflorastudien har visat att det kan finnas en korrelation mellan allergiutveckling hos barn och
mammans fettintag under graviditet och amning (1). Vidare dr intressant att studera huruvida &ven
vitamin- och mineralinnehallet ar kopplat till allergiutveckling.

1.2 Syfte

Syftet med detta projekt var att utveckla laborationsmetoder for att kunna analysera vitamin- och
mineralinnehall i sma volymer brostmjolk. Detta for att i framtiden kunna tillampa metoderna vid analys
av de sma brostmjclksprover som finns tillgangliga i Bondgardsflorastudien, for att darefter kunna
koppla vitamin- och mineralinnehall i bréstmjolk till barnens eventuella allergiutveckling. Ett andra
syfte i projektet var att analysera data fran Bondgardsflorastudien éver mammornas intag av vitaminer
och mineraler under amning, for att underséka huruvida skillnader i dessa kan kopplas till boendemiljo
respektive barnets risk att drabbas av allergi.

1.3 Metod

Inledningsvis genomfordes en litteratursokning, for att fa teoretisk bakgrund om allergi,
hygienhypotesen, brostmjolkens naringsinnehall samt vitaminer respektive mineraler och dess koppling
till allergi. Vidare undersoktes huruvida bréstmjolkens innehall speglas av mammans naringsintag, om
mammans kost under graviditet och amning paverkar barnens allergiutveckling samt om amning har en
positiv eller negativ inverkan pa allergiutveckling hos barnen. Litteratursokningen har utférts genom att
eftersoka vetenskapliga artiklar om ovan namnda omraden i databaser som PubMed, Google Scholar
och Summon. Vidare har innehallet i dessa artiklar analyserats och jamfarts med varandra for att skapa
en helhetshild av radande teorier kring dessa omraden och pa sa vis kunna jamféra erhallna resultat fran
kostanalysen med tidigare studier.

Laborationsmetoder utvecklades dar brostmjolk och komjolk analyserades med avseende pa innehallet
av vitamin och mineral. All brostmjolk som anvéandes i metodutvecklingen var insamlad vid ett och
samma tillfalle i januari 2016, fran en enskild mamma. Komjolken som anvéandes var producerad av
Arla Foods. Laborationsmetoderna som tillampades var proteinfallning respektive saponifiering foljda
av hexanbaserad extraktion for vitaminanalysen och mikrovagsnedbrytning for mineralanalysen. Bade
vitamin- och mineralanalysen avslutades med analys i HPLC.

Data fran Bondgardsflorastudien analyserades med statistiska tester genom att inledningsvis undersoka
om data p& mammans vitamin- och mineralintag under amning var normalfordelade. Dérefter
undersoktes huruvida det fanns en koppling mellan vitamin- och mineralintaget samt boendemilj6é och



barnets allergi vid 36 manaders alder. Analysen genomfordes i datorprogrammen Excel version 2013
(Microsoft Corporation, Washington) och SPSS Statistics version 22 (IBM Corporation, New York).

1.4 Avgransningar

De &mnen som undersoktes i mjolken var vitamin A och D samt mineralerna jarn, zink, koppar, kobolt,
mangan och nickel pd grund av att dessa var intressanta ur allergisynpunkt och/eller pa grund av
tillganglig utrustning. Metodutvecklingen av vitaminextraktion begransades till proteinféllning,
saponifiering och hexanbaserad extraktion, da dessa metoder anvands frekvent inom extraktion av
vitamin A och D fran serum och livsmedel. Vidare begransades metodutvecklingen for
mineralextraktionen till mikrovagsnedbrytning, som anvands pa avdelningen for livsmedelsvetenskap
pa Chalmers Tekniska Hogskola for denna typ av extraktion. Paféljande analys genomfordes i HPLC
for bade vitamin- och mineralproverna, da noggrannare analysutrustning inte fanns tillganglig.

Metodutvecklingen genomférdes med separat insamlad brostmjolk samt med komjolk fran Arla Foods.
De tillgangliga brostmjolksproverna i Bondgardsflorastudien analyserades inte, da metodutvecklingen
av vitamin- och mineralanalyserna resulterade i provvarden med stor varians och darmed ansags inte
metoderna tillrackligt tillforlitliga. Darmed kunde det ursprungliga syftet inte genomforas, vilket var att
forst analysera och darefter koppla vitamin- och mineralinnehall i mammans brostmjolk till barnets
allergi.

All data som studerats i projektet kommer fran Bondgardsflorastudien, dar 65 mammor boende i
Skaraborg pa bondgard (n=28) respektive boende pa landet men inte pa bondgard (n=37) deltagit. Data
pa allergiutveckling hos dessa mammors barn var insamlad bade vid 18 och 36 manaders alder, varpa
en kumulativ diagnos aven fanns tillganglig. I detta projekt har enbart allergidiagnos vid 36 manader
studerats, da denna battre speglar allergi senare i livet. Pa grund av projektets begransande tid utfordes
ingen analys av korrelation mellan de studerade variablerna.

2. Teori

I detta avsnitt behandlas teori om allergi och dess mojliga orsaker samt bréstmjolkens naringsinnehall.
Darefter foljer de olika laborationsmetoder som anvénts samt statistiska metoder for analys av data fran
Bondgardsflorastudien.

2.1 Allergi

Allergi uppkommer da kroppens immunsystem Gverreagerar pa fraimmande &mnen i omgivningen, aven
kallat allergener. Det finns tva typer av allergier, IgE-medierad allergi och icke IgE-medierad allergi.
Vid IgE-medierad allergi bildas IgE-antikroppar som aktiverar mastceller och basofiler, vilka ar tva
typer av vita blodkroppar. Dessa frisatter inflammatoriska molekyler som skapar allergiska symptom
(5). Symptomen, sasom astma och eksem, uppkommer vanligen inom tva timmar efter kontakt med
allergenen (5). Vid icke IgE-medierad allergi produceras inga IgE-antikroppar, utan immunsystemet
anvander vita blodkroppar och andra celler for att framkalla inflammation i kroppen och darmed
allergiska symptom, vilka liknar de som uppstar for IgE-medierad allergi (2).

Orsaken till allergiutveckling &r &nnu okand, men en vanlig faktor &ar &rftlighet (5). Vad foréldern &r
allergisk mot avgor dock inte vad barnet utvecklar for typ av allergi (5). Det finns flera olika typer av
allergener, sasom pollen, kvalster och mat (2) och da endast mat innehallande protein (5). Barn utvecklar
ofta matallergi i tidig alder, sarskilt mot mjélkprotein och dgg (5). Sadan allergi tenderar dock att
forsvinna efter nagra ar, medan allergi mot nétter och fisk kvarstar livet ut. Dessutom brukar sma barn
utveckla eksem som dven den avtar i takt med att barnet vaxer upp (6).

2.2 Hygienhypotesen

Under de senaste decennierna har det skett en okning av allergi i vastvarlden som tros bero pa
urbanisering och en minskning av lantliga levnadsmiljéer (7). Det har observerats att risken att utveckla
allergi i Vasteuropa ar mindre hos bondgardsfamiljer jamfort med icke bondgardsfamiljer (1,8).
Ytterligare bidragande faktorer till den lagre allergiutvecklingen i bondgardsmiljon &r intag av



opastoriserad mjolk, tidig kontakt med boskap och dess foder samt kontakt med andra bondgardsdjur
(9-12).

Utdver boendemiljon har andra faktorer med avseende pa familjesituation observerats minska risken for
allergiutveckling. En av dessa ar ett storre antal syskon, dar aldre syskon har storst paverkan (9). En
skyddande effekt har aven upptackts hos barn som tidigt borjat ga till dagis, men endast for barn utan
syskon (13). | samma studie har det observerats att allergi &r vanligare hos familjer med diskmaskin
jamfort med familjer som handdiskar. D& handdiskning &r en mindre effektiv rengéringsmetod &n
diskmaskin tros det ge tolerans mot mikroorganismer. Den skyddande effekten forstarktes om barnen
konsumerade inlagd mat eller mat kopt direkt fran bondgardar (13). | en annan studie har det observerats
att barn till foraldrar som rengor barnets napp genom att suga pa den innan barnet far den, 16per mindre
risk for allergiutveckling (14). Detta pa grund av att barnets orala flora férandras da foralderns orala
bakterier dverfors. De orala bakterierna kan aven dverforas vid munkontakt.

Den gemensamma namnaren for ovan ndmnda faktorer &r exponering av mikroorganismer, och dess
inverkan pa allergiutveckling ar sammanfattad i den sa kallade hygienhypotesen (3,4). Bakteriefloran
utvecklas mycket fort i tidig alder och detta antas bland annat vara anledningen till att den storsta
effekten marks om exponeringen sker under graviditeten samt under de forsta aren i livet (9,11). Den
skyddande effekten har observerats upp till sex ars alder (11).

2.3 Brostmjolkens naringsinnehall

Brostmjolk har flera olika bestandsdelar sasom mikrober, proteiner, lipider, kolhydrater, vitaminer,
mineraler, hormoner och antikroppar (7,15-17). Flera av dessa hjalper till att bygga upp barnets
immunsystem och skydda barnet fran infektioner (15,17). Amnenas koncentrationer skiljer sig &t
beroende pa flera olika faktorer sasom tidpunkt pa dagen, tid efter forlossningen och om provet tas innan
eller efter en enskild amning (17). Andra faktorer ar boendeplats, arstid, mammans kosthallning och hur
lang tid som gatt sedan senaste amningstillfalle (7,17-19).

Brostmjolk delas in i flera olika typer, vilka beror pa tidpunkt vid varje enskilt amningstillfalle samt hur
lang tid som gatt sedan forlossningen. Den forsta mjolken efter forlossningen kallas ramjélk och
innehaller en extra hog halt av olika amnen som hjélper till att bygga upp barnets immunsystem (15,17).
Ungefar fem veckor efter forlossningen anses mjdlken vara helt mogen och dérefter &r
sammansattningen relativt konstant i forhallande till tiden sedan forlossningen (15). Benamningen pa
mjclken mellan ramjélken och den mogna mjélken ar 6vergangsmjolk, som ar ett mellanting mellan
ramjolken och den mogna mjdlken (17). Den forsta brostmjolken barnet far i borjan av amningstillfallet
kallas formjolk (17). Da barnet ammas sker en gradvis forandring i brostmjolkens sammanséttning,
vilket innebdr att den sista mjolken, eftermjélken, har en avsevart annorlunda sammansattning an
formjolken (17).

2.4 Vitaminer och mineraler
| detta avsnitt presenteras teori om de vitaminer och mineraler som studerats i projektet.

2.4.1 Vitamin A

Vitamin A 4r ett fettlosligt vitamin som ingar i &mnesgruppen retinoider. Det finns manga olika varianter
av retinoider, men grundformerna dr retinol, retinal och retinoinsyra (7,20). | kroppen lagras retinol i
levern i en esterform, retinylester, som sedan slépps ut i blodet (21). | blodet kan sedan retinol oxideras
till retinal och slutligen till retinoinsyra, som dr den aktiva formen. Minskade koncentrationer av
retinoinsyra har visats leda till minskad utséndring av IL-2, en signalmolekyl i immunsystemet som
reglerar aktiviteten hos T-celler (21). Dessutom har studier om inverkan av brist pa vitamin A hos barn
visat tecken pa att kroppen mer aggressivt reagerar pa fraimmande antigen, vilket i sin tur leder till en
allergisk reaktion (22,23). Det finns aven tecken pa att narvaro av vitamin A minskar produktionen av
cytokiner, vilket innebér att hdga koncentrationer av vitamin A leder till ett mindre responsivt
immunsystem (24).



2.4.2 Vitamin D

Vitamin D ar ett fettldsligt vitamin som finns i formerna vitamin D, och vitamin Ds, aven kallade
ergokalciferol respektive kolekalciferol (7,25,26). Bada formerna av vitamin D hydroxyleras forst till
25-hydroxyvitamin D i levern och sedan i njurarna till den biologiskt aktiva formen 1,25-
dihydroxyvitamin D (7). Vid undersokning av vitamin D i kroppen &r det vanligast att mata
koncentrationen av 25-hydroxyvitamin D, lagringsformen av vitamin D, i blodet eftersom dess
koncentration ar relativt konstant 6ver tiden (26,27). Brist pa vitamin D har kopplats ihop med en 6kad
risk for flera olika sjukdomar, daribland autoimmuna sjukdomar sasom allergi (25-29). Dessutom har
tidigare studier indikerat att koncentrationen vitamin D i kroppen har en betydande men komplex roll i
regleringen och funktionen av immunsystemet (26,27).

2.4.3 Jarn

Jarn ar viktigt hos nyfodda for en god fysisk utveckling (7). Mineralet & nddvandigt i manga biokemiska
reaktioner, déribland vid transporten av syre, i elektrontransportkedjan samt for reglering av celltillvéxt
och celldifferentiering (30). Jarn &r kopplat till utvecklingen av immunsystemet och &r vésentligt for
immuncellsproliferation (31). | studier har jarnbrist kopplats till mindre bildning av T-celler respektive
minskad aktivitet hos NK-celler (30,31). | kroppen lagras jarn framst bundet till proteinet ferritin och
komplexet hemosiderin och regleras darifran till hemprotein, sasom hemoglobin, myoglobin och
cytokromer (7).

2.4.4 Zink

Zink ar en viktig sparmetall som &ar nédvandig for fysisk tillvaxt samt har stor inverkan pa exempelvis
nerv-, reproduktions-, skelett- och immunsystem (7,32,33). Zinkbrist har visats ge en sémre aktivitet
hos T-celler och NK-celler samt en forsdmrad fagocytos hos neutrofiler och makrofager (32). Mineralet
verkar aven som kofaktor i flertalet enzym som indirekt paverkar immunsystemet (32). | kroppen
forekommer zink exempelvis i serum, bundet till protein som albumin och transferrin (32).

2.4.5 Koppar
Koppar ar essentiellt for att immunsystemet ska fungera normalt (34). Studier som undersokt hur
kopparbrist paverkar immunsystemet fann att det specifika immunsystemet blir mindre effektivt och
antalet antikroppar i blodet minskar (34). Antalet neutrofiler i blodet blir ocksa farre och med en lagre
aktivitet (34).

2.4.6 Kobolt, mangan och nickel

Kobolt har visats paverka immunsystemet negativt genom att bland annat aktivera TLR4 (toll-like
receptor 4), vilken vidare kan aktivera T-celler och leukocyter som leder till inflammation (35). Daremot
ar mangan &r ett livsnédvéndigt mineral och ar viktig for barns utveckling (36). Behovet av nickel &r
inte faststélld, dock kréaver vissa bakterier i manniskors tarmar nickel (37). En del studier tyder pa att
nickelbrist kan leda till att tarmens bakterieflora stérs och inte utvecklas normalt (37). Dessa stérningar
kan leda till problem med immunsystemet (38).

2.5 Koppling mellan bréstmjolkens naringsinnehall och mammans naringsintag

Som beskrivet i avsnitt 2.3, skiljer sig brostmjolkens naringsinnehall och producerad volym at mellan
individer. Likasa ar dessa faktorer beroende av tidpunkt under amningsperiod, vilket innebar skillnader
mellan formjolk och eftermjolk samt mellan ramjolk, 6vergangsmijolk och mogen mjolk. Till viss del
kan aven skillnader i vitamin- och mineralinnehall paverkas av mammans naringsstatus och kostintag
(39,40). Denna inverkan varierar dock mellan de olika naringsamnena (39), och i de flesta fall paverkas
inte koncentrationen av de olika &mnena i brostmjolken markant av en eventuell ndringsbrist hos
mamman (40).

Fettlosliga vitaminer, sdsom vitamin A och D, ar &mnen vars koncentration i brostmjolken paverkas av
mammans naringsstatus (7,41). Den framsta kallan genom vilken vitamin D kan erhallas ar solenergi,
medan endast 1aga doser kan tas upp via kosten (7). Vid mindre tillgang pa solenergi, sasom vid morkare
arstider, blir darfor kostintaget en mer betydande kalla, liksom den mangd av vitaminet som finns lagrad
i mammans fettvavnader (7,42). Flertalet studier har visat pa en signifikant skillnad i brostmjolkens
koncentration av vitamin D hos de mammor som tagit tillskott eller vistats i omraden med okad



exponering for solenergi (7,40,43). P4 motsvarande satt har dven skillnader observerats i mjélkens
vitamin A-koncentration hos valnarda respektive underndrda mammor (7,44). Studier har visat att
tillskott av vitamin A ger forhdjda koncentrationer i brostmjolken, och darmed paverkas mjolkens
koncentration sannolikt av mammans kostintag (7,44). Kortvarig brist pa vitamin A kan dock
kompenseras genom reglering, da vitaminet finns lagrat i mammans lever (40,44).

Vad géller brostmjolkens koncentration av mineraler &r mammans néringsintag inte en lika bidragande
faktor (39). | flera studier har inga tydliga kopplingar observerats mellan intag av mineralerna jérn, zink
och koppar och dess koncentrationer i bréstmjolken (45-48). Detta forklaras genom att regleringen av
dessa mineraler sker genom aktiv transport i brostkortlarna och déarmed inte avgors av intag via kosten
(45-48). | vissa studier, dar skillnader observerats i brostmjélkens koncentration av mineralerna,
diskuteras dock inverkan av naringsintag och boendeplats (45). Detta ar emellertid nagot som bor
studeras ytterligare for att nagra slutsatser ska kunna dras kring eventuell paverkan (45).

Likt jarn, zink och koppar regleras koncentrationen mangan troligtvis genom aktiv transport i
brostkortlarna (49). Viss variation i bréstmjolkens koncentration av mangan har dock observerats och
darfor kan &ven andra faktorer inverka (40,49).

Ett mindre underlag finns om kopplingen mellan mammans naringsintag relativt bréstmjolkens
koncentration av kobolt och nickel. Skillnader i mjolkens koncentration har observerats for kobolt, bade
mammor och studier emellan (49). Dessa skillnader kan dock bero pa saval koppling till mammans
naringsintag som pa brister i forsoksmetod (49). Uppmatta skillnader i mjolkens koncentration av nickel
har inte heller nagon tydlig orsak (50). Intag av livsmedel och vatten diskuteras dock som potentiella
forklaringar (50), vilket skulle tyda pa att det finns en koppling mellan mammans néringsintag och
bréstmjolkens koncentration av nickel.

2.6 Koppling mellan mammans kostintag under graviditet och amning respektive
allergiutveckling hos barnen

Mammans kosthallning under graviditet och amning kan ha en betydande effekt for barnets risk att
utveckla allergi. Flera studier visar pa att ett hogt intag av vitamin D under graviditeten ar associerat
med en lagre risk for saval astma som véasande andning hos barnet (51-54). Detsamma géller for hoga
kostintag av fisk och &mnena vitamin E och zink under graviditeten (53-55). En annan studie har dock
inte funnit ndgon koppling mellan nagon form av allergi och intag av varken vitamin E och zink (56).
Ingen koppling har heller observerats mellan vasande andning och dessa tva &mnen samt vitamin A och
D (57).

Ett reducerat jarnintag har kopplats samman med minskad risk for vasande symptom for barn (58).
Samtidigt har ett 6kat kopparintag kopplats ihop med minskad risk for eksem, vasande andning och
allergiska sjukdomar (56). Ett hogt intag av mangan har i en studie associerats med en mindre risk for
vasande symptom (57). | samma studie kunde dock inga kopplingar mellan vasande andning och koppar
eller jarn observeras.

Hog konsumtion av citrusfrukter och vitamin C under graviditet kan orsaka en hodgre risk for
allergiutveckling, vilket dven ett hogt intag av selleri och ra paprika associerats med (52,54,55). Det
finns dock studier som tyder pa att hoga intag av vitamin C kan minska risken for vasande andning
(56,57). Hoga intag av margarin, smor och oljor samt kost innehallande omega-6 fleromattade fettsyror
och omega-9 enkelomattade fettsyror har visats vara associerade med en okad risk for allergi, bade i
Bondgardsflorastudien och i andra studier (1,55,59).

2.7 Koppling mellan allergi och amning

Amning har sedan 1800-talet minskat (60,61). Under denna tidsperiod har dessutom foérekomsten av
allergi och astma Okat (62,63). Tidigare resultat i Bondgardsflorastudien har funnit att bade barn som
ammats exklusivt och delvis hade l&gre risk att utveckla allergi jamfoért med barn som inte ammats (1).

Ut6ver tidigare resultat i Bondgardsflorastudien har andra studier funnit antydningar om att risken att
drabbas av astma minskar om barnet ammas (64-66). Det finns dock data som tyder pa att exklusiv
amning inte paverkar risken att drabbas av astma (67). | en studie observerades att personer som ammats
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exklusivt hade lagre risk att drabbas av astma innan sju ars alder, men storre risk efter sju ars alder (68).
En annan studie fann att risken for astma mdjligen 6kade om barnet ammats exklusivt (69).

Forutom att studier har funnit att det finns 0kad risk att drabbas av astma om barnet ammas, finns det
en studie som har funnit en dkad risk om barnet ammats exklusivt (70). | samma studie observerades en
okad risk for eksem for varje manad som barnet ammades (70). En annan studie observerade att exklusiv
amning de forsta fyra manaderna 6kade risken for eksem om barnets foraldrar inte led av eksem (71). |
de fall dar ndgot av, eller bada, barnets foraldrar hade eksem observerades ingen okad risk. | motsats till
detta har dock observerats att barn som ammats hade lagre risk att drabbas bade av eksem och matallergi
(72).

2.8 Laborationsmetoder

| detta avsnitt presenteras de metoder som utvecklats for analys av vitaminer och mineraler i brostm;jolk.
Awvsnittet inleds med de metoder som anvénts i vitaminlaborationerna, proteinfallning respektive
saponifiering foljt av hexanbaserad extraktion, och den metod som anvénts i minerallaborationerna,
mikrovagsnedbrytning. Darefter foljer anvandandet av HPLC och standarder, som tillampats i samtliga
laborationer.

2.8.1 Vitaminanalys

Vitamin A och D ar bada fettlosliga vitaminer som ofta ar svara att detektera i biologiska vétskor och
livsmedel pa grund av den komplexa sammansattningen hos strukturerna som vitaminerna ar bundna till
(73,74). De ar starkt lipofila och har hog affinitet for vitaminbindande proteiner (74). De &r dessutom
kansliga for 6kad temperatur, ljus, syre och extremt pH (73). Tva vanliga metoder for att frigéra
vitaminerna vid analys i biologiska vatskor och livsmedel &r proteinféallning och saponifiering (74-76).
Proteinfallning &r vanligast vid analys av biologiska vatskor som serum och plasma, medan
saponifiering anvands vid analys av livsmedel (75,76). Nar vitaminerna har frigjorts ur proteinerna och
hamnat i vatskefasen kan dessa extraheras ytterligare i en hexanbaserad extraktion (76-79).

Proteinfallning

| proteinfallning blandas provet med vattenbaserade eller organiska losningsmedel for att falla ut
proteinerna genom denaturering dar de vanligaste utfallningsmedlen &r acetonitril, metanol eller en
blandning av dessa tva I6sningsmedel (76,78). Darefter blandas provet innan det centrifugeras (78,80).
For att maximera proteinfallningen kan ett inkuberingssteg laggas till innan provet centrifugeras, vilket
okar frisattningen av vitaminerna (80). Da centrifugeringen sker bildar de utfallda proteinerna en pellet
och vitaminerna, som nu &r frigjorda fran proteinerna, hamnar i vatskefasen (76). Vitskefasen, aven
kallad supernatanten, kan extraheras med hjélp av hexan, alternativt kan supernatanten extraheras direkt
utan nagon tillsats (76,78,79). En nackdel med proteinfallning &r att extraktet inte blir helt rent och
orenheterna kan darmed forsvara analysen av vitaminerna (76).

Saponifiering

I saponifiering bryts esterbindningen mellan hydroxylgruppen i vitaminerna och karboxylgruppen i
proteinerna genom basisk hydrolys for att méjliggdra analys av vitamininnehallet (76). Detta sker genom
att blanda provet med kaliumhydroxid som kan vara antingen alkohol- eller vattenbaserad (76). Vanligen
anvands vattenbaserad kaliumhydroxid dd den & mer stabil an den alkoholbaserade (77).
Alkoholbaserad kaliumhydroxid foredras dock vid analys av mejeriprodukter eftersom den Igser sig vél
med fett vilket forhindrar emulsionbildning (77). | vissa fall tillsatts dven antioxidanter i form av
askorbinsyra for att minska instabiliteten hos vitaminerna och skydda dem mot oxidation och annan
nedbrytning (75). Saponifieringen utfors i rumstemperatur éver natten under omrérning, alternativt vid
en hogre temperatur, runt 80°C, i nagra fa timmar (76). En lang reaktionstid innebér dock att oxidationen
av vitaminerna 6kar, vilket minskar vitamininnehallet i provet (81). Isomerisering av vitamin D till ett
forstadie av vitamin D sker i varme och darfor foredras kall saponifiering vid analys av vitamin D
(75,77). Studier har visat att mer vitamin D frigors om reaktionstiden och koncentrationen av
kaliumhydroxid ¢kas (75). Efter saponifieringen hamnar vitaminerna i den dvre fasen av lésningen,
vilken sedan extraheras med hjélp av hexan (77).



Hexanbaserad extraktion

Hexan ar ett mattat kolvéte och anvénds som organiskt I6sningsmedel (82). Dess opoléra karaktér gor
det anvandbart vid extraktion av andra opolara &mnen, sdsom vitamin A och D. Hexanbaserad extraktion
kan utfoéras med ren hexan eller i kombination med andra organiska l6sningsmedel, exempelvis
diklormetan (83,84), vilket paverkar l16sningsmedlets polaritet (85).

Extraktionen utférs genom att hexan, alternativt hexan:diklormetan, tillsatts en lésning ur vilken det
opoldra amnet 6nskas erhallas (83,84). De bada vatskorna blandas genom att provet skakas kraftigt, till
exempel genom att vortexas (83). Det undersokta amnet forflyttas da till hexanfasen. Efter
centrifugering av provet erhalls faser av de olika vatskorna i losningen (84). Den Gvre fasen,
innehallande det undersokta amnet 16st i hexan, forflyttas till ett nytt ror (83,84). Extraktionsproceduren
upprepas en eller fler ganger for att erhalla en storre andel av @mnet fran det ursprungliga provet (83,84).
Den slutliga volymen hexanldsning kan dérefter indunstas for vidare analys av &mnet (83,84).

2.8.2 Mineralanalys

Mineraler ar vattenldsliga och kan inga i olika enzymsystem (86) Mineraler ar mycket stabila och bryts
inte ned i sin fria jonform av varken varme eller ljus. Déarfor behover inga speciella atgarder, sasom
kylning eller morker, vidtas for att forhindra nedbrytning av mineralerna.

Mikrovagsnedbrytning

For att bryta ner brostmjoélksproverna i mindre komponenter och forstéra det organiska materialet, och
darmed frisatta mineralerna, behandlas proverna med starka syror och hég temperatur (87). Det
organiska materialet maste forstéras helt for att mineralerna ska kunna analyseras, nagot som ar svart i
prover innehallande mycket proteiner, sasom mjolk (87). Proverna kors darfor tillsammans med starka
syror i en mikrovagsugn, som kan programmeras att kora olika temperaturprogram efter behov. Prover
overfors till vialer, varav en kraver en storre totalvolym viétska &n de andra, da en méatsticka ar forankrad
till denna. Matstickan anvédnds for att mata trycket och temperaturen i vialerna for att minska
explosionsrisken i mikrovagsugnen.

PAR och PDCA

PAR (4-(2-pyridylazo)resorcinol)) och PDCA (pyridin-2-6-dikarboxylsyra.) kan anvandas vid analys av
jarn, zink, koppar, kobolt, mangan och nickel. PAR bildar fargstarka kelater med metalljonerna, som
mojliggor detektion av dessa dven vid laga nivaer (88-90). PDCA kan anvéandas for att separera
metalljonerna i 16sning. Detta gor att &ven metalljoner som ar mycket lika, sasom Fe?* och Fe®*, kan
kvantifieras separat (90).

2.8.3HPLC

HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) &r en separations- och mangdanalysmetod som idag
anvands frekvent for att kvantifiera amnen. HPLC bestar av tva faser, en mobil och en stationar fas (91).
Den stationara fasen bestams beroende pa vad som ska analyseras. Vid analys av ett prov innehallande
joner anvénds en jonbindande fas, medan en opoldr fas anvinds vid analys av ett opoléart amne (92).
Provet som ska analyseras placeras i den mobila fasen och pressas igenom den stationara fasen under
hogt tryck (92). De olika amnena i provet kommer darmed att separeras fran varandra och fardas igenom
den stationéra fasen (92). Amnena fardas med olika hastigheter da de interagerar med den stationéra
fasen med olika styrkor och far darigenom olika retentionstider, tiden det tar for amnet att fardas igenom
kolonnen (92). Kopplad till HPLC:n sitter en detektor, som bestar av en ljuskélla och en ljusdetektor
(92). Nar ett amne passerar framfor denna detektor kommer d&mnet att absorbera ljuset och ge upphov
till en absorptionstopp. Denna absorptionstoppsarea ar proportionell mot mangden av amnet, vilket da
kan kvantifieras (92). For att med storre sdkerhet validera att &mnet som detekterats &r det intressanta,
kan en masspektrometer kopplas till HPLC:n (93).

2.8.4 Standarder

For att tyda resultaten i det kromatogram som erhalls vid analys av ett prov i HPLC anvands interna och
externa standarder. Dessa underlattar identifiering av de olika absorptionstopparna i kromatogrammet
samt mojliggor berdkningar av ett undersokt &mnes ursprungliga koncentration i provet.



En extern standard bestar av samma d@mne som undersoks i provet (94). Da provet analyseras i HPLC:n
injiceras i en annan vial en kdnd koncentration av den externa standarden (94). | kromatogrammet for
standarden erhalls amnets retentionstid och area. Med hjalp av retentionstiden kan motsvarande topp
identifieras i kromatogrammet for det undersokta provet. Amnets ursprungliga koncentration i provet
beraknas genom erhallna areor, enligt ekvation (a).

Aundersokt imne (uppmitt)

A — XMextern standard (tillsatt)
extern standard (uppmitt) (a)

undersokt dmne (ursprungli
( p glig) Vundersokt prov (ursprunglig)

For att kompensera for eventuell forlust i utbyte efter genomford laboration kan &ven en intern standard
anvandas, vilken tillsatts i ett tidigt skede i extraktionen (95). Den interna standarden bor ha mycket
liknande egenskaper som det undersokta &mnet, men inte finnas naturligt i provet (94). Detta amne ska
inte heller reagera med ett annat &mne i provet (94). Da utbytet for det undersokta &mnet antas vara lika
stort som for standarden, kan det analyserade amnets ursprungliga koncentration i provet berédknas
utifran mangd tillsatt intern standard, enligt ekvation (b).

Aundersokt imne (uppmitt)
A - Mintern standard (tillsatt)
intern standard (uppmitt) (b)

Cundersokt zmne (ursprunglig) =

Vundersokt prov (ursprunglig)

2.9 Statistik
| detta avsnitt presenteras de olika statistiska tester och figurer som anvandes i den statistiska analysen
av vitaminer och mineraler kopplat till boendemiljo respektive barnets allergiutveckling.

2.9.1 Normalitetstest

Histogram ar ett vanligt satt att undersdka normalitet, det vill sdga om dataserien ar normalfordelad. Ett
histogram ér ett stapeldiagram som delar upp kontinuerlig data i intervaller och gor staplar av dessa som
plottas efter varandra. Om histogrammet &r klockformat ar dataserien sannolikt normalférdelad. En
annan metod att grafiskt avgora om data dr normalférdelad &r att plotta den langs en normalférdelad
trendlinje, om data avviker mycket fran linjen ar den antagligen inte normalfordelad (96). Ytterligare en
metod att avgora om data ar normalférdelad &r att anvanda nagot av de olika normalitetstester som finns,
till exempel, Shapiro-Wilks test (97).

2.9.2 t-test samt Levene’s test

Ett t-test utfors pa tva normalfordelade dataserier for att testa huruvida de &r signifikant atskilda eller
om de ér tillrackligt lika for att kunna anses harstamma fran samma population (98,99). Testet kan
justeras pa olika satt beroende pa om de skattade varianserna kan anses vara lika eller skilda, vilket kan
testas med Levene’s test. Levene’s test ir ett test for likadana varianser, det vill séga ett test for att
avgora huruvida tva normalfordelade stickprov har samma varians (97,100). Det ar dock inte lampligt
for stickprov som har flera extremvarden, da testet paverkas av dessa (97).

2.9.3 Mann-Whitney-U’s test

Mann-Whitney-U’s test kan anviindas istillet for t-testet da normalfordelning inte kan antas (100). |
Mann-Whitney-U's test storleksordnas samtliga varden fran bada stickproven och vardena far en rang
utefter placeringen (100). Stickprovernas ranger summeras sedan och testas mot varandra for att se om
de kan anses signifikant skilda (100).

2.9.4 Variationskoefficient

Variationskoefficienten, ofta kallad RSD (relativ standardavvikelse, fran engelskans “relative standard
deviation”), skalar standardavvikelsen efter medelviardet genom att ta kvoten av medelvardet och
standardavvikelsen, foljaktligen ger stor spridning pa data ett stort RSD (99). Darefter kan talet
multipliceras med 100 for att ge ett tal i procentform. Den hér omskalningen innebdr att det blir lattare



att jamfora standardavvikelser mellan olika variabler och dr den berdkning av variation som valts
Overgripande i detta projekt.

3. Metodutveckling

De olika metodutvecklingarna for analys av vitaminer och mineraler i bréstmjélk utférdes pa liknande
vis och genomfordes parallellt under projektets gang. Metodutvecklingen inleddes med en introduktion
till de metoder som redan fanns tillgangliga pa avdelningen, for att analysera damnena ifraga. Da dessa
metoder krdvde storre provmangder an vad som fanns tillgangligt kravdes omarbetning av
laborationsgenomfdérandet. Med hjalp av resultat fran litteratursokning, samt konsultation av handledare
och forskningsingenjor pa avdelningen, sammanstélldes preliminara laborationshandledningar for de
olika analyserna. Efter genomforda laborationer, och analys av resultat, gjordes lampliga justeringar och
metodernas anvandbarhet diskuterades.

Nedan presenteras forst metodutvecklingen av vitaminanalysen med resultat samt efterféljande
diskussion, foljt av metodutvecklingen av mineralanalysen med samma upplagg.

3.1 Vitaminanalys
| detta avsnitt presenteras metoderna som anvants for att analysera vitamininnehallet i mjélken, foljt av
resultat och diskussion for dessa analyser.

3.1.1 Metodutveckling av vitaminlaborationer

Den laborationsmetod som tidigare anvants pa avdelningen for att undersoka vitamininnehall var
anpassad for blodserum och bestod av proteinféllning foljt av hexanbaserad extraktion. Genom en
artikelsokning pa laborationsmetoder undersoktes darfor inledningsvis om denna metod var lamplig
aven for analys av brostmjolk, vilken innehaller lagre koncentrationer av vitaminerna ifraga, jamfort
med blodserum. Utifran funna artiklar (83,84), och med hjalp av handledare och forskningsingenjor,
utarbetades tva preliminara laborationshandledningar. Metoderna, som finns beskrivna i teoriavsnittet,
var proteinfallning respektive saponifiering foljda av hexanbaserad extraktion. Tillvagagangssattet for
utvecklingen av de olika metoderna ar beskrivna nedan och en dversikt finns tillganglig i tabell 3.1-3.2.

Proteinfallning och hexanbaserad extraktion

En forsta laboration inleddes utifran den preliminara laborationshandledningen, se laboration 1 i Bilaga
A, dar fyra prover av 1 mL brostmjolk falldes med 2 mL acetonitril. De tva interna standarderna
ergokalciferol och retinylacetat tillsattes, 10 respektive 50 uL med koncentrationen 10 ppm (ug/mL),
varpa roren vortexades och centrifugerades. Den erhallna supernatanten anvandes for hexanbaserad
extraktion, dar 3 mL hexan:diklormetan (4:1 volym/volym) tillsattes. Efter att ha vortexat och
centrifugerat losningen fordes den Gversta av de tre erhallna faserna 6ver till ett nytt rér. Extraktionen
upprepades ytterligare en gang och réren innehallande de Gversta faserna indunstades darefter med
kvévgas. 100 pL metanol tillsattes infor analys i HPLC (injektionsvolym: 20 pL, fléde: 0,5 mL/min,
tryck: 84 bar, kortid: 20 min, mobil fas: 97% metanol, 3% vatten, stationar fas: Cis-kolonn,
detektionsvaglangd: 265/300 nm). Externa standarder med ergokalciferol, kolekalciferol, retinylacetat
samt retinol analyserades samtidigt i HPLC. Utifran resultaten beraknades utbytet och de ursprungliga
mjolkprovernas koncentration av retinol och kolekalciferol.

Laborationen upprepades darefter med vissa justeringar, se laboration 2 i Bilaga B, for att erhalla battre
och tydligare resultat n i laboration 1. P4 grund av den begransade mangd brostmjélk som fanns
tillgangligt, genomférdes denna laboration med mellanmjélk. | proteinfallningen anvandes, till skillnad
fran foregdende laboration, en losning av metanol:isopropanol (75:25 volym/volym) istéllet for
acetonitril, for att kunna jdmféra om denna medfdrde ett battre utbyte. De interna standarderna tillsattes
denna gang i en storre volym, 100 pL, och med en lagre koncentration, 1 ppm, med férhoppning om att
erhalla tydligare absorptionstoppar i kromatogrammet da proverna korts i HPLC. Roren inkuberades
sedan pa lag skakningsfrekvens innan centrifugering, vilket gav en mer ihallande omblandning &n i
foregaende laboration. | extraktionen anvandes denna gang 2 mL hexan istéllet for hexan:diklormetan.
Den dubbla volymen metanol, 200 pL, tillsattes efter indunstning for att kunna 6verfora en tillrackligt
stor volym till vialerna infor HPLC (injektionsvolym: 10 pL, fléde: 0,6 mL/min, tryck: 132 bar, kortid:



20 min, mobil fas: 100% metanol, stationar fas: Cis-kolonn, detektionsvaglangd: 265/300 nm).
Resultaten analyserades pa samma satt som tidigare.

Pa grund av fortsatt laga utbyten utférdes en tredje laboration, se laboration 3 i Bilaga C, med en
liknande proteinfallning som i laboration 2. H&r anvandes dubbelprover av lattmjolk, mellanmjolk,
standardmjolk respektive brostmjolk. For att undersdka hur val vitaminet 16sgjordes fran proteinerna
och forflyttades till 16sningsmedlet, genomférdes extraktionen darefter pa bade pellet och supernatant.
Detta gjordes genom att 3 mL hexan:diklormetan tillsattes bade réren innehallande den erhalina pelleten
och réren innehallande supernatanten. Till réren med pellet tillsattes dven 1,5 mL milliQ-vatten for att
I6sa upp den. Samtliga ror vortexades och centrifugerades och pa samma satt som innan flyttades den
oversta av de erhallna faserna till nya ror. Jamfort med tidigare laborationer utvecklades
extraktionsmetoden genom att hexan:diklormetan tillsattes ytterligare en gang. Efter indunstning
tillsattes aven denna gang 200 pL metanol infor analys i HPLC, med samma installningar som i
foregaende laboration, men med detektionsvaglangd 265/325 nm.

Vidare utférdes en fjarde laboration som liknade laboration 3, men dar proteinfallningen istallet utférdes
med 50 pL koncentrerad saltsyra och dar dubbel volym standard tillsattes, se laboration 4 i Bilaga D.
Endast den erhallna pelleten forvantades denna gang innehélla vitaminerna och extraherades med
hexan:diklormetan. Analys av proven genomférdes i HPLC som ovan.

| tabell 3.1 visas en O&versikt Over laborationerna som genomfordes i metodutvecklingen for
proteinfallning och hexanbaserad extraktion. Skillnader i val av mjolk, antal prover, 16shingsmedel och
extraktionsmetod kan ses i tabellen. Ovriga justeringar, sasom injektionsvolym fér HPLC, ar inte
inkluderade.

Tabell 3.1. Oversikt over de fyra laborationer som genomforts i metodutvecklingen for analys av
vitaminer i brostmjolk med proteinfallning och hexanbaserad extraktion. Tabellen visar mjélksort samt
volym mj6lk som analyserats, med vilket medel féllning och extraktion genomforts samt med vilken volym,
antal ganger extraktionen upprepades samt om den genomférdes pa supernatant eller pellet.

Extraktion:
Laboration Mjolkprov Proteinfallning: Ldsningsmedel
(volym, antal) utfallningsmedel (volym) (volym, antal extraktioner,
komponent)
o - Hexan:diklormetan 4:1
1 Brostmjolk (1 mL, x4) Acetonitril (2 mL) (3 mL, X2, supernatant)
Metanol: Hexan
2 Mellanmjélk (1 mL, x4) |sopro(garrT1](|)_l)75:25 (2 mL, X2, supernatant)
Lattmjolk, mellanmjolk, Metanol: Hexan:diklormetan 4:1
3 standardmj6lk och brostmjoélk isopropanol 75:25 (3 mL, x3, supernatant,
(1 mL, x2 for samtliga) (2 mL) pellet)
Lattmjolk, mellanmjolk, o )
4 standardmj6lk och brostmjoélk Saltsyra (50 pL) Hexan:diklormetan 4.1

(1 mL, x2 for samtliga) (3 mL, 3, pellet)

Saponifiering och hexanbaserad extraktion

For metoden med saponifiering genomfordes, pa motsvarade satt, en forsta laboration enligt den
framtagna prelimindra laborationshandledningen, se laboration 5 i Bilaga E. Till fyra prover med 1 mL
mellanmjolk tillsattes 2 mL 50% kaliumhydroxidlosning samt 1 mL 95% etanol. 100 pL av de tva
standarderna ergokalciferol och retinylacetat tillsattes med koncentrationen 1 ppm. Rdren vortexades
och inkuberades darefter pa varmeblock, 45°C i 2 timmar. Fran lésningen som erhallits efter utford
saponifiering av proverna genomfordes den hexanbaserade extraktionen. Detta gjordes pa samma satt
som i foregaende laborationer med proteinfallning, har med 3 mL hexan och totalt tre ganger. Efter
indunstning med kvévgas tillsattes 200 pL metanol och 10 pL av proverna anvdndes som
injektionsvolym for analys i HPLC (injektionsvolym: 10 uL, flode: 0,6 mL/min, tryck: 132 bar, kortid:
20 min, mobil fas: 100% metanol, stationar fas: Cig-kolonn, detektionsvaglangd: 265/325 nm). Liksom
for proteinfallningen analyserades prover med externa standarder samtidigt i HPLC. Provernas
koncentration av retinol och kolekalciferol berédknades.
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Laborationen upprepades med dubbelprover av lattmjolk, mellanmjélk och bréstmjolk, se laboration 6
i Bilaga F. For att erhalla tydligare absorptionstoppar i HPLC:n tillsattes denna gang dubbel volym, 200
uL, av de interna standarderna. Losningen som erhallits i saponifieringen inkuberades under omrorning
over natten. Extraktion och analys utfordes som i foregaende laboration.

Da ingen topp i HPLC:n erhélls for en av de interna standaderna, kontrollerades metoden i en sista
laboration, se laboration 7 i Bilaga G. Denna gang anvandes 1 mL milliQ-vatten istallet for mjélk och
retinylacetat tillsattes som enda standard. Extraktion och analys genomfordes i 6vrigt pa samma sétt.

I tabell 3.2 visas en Oversikt av laborationerna som genomforts i metodutvecklingen for saponifiering
och hexanbaserad extraktion. Skillnader i val av mjolk, antal prover, losningsmedel och
extraktionsmetod kan ses i tabellen. Ovriga justeringar, sdsom volym tillsatt standard, &r inte
inkluderade.

Tabell 3.2. Oversikt for de tre laborationer som genomforts i metodutvecklingen for analys av vitaminer i
brostmjolk med saponifiering och hexanbaserad extraktion. Tabellen visar mjélksort samt volym mjélk som
analyserats, med vilket medel saponifiering och extraktion genomférts samt med vilken volym, antal ganger
extraktionen upprepades samt om den genomfordes pa supernatant eller pellet.

Extraktion:
L aboration Mjoélkprov Saponifiering: I6sningsmedel 16sningsmedel .(volym,
(volym, antal) (volym) antal extraktioner,
komponent)
Kaliumhydroxid 50% (2 mL), Hexan
S Mellanmjolk (1 mL., x4) etanol 95% (1 mL) (3 mL, x3, supernatant)
Lattmjolk, f”e”?‘.'.”mlo”‘ Kaliumhydroxid 50% (2 mL), Hexan
6 och brOSthOIk. etanol 95% (1 mL) (3 mL, x3, supernatant)
(1 mL, x2 for samtliga) T
Kaliumhydroxid 50% (2 mL), Hexan
! Vatten (1 mL, x1) etanol 95% (1 mL) (3 mL, x3, supernatant)

3.1.2 Resultat

Nedan presenteras resultat fran vitaminlaborationerna, uppdelat i proteinfallning och saponifiering. Ett
representativt kromatogram fran varje laboration presenteras i Bilaga H. Samtliga varden fran HPLC-
analysen av laborationsproverna, tillsammans med berédknade koncentrationer retinol och kolekalciferol
for respektive prov, ar presenterade i Bilaga I. Da vérden saknas for vissa eller alla &mnen i
saponifieringslaborationerna &r koncentrationerna retinol och kolekalciferol inte berédknade for dessa.

Proteinfallning och hexanbaserad extraktion

Fran den forsta proteinfallningen, laboration 1, erhélls resultat som var varierande mellan proverna.
Gemensamt for dem alla var att de visade sma absorptionstoppar for de undersokta retinol och
kolekalciferol, men relativt tydliga absorptionstoppar for standarderna, retinylacetat och ergokalciferol.
| figur H.1-H.2 i Bilaga H presenteras kromatogrammet, med detektionsvaglangd 265 nm respektive
300 nm, for ett av proverna fran HPLC-analysen i laboration 1.

| figur H.3-H.4 i Bilaga H visas resultatet fran HPLC-analysen, med detektionsvaglangd 265 nm
respektive 300 nm, fran ett av proverna i den andra proteinfallningen, laboration 2, som utfordes pa
mellanmjolk istallet for brostmjolk. Laboration 2 gav mindre variation mellan proverna, men sma
absorptionstoppar for kolekalciferol, obefintliga absorptionstoppar fér retinol och mindre
absorptionstoppar for standarderna, vilket tyder pa att utbytena for bade standarder och undersokta
amnen var lagre an i laboration 1. Vardena av areor pa absorptionstopparna i HPLC-kromatogrammen
fran laboration 2 presenteras i tabell 1.2 i Bilaga I.

I den tredje proteinfallningen, laboration 3, analyserades bade pelleten och supernatanten av fyra olika
mijolksorter. For de flesta av proverna var nivan av retinol sa pass lag att den inte kunde detekteras i
HPLC:n. I figur H.5-H.8 i Bilaga H visas resultatet frn tva av proven innehallande pellet respektive
supernatant, med detektionsvaglangd 265 nm och 325 nm, erhéllna fran lattmjolk. Storre areor pa
absorptionstopparna kan observeras i HPLC-kromatogrammet for kolekalciferol i pelleten jamfért med
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supernatanten. P4 omvant satt &r absorptionstopparna for de interna standarderna, retinylacetat och
ergokalciferol, storre i supernatanten jamfort med pelleten.

Aven den fjarde proteinfallningen, laboration 4, resulterade i knappt detekterbara nivaer av retinol. Det
var dessutom minimala nivaer av kolekalciferol i brostmjolksproverna. Dessa prover avvek dven i det
avseende att proteinerna i brostmjolken inte koagulerade fullstandigt utan bildade istallet sma klumpar.
For de resterande tre mjolksorterna erholls daremot tydliga absorptionstoppar samt lag variation for
kolekalciferol och standarderna, mellan dubbelproven. | figur H.9-H-10 i Bilaga H presenteras resultatet
av HPLC-analysen, med detektionsvaglangd 265 nm respektive 325 nm, for ett av standardmjolks-
proverna.

Koncentrationen av retinol och kolekalciferol som uppmattes i de fyra analyserna med proteinfallning
ar sammanfattade i tabell 3.3. I de flesta fall var koncentrationen av kolekalciferol tiotals ganger storre
an den forvantade koncentrationen i komjolk, se Bilaga J. | laboration 3 detekterades laga
koncentrationer av kolekalciferol i supernatant jamfort med pellet. | bade laboration 3 och 4, da olika
mjolksorter analyserades, noterades dven att koncentrationen av kolekalciferol 6kar med fetthalten i
mjolken. Generellt erholls odetekterbar retinolkoncentration i proteinfallningslaborationerna.

Tabell 3.3. Oversikt av resultatet fran proteinfallningslaborationerna. Resultaten ar angivna som
medelvarde £ RSD. Tabellen visar laborationsmetod, mjélksort samt berdknade medelvérden for retinol
respektive kolekalciferol, i vilken n &r antal prov som RSD beraknades utifran och - innebér inga detektbara
nivaer av amnet. | de fall da resultat erholls for endast ett av proven saknas RSD.

Laboration Mjolk Retinol [ng/mL] Kolekalciferol [ng/mL]
Proteinféllning 1 supernatant Brostmjolk 10,6 + 23,8% (n=4) 101 £ 154% (n=4)
Proteinféllning 2 supernatant Mellanmjolk - 97,1+ 60,1% (n=4)

Proteinfalining 3 pellet Lattmjolk - 329 £ 34,0% (n=2)
Proteinféllning 3 pellet Mellanmjolk - 397 + 9,56% (n=2)
Proteinfalining 3 pellet Standardmjélk - 709 + 54,8% (n=2)
Proteinféllning 3 pellet Brostmjolk 6,06 (n=1) -
Proteinfallning 3 supernatant Lattmjolk - 24,9 + 49 4% (n=2)
Proteinféllning 3 supernatant Mellanmjélk - 37,6 (n=1)
Proteinfallning 3 supernatant Standardmjélk - 82,8 (n=1)
Proteinféllning 3 supernatant Brostmjolk 72,4 £ 7,37% (n=2) -
Proteinfalining 4 pellet Lattmjolk - 128 + 9,92% (n=2)
Proteinféllning 4 pellet Mellanmjélk - 242 + 14,2% (n=2)
Proteinfalining 4 pellet Standardmjélk - 380 £ 1,48 % (n=2)
Proteinféllning 4 pellet Brostmjolk - -

Saponifiering och hexanbaserad extraktion

HPLC-analysen av proven fran den forsta saponifieringen, laboration 5, gav antingen minimala eller
inga absorptionstoppar vid retentionstiderna for de eftersokta &mnena. Foljaktligen erhélls inga varden
pa areor av absorptionstopparna. Resultatet presenteras i figur H.11-H-12 i Bilaga H, med detektions-
vaglangd 265 nm respektive 325 nm.

Den andra saponifieringen, laboration 6, resulterade i hdga nivaer av retinol och ergokalciferol i samtliga
prov, men varken retinylacetat eller kolekalciferol kunde detekteras, se figur H.13-H.14 i Bilaga H, med
detektionsvaglangd 265 nm respektive 325 nm,

Den slutgiltiga saponifieringen, laboration 7, resulterade i en topp for retinol, men ingen for den tillsatta
retinylacetaten. Resultatet presenteras i figur H.15 i Bilaga H, med detektionsvaglangd 325 nm,

Samtliga saponifieringslaborationer gav otillrdckliga resultat for att mojliggéra berékning av
koncentrationen retinol och kolekalciferol.

3.1.3 Diskussion

Som presenteras i resultatet i tabell 3.3, erholls varierande koncentrationer av vitaminerna, bade
laborationer och mjélkprover emellan for proteinfallningen. Ofta har koncentrationen av retinol inte
varit detekterbar. | fallet for saponifiering, bortsett fran den forsta laborationen, detekterades daremot
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retinol men inte den tillsatta standarden retinylacetat. Eftersom olika mjolksorter anvéandes i de olika
laborationerna var en direkt jamforelse mellan dem svar, men forandring har genomforts kontinuerligt
for att forbattra metoderna fran en laboration till en annan.

Proteinfallning

| den forsta proteinfallningen, da acetonitril anvandes som féllningsmedel och hexan:diklormetan
anvandes for extraktion, bildades tre faser. Dock var ett tvafassystem forvantat och eftersom endast den
oversta fasen anvandes kan nagon av de andra tva faserna ha innehallit bade polara och opolara
komponenter. Darfor kan aven nagon av de kvarvarande tva faserna innehallit vitaminer i en betydande
mangd. Detta kan dven forklara den stora variansen mellan proverna enligt tabell 3.3. Eftersom
acetonitril loser sig bra i bade vatten och organiska l6sningsmedel (101), kan det ha varit anledningen
till bildandet av ett trefassystem, men det finns aven en mgjlighet att hexan:diklormetanblandningen
kunde paverka detta. Av denna anledning byttes bade utfallningsmedlet och extraktionsmedlet ut till
laboration 2.

Eftersom mellanmjélk anvandes i den andra proteinfallningen kunde inte resultatet jamféras med
foregaende proteinfallning. Den beréknade koncentrationen kolekalciferol var tiotals ganger storre an
den forvantade koncentrationen i mellanmj6lk dock hade variansen mellan proverna minskat. Daremot
detekterades ingen retinol i proverna, varfor laborationsmetoden behdvde utvecklas ytterligare.

Pa grund av att det bildades ett tvafassystem i den andra proteinfallningen anvandes samma
utfallningsmedel i laboration 3, men hexan:diklormetan anvandes for extraktion. Darmed ansags det
troligt att acetonitrilen bidrog till ett trefassystem. | laborationen observerades dessutom att pelleten
inneholl cirka tio ganger mer kolekalciferol an supernatanten, se tabell 3.3, vilket var tvartemot det
forvantade resultatet. De tillsatta interna standarderna, ergokalciferol och retinylacetat, detekterades
dock i hogre niva i supernatanten. Detta kan tyda pa att redan losta amnen forflyttas lattare till den
opolara fasen jamfort med de eftersokta vitaminerna, da dessa ar bundna till proteiner som ska brytas
ner vid proteinfallning. Som en foljd av detta &r inte resultatet fran proteinfallningslaborationerna
sarskilt palitliga i och med att en stor andel av de eftersokta vitaminerna troligtvis stannade kvar i
pelleten, bundna till proteiner. Detta kan vara en anledning till de laga utbytena i proteinfallnings-
laborationerna.

I den fjarde laborationen utfordes proteinfallningen med hjalp av saltsyra som koagulerade proteinerna
tillsammans med vitaminerna. Det var da endast intressant att analysera vitamininnehallet i pelleten.
Koagulering fungerade inte i bréstmjolksproverna, da endast sma klumpar i provet bildades. Det
forklarar bristen pa resultat i dessa prover, enligt tabell 3.3. Utifran denna laboration kan saltsyra antas
fungera bra som utfallningsmedel for komjolk med olika fetthalt, medan nagot annat utfallningmedel
bor testas for brostmjolk. Skillnaden i resultat for ko- respektive brostmjolk kan mojligtvis bero pa
proteininnehallet da en fullstandig koagulering inte skedde for fallet med brostmjolk. Tabell 3.3 visar
aven att proven innehallande komjolk gav resultat med liten varians och hoga nivaer av kolekalciferol,
dock tiotals ganger hogre an den koncentration som angetts av producenten Arla Foods. Det kan dven
observeras att koncentrationen kolekalciferol 6kar med fetthalten i mjolk, vilken ska vara konstant enligt
Arla Foods, se tabell J.1. i Bilaga J. Detta kan innebéra att det & en komponent i opoléra delen av
mjolken som hamnar pa samma retentionstid som kolekalciferol i HPLC-analysen.

Metoderna for proteinfallning gav i allméanhet laga utbyten. Detta tyder pa att vitaminerna stannade kvar
i den opolara fasen vid extraktionen. For att 6ka utbytet kan frystorkning av mjolk testas i framtida
studier. Om mijolken frystorkas avlagsnas allt vatten fran provet och da bildas ett enfassystem vid
extraktionssteget. Detta enfassystem sprécks sedan genom att vatten tillsétts. Ett enfassystem skulle
teoretiskt sett underlatta extraktionen av vitaminerna och pa sa satt oka utbytet. Utover detta kan &ven
en tillsats av antioxidanter oka utbytet, da bade vitamin A och D ar kolféreningar som oxiderar vid
rumstemperatur. Detta galler aven for de tillsatta standarderna, da oxidering och nedbrytning av dessa
medfor ett hogt utbyte.
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Saponifiering

De tva laborationer som genomfordes med saponifiering foljt av hexanbaserad extraktion gav otydliga
resultat, bade for de tillsatta interna standarderna, retinylacetat och ergokalciferol, samt for de former
som undersoktes i mjdlken, retinol och kolekalciferol.

I den forsta laborationen var absorptionstopparna som erholls via HPLC sa pass otydliga att dessa véarden
inte kunde antas motsvara koncentrationen av nagon av formerna for vitamin A eller D. En trolig orsak
till detta &r att proverna inte vortexades efter att hexan tillsats under extraktionen. De tva faserna som
erholls da hexan tillsattes blandades da inte, vilket kan ha medfért att de fettlosliga vitaminerna inte
forflyttades, i lika stor utstrackning, till hexanfasen.

I den andra laborationen vortexades proverna under extraktionen, trots detta kunde endast
absorptionstoppar for retinol och ergokalciferol erhéllas i kromatogrammet vid analys i HPLC. Detta
resultat var forvanande, da de bada interna standarderna, retinylacetat och ergokalciferol, hade tillsatts
proverna och darmed borde dven retinylacetaten och inte endast ergokalciferol synas i resultaten fran
HPLC. En forklaring till detta erhélls i den slutgiltiga laborationen dar mjolken ersattes med vatten och
endast retinylacetat tillsattes som intern standard. Som visat i figur H.8 i Bilaga H, erhdlls endast
koncentrationer av retinol dven har, vilket tyder pa att den retinylacetat som tillsattes omvandlades till
retinol under laborationen.

Vidare bekraftades denna teori, da retinylacetat, i egenskap av ester, kan omvandlas till en alkohol och
en karboxylsyra under basiska betingelser (82). Den basiska hydrolysen som sker under saponifieringen
kan darmed ske aven for retinylacetat, vilken da skulle kunna omvandlas till retinol vid tillsats av
kaliumhydroxid. Detta &r en uppenbar brist i metoden och eftersom laborationsgenomférandet
utvecklades fran en redan beprévad och publicerad metod (84), dar retinylacetat anvants som intern
standard, var detta utfall inte forvantat. For att kringga detta problem skulle den interna standarden
tillsatts efter saponifieringen (102,103). Detta hade dock inte gett ett helt palitligt resultat vid berakning
av utbyte, da ingen hansyn hade tagits till forlust av det analyserade amnet innan tillsatsen av den interna
standarden.

En justering att foredra kan vara att anvdnda en annan intern standard, exempelvis 3,4-
didehydroretinylacetat som foreslas av Tanumihardjo et al. (103). Nar denna utsétts for basen under
saponifieringen erhalls dehydroretinol, vilken kan urskiljas efter analys i HPLC da den har en annan
retentionstid &n retinol (103).

Sammanfattning och forslag pa framtida forbattringar av vitaminanalysen

Da koncentrationen retinol och kolekalciferol ar laga i brostmjolk, &r tillganglig volym brostmjolk
avgorande for att kunna erhalla palitliga resultat. Detta ar tydligt i denna studies resultat, da de erhallna
koncentrationerna varierar mellan de olika proverna. En stérre mangd brostmjolk hade gjort att en liten
variation i analysen av proverna inte hade lett till att koncentrationerna skiljer sig med tiotals procent i
uppmaétbara nivaer.

I de prover dar detekterbara nivaer av komjolkens koncentration av kolekalciferol erhallits, se tabell 3.3,
har dessa varden varit tiotals ganger storre an producenten Arla Foods innehallsdata, som tidigare
diskuterats. Det ar orimligt att producentens siffror ar sa pass felaktiga, vilket tyder pa att HPLC-
resultatet &r opalitligt. Troligtvis ar det ndgot eller nagra amnen som féardas igenom kolonnen pa samma
retentionstid som kolekalciferol och darmed ¢kar arean av absorptionstoppen. | framtida studier av
kolekalciferol i brostmjdlk skulle det vara anvandbart att koppla en kromatograf till en masspektrometer
for att &mnena i absorptionstoppen skulle kunna separeras och identifieras var for sig.

Som kan observeras i Bilaga | ar varden pa areor av absorptionstoppar for retinol fran de flesta
laborationer antingen lag eller obefintlig, jamfort med motsvarande vérden for kolekalciferol. Detta
motsdger den data om mjolkens koncentration av vitamin A som erholls vid litteraturstudier, se tabell
J.1-J.2 i Bilaga J, d& denna ska finnas i hogre koncentration &n vitamin D. Detta galler for bade
brostmjolk och komjolk. P& grund av detta gjordes ytterligare litteraturstudier, vilka visade att
majoriteten av brdstmjolkens vitamin A-koncentration finns i form av retinylester, fradmst
retinylpalmetinester och inte som retinol vilket &r vad som analyserats i detta projekt (104). Detta kan
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forklara varfor koncentrationen retinol var nastintill obefintlig i proteinfallningslaborationerna for
brostmjolk. Dock forklarar detta inte bristen pa resultat av retinol vid analys av komjolksproverna, da
majoriteten av vitamin A i komjolk &r retinol (105). Vid fortsatta studier dér vitamin A analyseras i form
av retinol, bor saponifiering darfor anvandas, da retinylester omvandlas till retinol under de basiska
betingelserna och nastintill det fullstandiga vitamin A-innehéllet erhalls i form av retinol. Som namnts
tidigare ar det dock viktigt att en annan intern standard &n retinylacetat anvands, da den &r en form av
retinylester och darmed bryts ner till retinol vid saponifiering.

Vid analys av vitamin D kan emellertid proteinfallning vara lampligt for vidareutveckling av metod, da
absorptionstoppar for kolekalciferol inte kunde detekteras efter extraktion med saponifiering, vilket kan
ses i tabell 1.5 i Bilaga I. Antalet genomférda saponifieringar ar dock for fa till antalet for att denna
metod ska kunna uteslutas som tillampbar vid analys av vitamin D. | en tidigare studie har dock
proteinfallning observerats vara en mer optimal metod i &ndamalet (83), vilket aven indikerats i detta
projekt. Vidare ar saponifiering vanligt férekommande vid analys av vitamin D i livsmedel, medan
proteinféallning framst anvands for analys av vitaminet i biologiska vatskor (75,76). Brostmjolk och
komjolk kan karaktariseras som bada dessa, men framst som biologisk vatska. Darfor ar troligen
proteinfallning mest relevant for vidareutveckling av metod i detta avseende.

3.2 Mineralanalys
I det h&r avsnittet presenteras den metod som utvecklats for mineralanalys tillsammans med de resultat
som erholls. Metodens anvandbarhet diskuteras sedan utifran resultaten.

3.2.1 Metodutveckling av minerallaboration

Den metod som finns tillganglig pa avdelningen &r mikrovagsnedbrytning, med efterféljande analys i
en HPLC (88). Metodutvecklingen pabdrjades med en littteratursokning, dar mineralkoncentrationer
som bor finnas i brostmjolk undersoktes, se tabell K.1 Bilaga K. Déarefter paborjades laborationsdelen
av metodutvecklingen med en tidigare skriven laborationshandledning som grund, se Bilaga L.

Gemensamt for alla laborationer var att det tillsattes brostmjolk till varje vial, enligt en bestamd
provuppsattning. Déarefter fylldes alla vialer upp med milliQ-vatten till en total volym av 3 mL. | en av
vialerna fylldes dock milliQ-vatten upp till en total volym av 5 mL istallet for 3 mL eftersom maétstickan
placerades i denna. Sedan tillsattes 0,75 mL koncentrerad salpetersyra och 0,15 mL koncentrerad
saltsyra till varje vial. Vialerna forslots och placerades i mikrovagsugnen. Ett program startades dar
temperaturen i mikrovagsugnen okade fran rumstemperatur till 180°C pa 15 minuter och darefter
bibehdlls konstant temperatur pa 180°C i 20 minuter. Vialerna fick sedan svalna till rumstemperatur
innan de dppnades.

I en forsta laboration gjordes en provuppsittning, bestaende av 16 prover med 0,5 mL brostmjolk, 4
prover med 1,25 mL och 4 prover med 3 mL, se tabell M.1 i Bilaga M, for att kunna méta effekten av
brostmjélkens volym pa variansen av resultaten. Efter att stegen som var gemensamma for alla
laborationer genomforts, dverfordes proverna till 15 ml Falconrér. Vialerna skoljdes sedan ur en gang
med milliQ-vatten och detta 6verfordes ocksa till Falconréret. Den totala volymen for varje Falconror
ar angiven i tabell M.1 i Bilaga M. Proverna i Falconréren indunstades dver natten med luft, bortsett
fran rér 11,12 och 19-22. Tillsammans med proverna indunstades aven tre nya blankar innehéllande 5
mL milliQ-vatten. Dérefter tillsattes askorbinsyra (2 mg/mL) till de indunstade Falconrdren, upp till
volymen som anges i tabell M.1, i Bilaga M. Fran ror 11,12 och 19-22 éverférdes 0,9 mL prov som
blandades med 0,1 mL askorbinsyra (20 mg/mL). 500 uL av den nya lésningen éverfordes till mindre
plastvialer. Det forbereddes aven tre plastvialer med 500 pL standard som innehaller 1 ppm av varje
mineral. Proverna och standarderna analyserades sedan i HPLC (mobil fas: pyridin-2,6-dikarboxylat
(PDCA), flode: 0,8 mL/min, injektionsvolym: 25 pL, kortid: 18 minuter, detektionsvaglangd: 500 nm,
analytisk kolonn: lonPac CS5A Dionex 250-4 mm, forkolonn: lonPac CG5A Dionex 50-4 mm). Det
anvandes &ven en 4-(2-pyridylazo)-resorcinol (PAR) I6sning for att mdjliggdra detektion av mineralerna
i HPLC:n.

Resultaten fran forsta laborationen hade stor spridning och dessutom hade flera prover kontamineringar.
| nasta laboration utesléts proverna med 3 mL brostmjolk da deras resultat var likvardiga med resultat
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fran prover med lagre brostmjolksvolym. Proverna med 0,5 mL brostmjolk gav tydligare
absorptionstoppar i forhallande till de andra proverna, darfor inkluderas ett antal prov med 0,25 mL
brostmjolk i den kommande laborationen for att testa om annu lagre volymer kunde ge béttre resultat.

Infor den andra laborationen skapades en ny provuppsattning, se tabell M.2 i Bilaga M. Den utférdes
efter samma gemensamma steg som den forsta laborationen. Precis som i den forsta laborationen
overfordes proverna till Falconrér och vialerna skoljdes. Till skillnad fran den forsta laborationen
spaddes proverna i Falconroren till en totalvolym av 10 mL. Darefter 6verfordes 5 mL fran varje ror till
nya Falconror, vilket gav upphov till tva identiska uppsattningar. En av Falconrérsuppsattningarna sattes
pé indunstning, denna gang med filtrerad luft 6ver natten. Till de indunstade Falconréren tillsattes 0,1
mL askorbinsyra (20 mg/mL) och 0,9 mL milliQ-vatten. Den andra uppséttningen av Falconror
indunstades inte och fran dessa 6verfordes 0,9 mL lésning till Eppendorfror tillsammans med 0,1 mL
askorbinsyra. Samtliga ror vortexades och 500 pL dverfordes till vialer som sedan analyserades i HPLC.
Samma installningar anvandes pa HPLC:n som i forsta laborationen, men med 50 pL som
injektionsvolym i prov 28-30 och 40-49. Kortiden for proverna var 19 minuter.

Den andra laborationens koncentrationer hade mindre spridning och farre kontamineringar an i
foregaende. Pa grund av kontaminering i blankproverna beslutades att &ven anvanda blankar fran
indunstningssteget till HPLC-analysen och inte endast fran mikrovagsnedbrytningen till HPLC-analysen
i nasta laboration. Detta for att kunna detektera om kontamineringen kom fran indunstningen eller ett
tidigare steg i laborationen. Det beslutades dven att inga icke indunstade prover ska undersokas da de
konsekvent gett for sma absorptionstoppar pa HPLC:n for att kunna urskilja dem fran bakgrundsbruset.

Den tredje laborationen utfordes pa samma satt som i foregaende laboration, dock vortexades
Falconrdren inte innan de dverfordes till vialerna infor HPLC-analysen. Koértiden for HPLC-analysen
var denna gang 17 minuter. | laborationen anvandes inte koncentrerad saltsyra, utan istallet anvandes en
med koncentrationen 1 M. Till denna laboration forbereddes dven tre indunstningsblankar innehallande
5 mL milliQ-vatten infor indunstningen. Provuppsattningen for denna laboration presenteras i tabell M.3
i Bilaga M.

Da proverna fran den tredje laborationen fortfarande var kontaminerade adderades industningsblankar
med milliQ-vatten och syra till nasta laboration. Vidare utesl6ts proverna pa 0,25 mL brostmjolk da
koncentrationerna av de undersokta mineralerna i I16sningen som analyserades i HPLC:n var sa pass laga
att kontamineringar spelade en for stor roll i dessa.

Den fjarde laborationen utfordes pa samma satt som i laboration 2, men HPLC:n kordes endast 17
minuter. Provuppsattningen for denna laboration visas i tabell M.4 i Bilaga M. Infor industningen
forbereddes ocksa tre industningsblankar med samma syravolymer som de andra proverna och milliQ-
vatten upp till 5 mL.

3.2.2 Resultat

| Bilaga N presenteras ett kromatogram fran varje laboration, se figur N.1-N.4, samt ett kromatogram
med tydlig jarn- och nickelkontaminering, se figur N.5, samtliga erhallna fran HPLC-analysen. Varden
pa areorna av absorptionstopparna i kromatogrammen presenteras i tabell 0.1-0.4 i Bilaga O. Dessa
jamfordes med motsvarande varden for de externa standarderna for att berdkna mineral-
koncentrationerna i varje prov, se tabell P.1-P.4 i Bilaga P.

Fran samtliga laborationer erh6lls inga detekterbara nivaer av varken mangan eller kobolt, bortsett fran
ett avvikande prov som innehdll mangan. Ett fatal prover innehdll nickel samt en avvikande stor méngd
jarn jamfort med de andra proverna, pa grund av kontaminering, se tabell P.1 samt tabell 0.3-0.4 i
Bilaga O. Dessa prover utesléts fran samtliga berdkningar. De berdknade mineralkoncentrationer som
erholls i laborationerna lag inom de koncentrationsintervall som togs fram i litteratursokningen, se tabell
K.1li Bilaga K.

Berdknade medelvérden for mineralkoncentrationer for de olika volymerna brostmjolk i proverna, med
tillhérande RSD, for den forsta laborationen presenteras i tabell 3.4.
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Tabell 3.4. Resultat fran den forsta laborationen, innefattande jarn-, zink- och kopparkoncentrationer i
brostmjolk. Tabellen visar ett medelvarde av de olika mineralkoncentrationerna, samt + RSD for olika
startvolymer av brostmjolk, i vilken n ar antal prov som RSD beraknades utifran.

. Jarn Zink Koppar
Volymbrostmjolk [mL] v\ i brostmjolk] | [ug/mL brostmjolk] | [ug/mL b?gstmj('jlk]
0.5 (n=11) 0.354 + 32.7% 131 + 9,35% 0.734 * 52.0%
1.25 (n=3) 0,196 + 52.3% 153 + 20,4% 0.299 + 25.1%
3 (n=4) 0,131 + 46,3% 1.15 + 21.2% 0.179 + 36,3%

Tabell 3.4 tar inte h&nsyn till att olika prover spaddes olika mycket infor HPLC-analysen darfor har
ocksa tabell 3.5 tagits med som visar resultaten av de olika spadningarna. Manga av de prover som inte
indunstades hade for laga koncentrationer av mineraler for att kunna detektera dem i HPLC:n. Darfor ar
vissa resultat baserade pa ett fatal matningar. For alla enskilda mineralkoncentrationer i proverna, se
tabell P.1 i Bilaga P.

Tabell 3.5. Resultat fran den forsta laborationen, innefattande jarn-, zink- och kopparkoncentrationer i
brostmjolk. Tabellen visar medelvérde = RSD av mineralkoncentrationer for olika spadningar av proverna, i
vilken n &r antal prov som RSD beréknades utifran. | de fall da resultat erhélls for endast ett av proven saknas
RSD.

Volym innan HPLC Jarn Zink Koppar
[mL] [Hg/mL bréstmjolk] [Hg/mL bréstmjolk] [Hg/mL bréstmjolk]
0,5 (n=7) 0,304 + 23,0% 1,34+ 11,1% 0,701 + 70,2%
2,75 (n=7) 0,317 + 54,5% 1,39 + 18,0% 0,543 +52,6%
10,5 (n=2) 0,163 + 37,0% 1,09 + 35,9% 0,225 +6,71%
11,25 (n=1) 0,138 1,14 0,088
13,5 (n=1) 0,059 1,28 0,179

Beréknade medelvéarden och RSD fér den andra laborationen presenteras i tabell 3.6. For alla enskilda
provers brostmjolks- och mineralkoncentrationer, se tabell P.2 i Bilaga P. Blankarna fran den andra
laborationen hade koppar- och jarnkontamineringar, se tabell Q.1 i Bilaga Q. De icke indunstade 0,25
mL- och 0,5 mL-proverna hade icke detekterbara nivaer av mineralerna.

Tabell 3.6. Resultat fran den andra laborationen, innefattande jarn-, zink- och kopparkoncentrationer i
brostmjolk. Tabellen visar medelvérdet £ RSD av de olika mineralkoncentrationerna for olika startvolymer
brostmjolk, i vilken n &r antal prov som RSD beraknades utifran, - innebar inga detektbara nivaer av amnet och
volymer med +(antal) hade fel injektionsvolym. De tva nedre volymerna &r fran icke indunstade prover. | de fall
da resultat erholls for endast ett av proven saknas RSD.

Volym bréstmjolk Jarn Zink Koppar
[mL] [ug/mL bréstmjolk] [ug/mL bréstmjolk] [ug/mL bréstmjolk]

0,25 +(1) (n=3) 0,55 + 130,0% 0,85 + 14,6% 6,2 + 49,6%
0,5 (n=3) 0,48 + 30,2% 0,96 £ 5,16% 0,39 £ 73,4%

1 (n=2) 0,47 +23,7% 1,1+17,0% 0,47 £ 9,95%

2 (n=2) 0,33 +41,3% 1,1+10,8% 0,26 £ 17,6%

1 +(2) (n=2) - 0,257 -
2 (n=2) - 0,69 £ 23,5% 0,16 + 45,9%

Koncentrationer av mineralerna i brostmjolken for olika brostmjolksvolymer i den tredje laborationen
presenteras i tabell 3.7. For alla enskilda provers bréstmjélks- och mineralkoncentrationer, se tabell P.3
i Bilaga P. Inga kontamineringar observerades i blankarna fran indunstningen, medan blankarna fran
mikrovagsnedbrytningssteget hade jarn-och kopparkontamineringar, se tabell Q.1 i Bilaga Q.
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Tabell 3.7. Resultat fran den tredje laborationen, innefattande jarn-, zink- och kopparkoncentrationer i
brostmjolk. Tabellen visar medelvardet + RSD av de olika mineralkoncentrationerna for olika startvolymer
brostmjolk, i vilken n dr antal prov som RSD beraknades utifran.

e Jarn Zink Koppar
Volymbrostmjolk [mL] - r oyt brstmiolk] [ug/mL brostmjolk] | [ug/mL b?gstmjblk]
0.25 (n=3) 0.91 + 37,2% 0.97 + 14.5% 0.23 + 25.1%
0.5 (n=3) 0.32 + 19.5% 12+ 42,5% 0.24 + 35.8%
1(n=3) 0.22 + 32.4% 0.79 + 31,8% 0,16 + 29.8%

Koncentrationerna av de olika mineralerna fran den fjarde laborationen presenteras i tabell 3.8. For alla
enskilda provers brostmjolks- och mineralkoncentrationer, se tabell P.4 i Bilaga P. | den har laborationen
tillsattes syra till samtliga blankar. | samtliga blankar observerades kontamineringar av jarn och nagra
fran mikrovagsnedbrytningssteget hade &ven koppar- och zinkkontamineringar, se tabell Q.1 i Bilaga

Q.

Tabell 3.8. Resultat fran den fjarde laborationen, innefattande jarn-, zink- och kopparkoncentrationer i
brostmjolk. Tabellen visar medelvérdet £ RSD av de olika mineralkoncentrationern for olika startvolymer
brostmjolk, i vilken n ar antal prov som RSD beraknades utifran.

o Jarn Zink Koppar
Volym brostmjolk [mLT v i brostmiolk] [ug/mL brostmjolk] | [ug/mL brostmjolk]
0.5 (n=3) 0,35 + 24,0% 0,86 = 12,0% 0,19 = 15,3%
1 (n=6) 0.30 + 20,7% 1.1+18,0% 0,23 + 29,0%

3.2.3 Diskussion

Uppmatta mineralkoncentrationer hade hdg varians i samtliga laborationer. Detta antogs bero pa
kontaminering och forandringar i laborationsgenomfdrande utfordes for att finna kéllan till denna och
forbattra metoden.

Mikrovagsnedbrytning

Resultaten fran den forsta laborationen visade pa stor variation och flera prover hade nickel- och
jarnkontamineringar. Den stora variansen kan ses i tabell 3.4 dar majoriteten av RSD-vérdena &r hoga.
Eftersom variansen var stor kunde ingen kombination av volym brostmjolk och spadning i
forsoksplaneringen uteslutas. Positivt var att det gick att utlasa resultat fran proverna med 0,5 mL
bréstmjolk som startvolym, eftersom minimering av bréstmjoélksvolymen efterstravades. De prover med
3 mL brostmjolk som startvolym utesléts i nastkommande laborationer pa grund av dess stora volym
samt att deras resultat var likvardiga med de andra startvolymerna. Flera av de prover som inte
indunstades hade for lag koncentration for att mineralerna skulle kunna detekteras och darmed kunde
dessa inte utvérderas.

Da problem med injektion i HPLC:n uppstod i den andra laborationen, resulterade detta i att vissa prover
fick opalitliga resultat. Provresultaten hade hogre andel lyckade analyserade prov dn i forsta laborationen
men det var fortfarande inte godtagbar spridning pa dessa. Det visades aven finnas en viss koppar- och
jarnkontaminering i nagra av proverna, bland annat i blankarna och proven med 0,25 mL brostmjolk
som startvolym. Dessutom hade proverna med 0,25 mL brdstmjolk som startvolym fel injektionsvolym
i ett av proven. Detta gjorde det svart att avgora dess anvandbarhet som startvolym, men resultaten tydde
pa att startvolymen var for lag. Det misstanktes att kontamineringen kunde komma fran
indunstningssteget, dock borde indunstningsblankarna i den foérsta laborationen da ocksa varit
kontaminerade, vilket de inte var. Proverna som inte indunstades fick dven under denna laboration
odetekterbara resultat, vilket troligtvis beror pa att koncentrationerna var for sma for att vara
detekterbara vid analys i HPLC.

Den tredje laborationen hade likvardiga resultat med féregaende laboration. Blankar fran bade
mikrovagsnedbrytningssteget samt fran indunstningen var inkluderade, vilket gav mojligheten att
bestdmma 1 vilket laborationssteg som kontamineringen skedde. Det observerades att
indunstningsblankarna var helt rena och pa grund av detta misstanktes det att kontaminering skedde fére
indunstningen. Dock var det ingen syra i dessa blankar vilket eventuellt kan ha paverkat mineralernas
I6slighet. Det observerades aven i slutet av denna laboration att fel koncentration pa saltsyran anvants,
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vilket kan ha paverkat resultatet. Ett av proverna i denna laboration visades ha en absorptionstopp vid
samma retentionstid som mangan. Denna topp hade ett ovanligt spetsigt utseende gentemot de flesta
andra absorptionstoppar och dérav antogs det att det blivit fel vid den retentionstiden i analysen for detta
prov.

Den fjérde laborationens resultat hade fortfarande for stor varians for att kunna anvandas for laboration
med Bondgardsflorastudiens brostmjoélksprover. Daremot upptacktes en trolig kalla till en del av
kontamineringen i proverna. Syrorna som anvandes i laborationen hade en garanterad hogsta niva pa
mineralkontaminering, vilken var hogre &n de mangder som uppmaétts under laborationen, se tabell R.1
i Bilaga R. Denna kontamineringskalla kan eventuellt elimineras genom att anvénda renare syror.

Sammanfattning och forslag pa framtida férbattringar av mineralanalysen

Dé den inledande litteratursokningen visade att mineralinnehallet i brostmjolk ar valdigt 1agt och stora
ursprungsvolymer behdvs, blev ett forsta syfte med projektet att foérsdka optimera minerallaborationen
for att kunna anvandas pa lagre volymer brostmjolk. Under forsta laborationen upptécktes att proverna
var kontaminerade med jarn och koppar och ett antal laborationer genomfordes darfor for att forsoka
forsta i vilket steg kontamineringen skedde. Resultatet fran metodutvecklingen av mineralanalysen
visade att en volym om 0,5 mL brostmjolk eventuellt kan vara méjlig. Dock kvarstar problemet med
kontaminering och for stor varians proverna emellan.

For att kunna kvantifiera mineraler i lagre volymer brostmjolk tillférlitligt kan mer exakta metoder
sasom, ICP-MS anvandas (106). Syrorna som anvandes i laborationerna hade dessutom en garanterad
hogsta kontamineringsniva som var sa pass hog att den kan ha paverkat resultaten. Darfor hade renare
syror behovts anvéndas for mineralanalys i brostmjolksprover.

4. Statistisk analys av vitamin- och mineralintag kopplat till boendemiljo

respektive allergi

Detta avsnitt innehaller insamling av data, metoder som har anvants i analysen av insamlad data, resultat
samt diskussion. De samband som undersoktes var om mammans vitamin- och mineralintag under
amning ar kopplat till boendemiljo respektive allergi hos barnet vid 36 manaders alder. | detta avsnitt
presenteras ett urval av resultaten i form av grafer. Resterande grafer resultat aterfinns i form av grafer
i Bilaga S.

4.1 Insamling av data

Data som anvandes for att analysera huruvida mammans vitamin- och mineralintag under amning ar
kopplat till boendemiljon respektive barnets utveckling av allergi kommer ifran Bondgardsflorastudien.
Informationen i detta avsnitt om hur all kost- och allergidata samlades in ar tagen fran Jonsson et al. (1).
Uppgifter som samlades in i studien kom fran 65 barn fodda i Skaraborg mellan september 2005 och
maj 2008. Av dessa 65 barn var 28 uppvaxta pa bondgard och 37 uppvéxta pa landet men inte pa
bondgard.

Data pa kostintag under amning samlades in fyra manader efter barnets fodsel genom att mammorna
ringdes upp och tillfragades vad, samt hur mycket, som konsumerats de senaste 24 timmarna. Efter
samtalet fick de till uppgift att anteckna kostintaget de kommande 24 timmarna.

Astma, eksem, allergisk rinit och matallergi hos barnen undersoktes genom lékarbesok vid 18 och 36
manaders alder. Eksem bestamdes med hjalp av Williams kriterier och for en diagnos vid 36 manaders
alder behdvde barnet visat tecken pa det efter 2 ars alder. Matallergi diagnostiserades med hjalp av
fodoamnesprovokation foljt av ett ImmunoCAP-test. Astmasymptom vid 36 manaders alder
diagnostiserades utifran om barnet vid minst ett tillfalle pavisat vasande andning efter 2 ars alder.
Allergisk rinit definierades utifran symptom i 6gon och nasa vid kontakt med djur och/eller pollen och
diagnostiserades med ett IgE-test korresponderande till &amnet ifraga.

4.2 Statistiska metoder
Den statistiska analysen genomfordes med hjalp av datorprogrammet SPSS och signifikansnivan valdes
till 5%. Inledningsvis anvandes en normalitetsplot och ett Shapiro-Wilk-test i SPSS for varje variabel
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for att testa huruvida de var normalférdelade. Vid jamforelse av tva grupper dar data var normalférdelad
utfordes t-test, medan Mann-Whitney-U’s test anvindes for data som inte var normalfordelad.

Resultaten bearbetades i Excel och laddiagram skapades for att visualisera fordelningarna for data som
testades med t-test och Mann-Whitney-U’s test.

4.3 Resultat

| laddiagrammen som presenteras i detta avsnitt och i Bilaga S ar det nedersta strecket det minsta vardet,
den ljusgra rektangeln ar den 25:e percentilen upp till medianen, den 50:e percentilen. Den morkgra
rektangeln &r medianen upp till den 75:e percentilen och det dversta strecket ar det maximala vardet.

Tidigare publikationer fran Bondgardsflorastudien har inte undersokt om mammans vitamin- och
mineralintag under amning kan kopplas till boendemiljo respektive barnets utveckling av allergi. For en
figur 6ver hur intag av vitamin D hos mamman paverkar barnets allergiutveckling, se figur 4.1. Ingen
signifikans observerades i nagot av testen som behandlade vitaminer samt mineraler och dess koppling
till boendemiljo eller allergi, se figur 4.1-4.2 samt figur S.1-S.14 i Bilaga S.

14,0 4

p=0,352

—_
T 120 -
(@]
3
= 10,0
(a)
£ 80 -
IS
[
2 60 -
B
>
3 a0 ]
(@)
8
= 2,0 -

0,0

Bondgard (n=24) Icke bondgard (n=28)

Figur 4.1. Laddiagram éver mammans intag av vitamin D i pg/dag 1 manad efter forlossningen for
bondgardsmammor respektive mammor boende pa landet men inte pa bondgard. n ar antalet barn i
respektive kategori och p &r p-vardet frin Mann-Whitney-U’s test.
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Figur 4.2. Laddiagram éver mammans intag av vitamin D i pg/dag 1 manad efter forlossningen for friska
respektive allergiska barn. n ar antalet barn i respektive kategori och p ar p-vardet fran Mann-Whitney-U’s
test.

4.4 Diskussion

De statistiska testerna for vitamin- och mineralupptaget, se figur 4.1-4.2 samt figur S.1-S.14 i Bilaga S,
visade inte pa nagon signifikant koppling mellan boendemiljc respektive allergiutveckling hos barnet

20



och mammans intag under amning av vitamin A, vitamin D, jarn och zink. Flera studier stddjer resultatet
att det inte finns nagon koppling mellan barnets allergiutveckling och mammans intag av vitamin A och
D samt jarn och zink (56,57). Dock finns det flera andra rapporter som har funnit kopplingar mellan
barnets allergiutveckling och mammans intag av jarn, zink och vitamin D (51-55,58).

Som beskrivits i teoriavsnittet har flertalet tidigare studier inte pavisat nagon tydlig koppling mellan
mammans intag av mineralerna jarn och zink samt brostmjélkens koncentration av amnena (45-48). Da
dessa dmnens koncentration troligtvis regleras genom aktiv transport i brostkortlarna, kan det forklara
varfor ingen signifikant koppling observerats mellan den mangd av mineralerna som erhalls via
mammans kostintag och barnets eventuella allergiutveckling.

P& omvant satt har nagra studier visat att brostmjolkens koncentration av vitamin A och D beror pa
mammans naringsstatus (7,41), vilket darfor inte utesluter att det kan finnas en koppling mellan
mammans intag av vitaminerna och utveckling av allergi hos barnet via brostmjolken. Resultaten som
erhallits i detta projekt, att intag av vitamin A och D hos mamman inte &r kopplat till barnets allergi,
motsager dock det antagandet. En forklaring till den uteblivna kopplingen mellan vitamin D i kosten
och allergi hos barnet kan till viss del ges av att den storsta kéllan till vitamin D &r via solljus under
sommarhalvaret, vilket inte tagits hansyn till i detta projekt. D& data Gver kostintag fran
Bondgardsflorastudien samlats in i Sverige under en flerarig period, 2005-2008, har tillgangen pa solljus
varierat. Darfor har denna troligen periodvis varit en mer betydande kalla for vitamin D, an intag via
kosten.

Det bor &ven végas in i resonemanget att data éver naringsintag som studerats i projektet endast kommer
fran ett kort tidsintervall. Enligt Livsmedelsverket ar exempelvis indlvsmat en viktig kalla for intag av
vitamin A (107). Likasa ar rotfrukter och gronsaker, vilka innehaller karotenoider som kan omvandlas
till vitamin A i kroppen (107). Indlvsmat &r &ven en god kalla till intag av jarn och zink, liksom bland
annat kott samt vissa vegetabiliska livsmedel, sdsom fullkornsprodukter (108,109). Ut6ver detta kan
aven ett intag av andra amnen paverka upptaget av vissa av de undersokta naringsamnena (108,109). Da
intaget av olika livsmedel troligtvis &r relativt individuellt, intas i storre eller mindre kvantiteter samt
mer eller mindre regelbundet, kan ett kort tidsintervall leda till en felaktig bild av det verkliga intaget.

Likasa kan dven storleken pa stickprovet haft inverkan pa resultatet, dd Bondgardsflorastudien var en
relativt liten studie med exempelvis endast 8 barn som hade utvecklat allergi vid 36 manaders alder. |
en framtida studie vore det fordelaktigt med fler deltagande familjer, eftersom storre stickprov generellt
sett ger en battre spegling av den faktiska fordelningen.

Foljaktigen bor, i framtida studier, intaget av livsmedel studeras éver en langre tidsperiod samt med ett
storre stickprov. Detta for att erhalla ett mer tillforlitligt resultat av hur intaget av dessa naringsamnen
varierar med boendemiljo respektive paverkar den eventuella allergiutvecklingen hos barnet.
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5. Slutsats

For att mojliggora laborationer med sa pass sma volymer bréstmjolksprov ar ytterligare utveckling av
de olika metoderna nodvandig, da de laborationsmetoder som anvénts i projektet inte gett tillrackligt
tillforlitliga resultat for att kunna tillampa analys av de prover som finns insamlade i
Bondgardsflorastudien. Resultaten i detta projekt indikerar att saponifiering ar en mer lamplig metod
for analys av vitamin A och proteinfallning for analys av vitamin D. En betydande forandring kan
dessutom vara att analysera vitaminproverna i en masspektrometer, som kan detektera lagre
koncentrationer av amnet jamfort med vid analys i HPLC. Vid kvantifiering av mineraler var
kontaminering ett problem pa grund av de sma provvolymerna, vilket eventuellt kan atgardas genom
anvandning av renare kemikalier.

Ingen signifikant koppling kunde observeras mellan boendemiljé respektive barnets allergi vid 36
manader och mammans vitamin- och mineralintag under amning. Trots detta kan det inte uteslutas att
det anda finns en koppling mellan mammans intag under amning av vitaminer samt mineraler och
barnets allergi. Detta da livsmedel som konsumeras séllan inte tacks pa ett bra satt med metoden som
anvants for att registrera mammans kostintag eftersom den endast mater intag under 48 timmar.
Dessutom ar Bondgardsflorastudien en relativt liten studie med relativt fa allergiska barn, vilket gor att
det inte gar att utesluta att ett samband hade kunnat hittas med ett storre antal familjer.
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7. Bilagor

Bilaga A: Laboration 1 for vitaminanalys
I denna bilaga presenteras handledningen for laboration 1, i vilken proteinfallning med brostmjolk foljt
av hexanbaserad extraktion utforts. Metoden ar modifierad fran Gomes et al. (83).

Proteinfallning
o Blanda 2 mL acetonitril med 1 mL brostmjolk i fyra glasror.

Tillsatt 10 uL 10 ppm ergokalciferol och 50 pL 10 ppm retinylacetat i alla ror.

Vortexa 2 minuter.

Inkubera réren i rumstemperatur i 15 minuter och centrifugera sedan 10 minuter (4000g).
For over supernatanten till nya tuber och pabdrja hexanbaserad extraktion.

Hexanbaserad extraktion

e Blanda 160 mL hexan med 40 mL diklormetan i en glasbégare.

o Tillsatts 3 mL hexan:diklormetan till réren med l6sningar som forberetts i proteinfallningen.

e Vortexa 2 minuter och centrifugera 1 minut (2000 g). Flytta det 6versta skiktet till nya ror och
ytterligare 3 mL hexan:diklormetan tillsatts i de ursprungliga roren.

e Vortexa 2 minuter och centrifugera 1 minut (2000 g). Flytta det dversta skiktet till samma
tuber som i foregaende steg.

e Indunsta roren innehallande de erhallna Gversta skikten med kvave i rumstemperatur i cirka 45
minuter, tills all véitska avdunstat.

o Tillsatt 100 pL metanol i varje ror och forslut réren genast.

e Vortexa och centrifugera hastigt.

e Flytta dver det fullstandiga innehallet till vialer for analys i HPLC (injektionsvolym: 20 pL,
fléde: 0,5 mL/min, tryck: 84 bar, kortid: 20 min, mobil fas: 97% metanol, 3% vatten, stationér
fas: Cig-kolonn, detektionsvaglangd: 265/300 nm).




Bilaga B: Laboration 2 for vitaminanalys
I denna bilaga presenteras handledningen for laboration 2, i vilken proteinfallning med mellanmjolk
foljt av hexanbaserad extraktion utforts. Metoden ar modifierad fran Gomes et al. (83).

Proteinfallning

Blanda 22,5 mL metanol med 7,5 mL isopropanol for att erhalla en 16sning med forhallande
75:25 volym/volym.

Blanda 1 mL metanol:isopropanol med 1 mL mellanmjolk i fyra glasror.

Tillsatt 100 pL 1 ppm ergokalciferol och 100 pL 1 ppm retinylacetat i samtliga ror.
Vortexa 1 minut.

Inkubera roren pa lag skakningsfrekvens i 20 minuter.

Centrifugera 1 minut (5000g).

Tillsatt ytterligare 1 mL metanol:isopropanol och centrifugera 6 minuter (55000).

For dver supernatanten till nya ror och paborja hexanbaserad extraktion.

Hexanbaserad extraktion

Tillsatt 2 mL hexan till réren med l6sningar som forberetts i proteinfallningen.

Vortexa 2 minuter och centrifugera 2 minuter (3000 min). Flytta det 6versta skiktet till nya
ror och tillsatt 2 mL hexan i de ursprungliga roren.

Vortexa och centrifugera som ovan. Flytta det 6versta skiktet till samma ror som i féregaende
steg.

Indunsta roren innehallande de Gversta skikten med kvave i 30°C i cirka 45 minuter, tills all
vétska avdunstat.

Tillsatt 200 L metanol i varje ror och forslut roren genast.

Vortexa och centrifugera hastigt.

Flytta 6ver det fullstandiga innehallet till vialer for analys i HPLC (injektionsvolym: 10 L,
fléde: 0,6 mL/min, tryck: 132 bar, kortid: 20 min, mobil fas: 100% metanol, stationar fas: Cis-
kolonn, detektionsvaglangd: 265/300 nm).



Bilaga C: Laboration 3 for vitaminanalys
I denna bilaga presenteras handledningen for laboration 3, i vilken proteinfallning med bréstmjolk och
komjolk av olika sorter foljt av hexanbaserad extraktion utfors. Metoden &r modifierad fran Gomes et

al. (83).

Proteinfallning

Tillsatt 1 mL mjolk i atta glasror, tva med brostmjolk, tva med lattmjolk, tva med mellanmjolk
och tva med standardmjolk.

Tillsatt 100 pL 1 ppm ergokalciferol och 100 puL 1 ppm retinylacetat i samtliga ror.

Tillsatt 2 mL metanol:isopropanol till roren.

Vortexa 1 minut.

Inkubera roren pa lag skakningsfrekvens i 20 minuter och centrifugera i 7 minuter (5000g).
For over supernatanten till nya ror och paborja hexanbaserad extraktion.

Hexanbaserad extraktion med béde pellet och supernatant

Tillsatt 3 mL hexan:diklormetan (4:1 volym/volym) till samtliga ror.

Tillsatt 1,5 mL milliQ-vatten till réren innehallande pellet.

Vortexa tills pelleten har 16sts, cirka 20 minuter.

Centrifugera roren i 4 minuter (5000g).

Flytta det dversta skiktet fran samtliga ror till nya ror och tillsatt 3 mL hexan:diklormetan i de
ursprungliga réren.

Vortexa 2 minuter och centrifugera 4 minuter (5000 g). Flytta det 6versta skiktet till samma
ror som i foregaende steg. Upprepa extraktionssteget ytterligare en gang.

Indunsta roren innehallande de dversta skikten med kvave i 30°C i cirka 1 timma, tills all
vétska avdunstat.

Tillsatt 200 pL metanol i varje ror och forslut roren genast.

Vortexa och centrifugera hastigt.

Flytta 6ver det fullstandiga innehallet till vialer for analys i HPLC (injektionsvolym: 10 L,
fléde: 0,6 mL/min, tryck: 132 bar, kortid: 20 min, mobil fas: 100% metanol, stationér fas: Cig-
kolonn, detektionsvaglangd: 265/325 nm).



Bilaga D: Laboration 4 for vitaminanalys
I denna bilaga presenteras handledningen for laboration 4, i vilken proteinfallning med bréstmjolk och
komjolk av olika sorter foljt av hexanbaserad extraktion utfors. Metoden &r modifierad fran Gomes et

al. (83).

Proteinfallning

Tillsatt 1 mL mjolk i atta glasror, tva ror med brostmjolk, tva med lattmjolk, tva med
mellanmjo6lk och tva med standardmjolk.

Tillsatt 200 pL 1 ppm ergokalciferol och 200 uL 1 ppm retinylacetat i alla ror.
Tillsatt 50 pL koncentrerad saltsyra till réren och vortexa.

Centrifugera i 8 minuter (5500 min-1).

For 6ver supernatanten till nya ror och pabdrja hexanbaserad extraktion.

Hexanbaserad extraktion med pellet

Tillsatt 3 mL hexan:diklormetan (4:1 volym/volym) och 1 mL milliQ-vatten till réren med
pellet.

Vortexa tills pelleten har 16st sig.

Centrifugera réren i 2 minuter (5000 min-1).

Flytta det dversta skiktet fran samtliga ror till nya ror.

Upprepa extraktionssteget ytterligare tva ganger.

Indunsta roren innehallande de dversta skikten med kvave i 30°C i cirka 45 minuter, tills all
vétska avdunstat.

Tillsatt 200 L metanol i varje rér och forslut roren genast.

Vortexa och centrifugera hastigt.

Flytta dver det fullstandiga innehallet till vialer for analys i HPLC (injektionsvolym: 10 L,
fléde: 0,6 mL/min, tryck: 132 bar, kortid: 20 min, mobil fas: 100% metanol, stationar fas: Cis-
kolonn, detektionsvaglangd: 265/325 nm).



Bilaga E: Laboration 5 for vitaminanalys
I denna bilaga presenteras handledningen for laboration 5, i vilken saponifiering med mellanmjélk
foljt av hexanbaserad extraktion utfors. Metoden ar modifierad fran Bezerra et al. (84).

Tillsatt 1 mL mellanmjélk, 2 mL 50% KOH-I6sning samt 1 mL 95% etanol i fyra glasror.
Tillsatt 100 pL 1 ppm ergokalciferol och 100 pL 1 ppm retinylacetat i roren.

Vortexa réren i 1 minut och placera i varmeblock pa 45°C i 2 timmar. Skaka roren latt varje
halvtimme.

Till varje ror tillsatts 3 mL hexan for att centrifugeras 10 minuter (5009).

Flytta det Oversta skiktet till ett nytt ror och upprepa steget ovan tva ganger genom att tillsétta
hexan till de ursprungliga réren och samla de 6versta skikten i ett gemensamt ror.

Indunsta roren innehallande de Gversta skikten med kvéve i 37°C, tills all vétska avdunstat.
L6s det erhallna extraktet i 200 pL metanol.

Vortexa och centrifugera hastigt.

For over allt innehall till mindre vialer infor analys i HPLC (injektionsvolym: 10 pL, flode:
0,6 mL/min, tryck: 132 bar, kortid: 20 min, mobil fas: 100% metanol, stationar fas: Cis-
kolonn, detektionsvaglangd: 265/325 nm).



Bilaga F: Laboration 6 for vitaminanalys
I denna bilaga presenteras handledningen for laboration 6, i vilken saponifiering med bréstmjolk och
komjolk av olika sorter foljt av hexanbaserad extraktion utférs. Metoden &r modifierad fran Bezerra et

al. (84).

Tillsatt 1 mL mjolk, 2 mL 50% KOH-losning samt 1 mL 95% etanol i sex glasror, tva rér med
brostmjolk, tva med mellanmjolk och tva med lattmjolk.

Tillsatt 200 pL 1 ppm retinylacetat och 200 uL 1 ppm ergokalciferol i samtliga ror.
Homogenisera blandningarna i réren med hjélp av vortex i 1 minut och inkubera réren i
rumstemperatur Gver natten under omrorning.

Tillsatt 3 mL hexan och vortexa i 10 minuter. Centrifugera réren i 2 minuter (5000g).

Flytta de 6versta skikten till nya ror och upprepa steget ovan ytterligare tva ganger genom att
tillsatta hexan till de ursprungliga réren och samla de dversta skikten i ett gemensamt ror for
varje enskilt prov. Observera att roren vortexas i 5 minuter istallet for i 1 minut.

Indunsta tuberna inneh&llande de dversta skikten med kvéve i 37°C i 35 minuter, tills all
vétska avdunstat.

L6s det erhallna extraktet i 200 L metanol

Vortexa och centrifugera hastigt.

For over allt innehall till mindre vialer infor analys i HPLC (injektionsvolym: 10 pL, flode:
0,6 mL/min, tryck: 132 bar, kortid: 20 min, mobil fas: 100% metanol, stationdr fas: Cis-
kolonn, detektionsvaglangd: 265/325 nm).
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Bilaga G: Laboration 7 for vitaminanalys
I denna bilaga presenteras handledningen for laboration 7, i vilken saponifiering med milliQ-vatten
foljt av hexanbaserad extraktion utfors. Metoden ar modifierad fran Bezerra et al. (84).

Tillsatt 1 mL milliQ-vatten, 2 mL 50% KOH-I6sning samt 1 mL 95% etanol i ett glasror.
Tillsatt 200 pL 1 ppm retinylacetat i roret.

Homogenisera blandningen i réret med hjélp av vortex i 1 minut och inkubera i
rumstemperatur over natten under omrorning.

Tillsatt 3 mL hexan och vortexa i 10 minuter. Centrifugera roret i 2 minuter (5000g).
Flytta Gver det Gversta skiktet till ett nytt ror och upprepa steget ovan ytterligare tva ganger
genom att tillsatta hexan till det ursprungliga réret och samla de dversta skikten i ett
gemensamt ror. Observera att roret vortexas i 5 minuter istallet fér i 1 minut.

Indunsta roren innehallande de Gversta skikten med kvéve i 37°C i 35 minuter, tills all vétska
avdunstat.

L6s det erhallna extraktet i 200 puL metanol

Vortexa och centrifugera hastigt.

For over allt innehall till mindre vialer infor analys i HPLC (injektionsvolym: 10 pL, flode:
0,6 mL/min, tryck: 132 bar, kortid: 20 min, mobil fas: 100% metanol, stationér fas: Cis-
kolonn, detektionsvaglangd: 265/325 nm).
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Bilaga H: Kromatogram fran HPLC i vitaminanalys

I denna bilaga presenteras ett representativt kromatogram fran HPLC-analysen for samtliga
laborationer i vitaminanalysen. Detektionsvaglangden ar 265 nm for vitamin D och 325 nm for
vitamin A. HPLC-kromatogrammen for de tva forsta proteinfallningarna, laboration 1 och 2, har
detektionsvaglangden 300 nm for vitamin A.
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Figur H.1. HPLC-kromatogram for laboration 1; proteinfallning av bréstmjolk. Den gra pilen visar
absorptionstopp for ergokalciferol och den randiga kolekalciferol. Detektionsvaglangd 265 nm.
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Figur H.2. HPLC-kromatogram for laboration 1; proteinféllning av brostmjolk. Den svarta pilen visar
absorptionstopp for retinol och den vita retinylacetat. Detektionsvaglangd 300 nm.
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Figur H.3. HPLC-kromatogram for laboration 2; proteinfallning av mellanmjoélk. Den gra pilen visar
absorptionstoppen for ergokalciferol och den randiga kolekalciferol. Detektionsvéaglangd 265 nm.
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Figur H.4. HPLC-kromatogram for laboration 2; proteinfallning av mellanmjélk. Den vita pilen visar
absorptionstopp for retinylacetat. Ingen absorptionstopp for retinol kan detekteras. Detektionsvaglangd 300 nm.

D3 #232 [modified by cth] HP2L Uy_vIS_1
mAU WVL:265 nm
3-3.103

3,004

2,50

2,00+

1,50

7-4503

1,00

050

21- 14746

20488, 2215478

11-7.675

10-7.077
24-17.298
7,

12 - 9.0843 - g7 10.180
= 15 - 10,

0,50

1,00+

-1,50-)
r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
00 10 20 30 40 50 80 7.0 80 9.0 100 110 120 130 140 150 18,0 17.0 180 19,0 200

Figur H.5. HPLC-kromatogram for laboration 3; proteinfallning av lattmjolk for pellet. Den gra pilen visar
absorptionstopp for ergokalciferol och den randiga kolekalciferol. Detektionsvaglangd 265 nm.
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Figur H.6. HPLC-kromatogram for laboration 3; proteinfallning av lattmjolk for pellet. Den vita pilen
visar absorptionstopp for retinylacetat. Ingen absorptionstopp for retinol kan detekteras. Detektionsvaglangd 325
nm.
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Figur H.7. HPLC-kromatogram for laboration 3; proteinfallning av lattmjélk for supernatant. Den gréa
pilen visar absorptionstopp for ergokalciferol och den randiga kolekalciferol. Detektionsvaglangd 265 nm.
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Figur H.8. HPLC-kromatogram for laboration 3; proteinfallning av lattmjélk for supernatant. Den vita
pilen visar absorptionstopp for retinylacetat. Ingen absorptionstopp for retinol kan detekteras.
Detektionsvaglangd 325 nm.
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Figur H.9. HPLC-kromatogram for laboration 4; proteinfallning av standardmjolk. Den gra pilen visar
absorptionstopp for ergokalciferol och den randiga kolekalciferol. Detektionsvaglangd 265 nm.
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Figur H.10. HPLC-kromatogram for laboration 4; proteinfallning av standardmjolk. Den vita pilen visar
absorptionstopp for retinylacetat. Ingen absorptionstopp for retinol kan detekteras. Detektionsvaglangd 325 nm.
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Figur H.11. HPLC-kromatogram for laboration 5; saponifiering av mellanmjo6lk. Den gra pilen visar

absorptionstopp for ergokalciferol. Ingen absorptionstopp for kolekalciferol kan detekteras. Detektionsvaglangd
265 nm.
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Figur H.12. HPLC-kromatogram for laboration 5; saponifiering av mellanmjélk. Ingen klar
absorptionstopp for varken retinol eller retinylacetat kan detekteras. Detektionsvaglangd 325 nm.
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Figur H.13. HPLC-kromatogram for laboration 6; saponifiering av brostmjolk. Den gra pilen visar

absorptionstopp for ergokalciferol. Ingen absorptionstopp for kolekalciferol kan detekteras. Detektionsvaglangd
265 nm.
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Figur H.14. HPLC-kromatogram for laboration 6; saponifiering av brostmjolk. Den svarta pilen visar
absorptionstopp for retinol. Den tillsatta retinylacetaten kan inte observeras. Detektionsvaglangd 325 nm.
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Figur H.15. HPLC-kromatogram fér laboration 7; saponifiering av milliQ-vatten. Den svarta pilen visar
absorptionstopp for retinol. Den tillsatta retinylacetaten kan inte observeras. Detektionsvaglangd 325 nm.
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Bilaga I: Kromatogramareor fran HPLC och beréknade vitaminkoncentrationer i
vitaminanalys

I denna bilaga presenteras tabeller Gver erhalina varden pa areor fran absorptionstoppar for
vitaminerna i HPLC-kromatogrammen tillsammans med beraknade koncentrationer retinol och
kolekalciferol.

Tabell I.1. Resultat erhallna i HPLC-kromatogram for laboration 1. Tabellen visar vérden pa areor fran
absorptionstoppar av retinol, retinylacetat, ergokalciferol och kolekalciferol erhéllna i HPLC-analysen samt
berédknade koncentrationer av retinol och kolekalciferol for samtliga prov. Intern och extern standard hade inte
samma koncentration i denna laboration, darmed kan dessa varden inte jamforas.

Prov Retinol Retinylacetat | Retinol | Ergokalciferol | Kolekalciferol | Kolekalciferol
[mAU-min] = [mAU-min] | [ng/mL] | [mAU-min] [mAU-min] [ng/mL]
Brostlmjolk 0,117 3.91 7,42 1,58 0,479 331
Brostzmjolk 0,197 4,67 10,5 1,47 0,0497 36,8
Brostgmjolk 0,184 4,21 10,9 3,14 0,0580 20,2
Brost4m10|k 0,291 5,32 13,6 4,65 0,0658 15,5
Extern 111 288 1,60 1,67
standard

Tabell 1.2. Resultat erhallna i HPLC-kromatogram for laboration 2. Tabellen visar varden pa areor fran
absorptionstoppar av retinol, retinylacetat, ergokalciferol och kolekalciferol erhéllna i HPLC-analysen samt
beraknade koncentrationer av retinol och kolekalciferol for samtliga prov. - innebar inga detektbara nivaer av
amnet.

Prov Retinol Retinylacetat | Retinol | Ergokalciferol & Kolekalciferol | Kolekalciferol
[mMAU-min] | [mAU-min] [ng/mL] [mAU-min] [mAU-min] [ng/mL]

Me”agmjo'k - 0,0414 - 0,0192 0,0323 172
Me”agmlo'k - 0,0361 - 0,0280 0,0279 102
Me”agmlo'k - - - 0,0199 0,0160 823
Me”azmlo"‘ - 0,0277 - 0,0850 0,0262 316

Extern 0,497 114 0,695 0,708

standard

Tabell 1.3. Resultat erhallna i HPLC-kromatogram for laboration 3. Tabellen visar varden pa areor fran
absorptionstoppar av retinol, retinylacetat, ergokalciferol och kolekalciferol erhallna i HPLC-analysen samt
beraknade koncentrationer av retinol och kolekalciferol for samtliga prov. P star for prov innehallande pellet och
S for prov innehallande supernatant och - innebar inga detektbara nivaer av &mnet.

Retinol Retinylacetat | Retinol | Ergokalciferol Kc_)le— Kc_)le—

Prov [mA Urmin] A U-min] [ng/mL] [mAU-min] kalciferol kalciferol

g [mAU-min] = [ng/mL]
LattlmF!OIk i 0,0474 - 0,0155 0,0636 408
Lattzmgolk i 0,0431 - 0,0221 0,0555 250
MellinFr)njolk ) 0,114 - 0,0611 0,227 370
MellgnFr)njolk ) 0,108 - 0,0628 0,268 424
Stand:irgmjolk ) 0,108 - 0,0910 0,397 435
Standgrgmjolk ) 0,0781 - 0,0342 0,338 984
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Brostmjolk

P - 0,139 - 0,0761 - -
Brosztrgjolk 0,0128 0,217 6,06 0,0813 - -
Lattlmsjolk 3 0,273 - 0,135 0,0220 16,2
LatthSJ;oIk i 0,223 - 0,129 0,0437 33,6

Mellzinénjolk - 0,181 - 0,0933 - il
Mellgnénjolk X 0,167 - 0,0950 0,0359 37,6
Standirgmjdlk ; 0,109 - 0,0614 0,0511 82,8
Standardmjélk i 3 ) . - -
2S
Brosltnsuolk 0,111 0,146 0761 . - -
BI’C')SZ'[I’TSUC')"( 0,0957 0,140 0,686 0,0533 - -
Extern 2,87 2.01 0,532 0,638
standard

Tabell 1.4, Resultat erhéllna i HPLC-kromatogram for laboration 4. Tabellen visar vérden pa areor fran
absorptionstoppar av retinol, retinylacetat, ergokalciferol och kolekalciferol erhallna i HPLC-analysen samt
beraknade koncentrationer av retinol och kolekalciferol for samtliga prov. - innebar inga detektbara nivaer av
amnet

Prov Retinol Retinylacetat Retinol Ergokalciferol kalﬁ:(i)llg;ol kaﬁ?]ls;ol
[mAU-min] [mAU-min] [ng/mL] [mAU-min] [mAU-min] [ng/mL]
LattTonk i 0,634 - 0,189 0,125 137
Lattr;jO”( 0,817 - 0,282 0,162 119
Mellaqmjt')lk 0,609 - 0,347 0,367 218
Mellagmjdlk 0,635 . 0,255 0,329 267
Standa;dmjdlk 0583 . 0,396 0,738 385
Standa;dmjdlk 0,546 - 0,389 0,711 377
Brbstlmjblk 0,265 - 0,230 - )
Brbstzmjblk . - 0,221 - -
standard
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Tabell 1.5. Resultat erhallna i HPLC-kromatogram for laboration 6. Tabellen visar varden pa areor fran
absorptionstoppar av retinol, retinylacetat, ergokalciferol och kolekalciferol erhallna i HPLC-analysen for
samtliga prov. - innebar inga detektbara nivéer av amnet.

Prov Retinol Retinylacetat Ergokalciferol Kolekalciferol
[MAU-min] [mAU-min] [mAU-min] [mAU-min]
Lattmjolk 1 0,693 - 0,537 -
Lattmjolk 2 0,813 - 0,522 -
Mellanmjélk 1 1,04 - 0,458 -
Mellanmjélk 2 0,784 - 0,477 -
Brostmjolk 1 4,27 - 0,561 -
Brostmjolk 2 4,41 - 0,483 -
Extern standard 2,78 1,98 0,657 0,709

Tabell 1.6. Resultat i HPLC-kromatogram for laboration 7. Tabellen visar varden pa areor fran
absorptionstoppar av retinol, retinylacetat och kolekalciferol erhéllna i HPLC-analysen for provet. - innebar inga
detektbara nivaer av &mnet.

Prov Retinol Retinylacetat Kolekalciferol
[mAU-min] [mAU'min] [mA U min]
milliQ-vatten 0,650 - -
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Bilaga J: Vitaminkoncentrationer i mjolk
I denna bilaga presenteras teoretiska innehall av vitamin A och D i komjélk fran Arla Foods och i

brostmjolk.

Tabell J.1. Vitamininnehall i mjolk fran Arla Foods. Tabellen visar koncentrationen retinol och kolekalciferol
for lattmjolk, mellanmjclk och standardmjolk fran Arla Foods (105).

Amne Retinol [ng/mL] | Kolekalciferol [ng/mL]
Léattmjolk 43 10
Mellanmjélk 129 10
Standardmjolk 258 10

Tabell J.2. Teoretiska vitamininnehall i brostmjclk. Tabellen visar teoretiska varden av koncentrationen
vitamin A och kolekalciferol i brostmjolk (J1).
Amne Vitamin A (>95% retinylestrar) [ng/mL] | Kolekalciferol [ng/mL]
Brostmjolk 310-620 0,25-0,36

J1. LAMMI-KEEFE CJ. Handbook of Milk Composition [Internet]. Handbook of Milk Composition.
Elsevier; 1995 [citerad 15 maj 2016]. 693-717 s. Hamtad fran:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123844309500317
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Bilaga K: Mineralkoncentrationer i brostmjolk
I denna bilaga presenteras koncentrationsintervall av jarn, zink, koppar, kobolt, mangan och nickel i
bréstmjolk framtagna vid jamférelse av andra studier.

Tabell K.1. Teoretiska mineralinnehall i brostmjolk (K1-K6).
Amne Jarn Zink Koppar Kobolt Mangan Nickel

Koncentration | 0155 | 07-5 012-14 | 2:104910° 2:103-2,2102 | 1-10*-5:10°2
bréstmjolk [ug/mL]

K1 Biego GH, Joyeux M, Hartemann P, Debry G. Determination of mineral contents in different kinds of
milk and estimation of dietary intake in infants. Food Addit Contam [Internet]. Taylor & Francis Group;
10 oktober 1998 [citerad 15 maj 2016];15(7):775-81. Hamtad fran:
http://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/02652039809374709

K2. Krachler M, Prohaska T, Koellensperger G, Rossipal E, Stingeder G. Concentrations of selected trace
elements in human milk and in infant formulas determined by magnetic sector field inductively coupled
plasma-mass spectrometry. Biol Trace Elem Res [Internet]. augusti 2000 [citerad 15 maj
2016];76(2):97-112. Hamtad fran: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11049226

K3. Krachler M, Prohaska T, Koellensperger G, Rossipal E, Stingeder G. Concentrations of selected trace
elements in human milk and in infant formulas determined by magnetic sector field inductively coupled
plasma-mass spectrometry. Biol Trace Elem Res [Internet]. augusti 2000 [citerad 15 maj
2016];76(2):97-112. Hamtad fran: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/11049226

K4. Roekens E, Deelstra H, Robberecht H. Trace elements in human milk, selenium a case study. Sci Total
Environ [Internet]. mars 1985 [citerad 15 maj 2016];42(1-2):91-108. Hamtad fran:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0048969785900105

K5.  Girbay A, Charehsaz M, Eken A, Sayal A, Girgin G, Yurdakék M, m.fl. Toxic metals in breast milk
samples from Ankara, Turkey: assessment of lead, cadmium, nickel, and arsenic levels. Biol Trace Elem
Res [Internet]. oktober 2012 [citerad 15 maj 2016];149(1):117—22. Hamtad fréan:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22528772

K6.  Vuori E, Makinen S, Kara R, Kuitunen P. The effects of the dietary intakes of copper, iron, manganese,
and zinc on the trace element content of human milk. Am J Clin Nutr [Internet]. 01 februari 1980
[citerad 15 maj 2016];33(2):227-31. Hamtad fran: http://ajcn.nutrition.org/content/33/2/227 .short
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Bilaga L: Laboration for mineralanalys
I denna bilaga presenteras handledningen for minerallaborationen. Metoden ar modifierad fran
Fredrikson et al. (88).

Tillsatt specifik mangd brostmjolk och fyll upp med milliQ-vatten till en total volym av 3 mL
i en teflonvial. Fyll upp med milliQ-vatten till en total volym av 5 mL i den forsta vialen.
Tillsétt 0,75 mL koncentrerad salpetersyra och 0,15 mL koncentrerad saltsyra till varje vial.
Kor ett temperaturprogram som nar 180°C pa 15 minuter. Hall temperaturen i 20 minuter.
Lat proverna svalna till rumstemperatur.

For 6ver proverna till 15 mL Falconrdr. Skélj ur vialerna med milliQ-vatten och tillsatt dven
detta till Falconréren.

Spéad med milliQ-vatten till 10 mL.

Vortexa roren.

For 6ver 5 mL till ett nytt 15 mL Falconror.

Indunsta réren med luft och spad med 0,9 ml milliQ-vatten.

Tillsatt 0,1 mL askorbinsyra (20 mg/mL).

Blanda och 6verfor till 500 pL plastvialer.

Analysera i HPLC (mobil fas: pyridin-2,6-dikarboxylat (PDCA), fléde: 0,8 mL/min,
injektionsvolym: 25 pL, kortid: 18 minuter, detektionsvaglangd: 500 nm, analytisk kolonn:
lonPac CS5A Dionex 250-4 mm, foérkolonn: lonPac CG5A Dionex 50-4 mm).
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Bilaga M: Provuppsattningar i mineralanalys
I denna bilaga presenteras provuppséttningar for alla fyra minerallaborationerna, hur mycket
bréstmjélk som anvéndes och hur proven spéddes.

Tabell M.1. Provuppsattningen och forsoksplanering for laboration 1. Tabellen visar identifieringsnumret pé
vialen, korresponderande bréstmjolksvolym, volymen I6sning i varje Falconror efter mikrovagsnedbrytning,
inkluderat volymen milliQ-vatten som den spaddes med, samt volymen l6sning som provet spaddes till efter
indunstningssteget (prov 11, 12 och 19-22 indunstades inte men viss volym avdunstade dock).

Vial Ursprunglig volym Spéadning med mi!IiQ-vatten till total volym Volym Igsning
brostmjolk [mL] efter mikrovagsnedbrytning [mL] innan HPLC [mL]
1 0,5 11 0,5
2 0,5 10 0,5
3 0,5 10 0,5
4 0,5 10,25 0,5
5 0,5 10 0,5
6 0,5 10 0,5
7 0,5 10,25 2,75
8 0,5 10,25 2,75
9 0,5 10,25 2,75
10 0,5 10 2,75
11 0,5 12 11,75
12 0,5 10 9,75
13 1,25 9,5 2,75
14 1,25 8,5 2,75
15 1,25 7,8 2,75
16 1,25 10 2,75
17 0,5 7,25 0,5
18 0,5 9,25 0,5
19 3 13,5 13,5
20 3 11,75 10,5
21 3 10,5 10,5
22 3 11,25 11,25
23 0,5 12,5 0,5
24 0,5 14 0,5

Tabell M.2. Provuppsattning for laboration 2. Tabellen visar identifieringsnumret pa vialen, dess
korresponderande brostmjélksvolym och volymen milliQ-vatten som tillsattes varje vial, i vilken B indikerar att
provet ar en blank.

Vial | Volym brostmjolk [mL] | Volym milliQ-vatten [mL]

B28 0 5
B29 0 3
30 0,25 2,75
31 0,25 2,75
32 0,25 2,75
33 0,5 2,5
34 0,5 2,5
35 0,5 2,5
36 1 2
37 1 2
38 2 1
39 2 1

Tabell M.3. Provuppsattning for laboration 3. Tabellen visar identifieringsnumret pé vialen, dess
korresponderande brostmjolksvolym och volymen milliQ-vatten som tillsattes varje vial, i vilken B indikerar att
provet ar en blank.

Vial | Volym brostmjolk [mL] | Volym milliQ-vatten [mL]

B52 0 5
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B53 0 3
B54 0 3
55 0,25 2,75
56 0,25 2,75
57 0,25 2,75
58 0,5 2,5
59 0,5 2,5
60 0,5 2,5
61 1 2
62 1 2
63 1 2

Tabell M.4. Provuppséttning for laboration 4. Tabellen visar identifieringsnumret pé vialen, dess

korresponderande brostmjolksvolym och volymen milliQ-vatten som tillsattes varje vial, i vilken B indikerar att
provet &r en blank.

Vial | Volym brostmjolk [mL] | Volym milliQ-vatten [mL]
B67 0 5
B68 0 3
B69 0 3
70 0,5 2,5
71 0,5 2,5
72 0,5 2,5
73 1 2
74 1 2
75 1 2
76 1 2
77 1 2
78 1 2
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Bilaga N: Kromatogram fran HPLC i mineralanalys
I denna bilaga presenteras exempelbilder fran HPLC-analysen for de olika minerallaborationerna, samt
ett exempel pa ett prov med jarn- och nickelkontaminering .
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Figur N.1. HPLC-kromatogram for vial 3 laboration 1. Figuren visar ett exempel pa ett kromatogram fran
laboration 1. Den vita pilen visar Cu, den gra Zn och den randiga Fe. Detektionsvaglangd 500 nm
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Figur N.2. HPLC-kromatogram for vial 34 laboration 2. Figuren visar ett exempel pa ett kromatogram fran
laboration 2. Den vita pilen visar Cu, den gra Zn och den randiga Fe. Detektionsvaglangd 500 nm.
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Figur N.3. HPLC-kromatogram for vial 61 laboration 3. Figuren visar ett exempel pa ett kromatogram fran
laboration 3. Den vita pilen visar Cu, den grd Zn och den randiga Fe. Detektionsvaglangd 500 nm.
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Figur N.4. HPLC-kromatogram for vial 72 laboration 4. Figuren visar ett exempel pa ett kromatogram fran
laboration 4. Den vita pilen visar Cu, den gra Zn och den randiga Fe. Detektionsvaglangd 500 nm.
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Figur N.5. HPLC-kromatogram fér vial 9 laboration 1: Figuren visar ett exempel pa ett prov som ar
kontaminerat med jarn och nickel. Den vita pilen visar Cu, den svarta nickel, den grd Zn och den randiga Fe.
Detektionsvaglangd 500 nm.
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Bilaga O: Kromatogramareor fran HPLC i mineralanalys
| denna bilaga presenterar tabeller dver vardena pa absorptionstoppars areor for mineralerna fran
HPLC-kromatogrammen.

Tabell O.1. Resultat erhallna i HPLC-kromatogram for laboration 1. Tabellen visar identifieringsnumret pa
vialen och varden pa areor pa absorptionstoppar av jarn, zink, koppar och nickel erhallna i HPLC-analysen, i
vilken B indikerar att provet &r en blank och - innebar inga detektbara nivaer av amnet.

Vialnummer Jarn [mAU-min] Zink [mAU-min] | Koppar [mAU-min] | Nickel [mMAU-min]
Analysnummer 1 2 1 2 1 2 1 2

1 1650000 | 1690000 | 489000 | 433000 | 222000 | 220000 | 112000 98000

2 318000 | 217000 | 520000 | 582000 | 176000 | 183000 - -

3 342000 | 332000 | 533000 | 574000 | 367000 | 376000 - -

4 - - - - - - - -

5 - - - - - - - -

6 359000 | 331000 | 549000 | 556000 | 204000 | 217000 - -

7 73500 51300 91000 | 86200 | 112000 | 110000 - -

8 95500 80000 99500 | 75100 81100 80000 - -

9 - 314000 - 80100 - 44200 - 27300

10 - 124000 - 88100 - 114000 - -

11 - - - - - - - -

12 - - - - - - - -

13 - 78100 - 244000 - 73500 - -

14 - 195000 - 395000 - 136000 - -

15 - 89600 - 322000 - 139000 - -

16 - - - - - - - -

17 - - - - - - - -

18 6760000 | 6830000 | 400000 | 463000 | 613000 | 623000 | 650000 | 681000

19 27200 - 201000 - 51800 - - -

20 123000 - 163000 - 87200 - - -

21 71800 - 275000 - 79300 - - -

22 76600 - 215000 - 30500 - - -

23 389000 - 441000 - 750000 - - -

24 232000 - 307000 - 592000 - - -
Standard 1 2390000 | 2160000 | 801000 | 799000 | 1470000 | 1400000 | 1540000 | 1490000
Standard 2 2190000 | 2610000 | 728000 | 747000 | 1400000 | 1250000 | 1420000 | 1450000
Standard 3 2350000 | 2210000 | 799000 | 832000 | 1610000 | 1520000 | 1620000 | 1590000

B25 - - - - - - - -

B26 - - - - - - - -

B27 - - - - - - - -

Tabell O.2. Resultat erhallna i HPLC-kromatogram for laboration 2. Tabellen visar identifieringsnumret pa
vialen och varden pa areor pa absorptionstoppar av jérn, zink, koppar och nickel erhalina i HPLC-analysen, i
vilken B indikerar att provet ar en blank och - innebar inga detektbara nivaer av &mnet.

Vialnummer | Jarn [mAU-min] Zink [mAU-min] Koppar [mAU-min] Nickel [mAU-min]
B28 306476 - 37739 -
B29 114537 - 14385 -

30 164819 55215 822497 -
31 18000 45000 494000 -
32 15000 42000 295000 -
33 120000 112000 47000 -
34 78000 107000 32000 -
35 147000 101000 125000 -
36 186000 213000 175000 -
37 261000 271000 152000 -
38 223000 460000 203000 -
39 407000 536000 158000 -
B40 - - - -
B41 - - - -
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42 - - - -

43 - - - -

44 - - - -

45 - - - -

46 - - - -

47 - - - -

48 - 57053 - -

49 - - - -

50 - 63957 26778 -

51 - 45714 13651 -
Standard 1 992000 470000 719000 783000
Standard 2 911000 419000 674000 707000

Tabell O.3. Resultat erhallna i HPLC-kromatogram for laboration 3. Tabellen visar identifieringsnumret pa
vialen och varden pa areor pa absorptionstoppar av jarn, zink, koppar och nickel erhéllna i HPLC-analysen, i
vilken B indikerar att provet ar en blank, 1B att provet &r en indunstningsblank, * att absorptionstoppen var
svaravlast pa grund av problematik med HPLC:n vid den retentionstiden och - innebér inga detektbara nivaer av
amnet.

Vialnummer | Jarn [mAU-min] Zink [mAU-min] Koppar [mAU-min] Nickel [mAU-min]

B52 56600 - 19400 -
B53 180000 - 10100 -
B54 49600* - - -

55 80800 56500 15000 -

56 138000 46000 21500 -

57 498000 45300 38400 42600

58 82900 95600 26700 -

59 60500 100000 34500 -

60 89300 193000 53200 -

61 66100 106000 35700 -

62 129001 203000 65800 -

63 120000* 195000 49800 -
IB64 - - - -
IB65 - - - -
IB66 - - - -

Standard 1 951000 425000 644000 688000
Standard 2 967000 424000 649000 692000
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Tabell O.4. Resultat erhallna i HPLC-kromatogram for laboration 4. Tabellen visar identifieringsnumret pa
vialen och varden pa areor pa absorptionstoppar av jarn, zink, koppar och nickel erhalina i HPLC-analysen, i
vilken B indikerar att provet ar en blank, IB att provet ar en indunstningsblank, * att absorptionstoppen var
svaravlast pa grund av problematik med HPLC:n vid den retentionstiden och - innebar inga detektbara nivéer av
amnet.

Vialnummer | Jarn [mAU-min] Zink [mAU-min] Koppar [mAU-min] Nickel [mAU-min]

B67 51000 10700 - -
B68 51000 - - -
B69 80400 - 7750 -
70 98600 104000 27100 -
71 80700 83400 25600 -
72 60400 87600* 33900 -
73 121000 204000 59100 -
74 157000 231000 65400 -
75 164000 215000 59700 -
76 116000 207000 64900 -
77 98500 205000 111000 -
78 164000 310000 59700 -
IB79 30600 - - -
IB80 38500 - - -
IB81 25400 - - -
Standard 910000 425000 599000 664000
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Bilaga P: Mineralkoncentrationer beréaknade fran HPLC-resultat
I denna bilaga presenteras de berdknade koncentrationerna av jarn, zink, koppar, kobolt, mangan och
nickel utifran uppmatta areor av absorptionstoppar.

Tabell P.1. Resultat fran laboration 1 innefattande mineralkoncentrationer. Tabellen visar
identifieringsnumret pa vialen, korresponderande bréstmjolksvolym, volymen 16sning som provet spaddes till
efter indunstningssteget och koncentrationerna av jarn, zink, koppar, kobolt, mangan och nickel, i vilken n &r
antalet lyckade matningar, 1B indikerar att provet &r en indunstningsblank och - innebér inga detektbara nivaer
av amnet.

Ursprunglig | Volym Jarn Zink Koppar Kobolt | Mangan Nickel
Vial volym innan [ng/mL [ng/mL [wg/mL | [pg/mL [ng/mL [ng/mL
brostmjolk HPLC brost- brost- brost- brost- brost- brost-
[mL] mL] | mjolk] = mjolk] | mjolk] | mjolk] = mjolk] | mjolk]
1
(n2) 05 05 1,59 1,29 0,336 ; ; 0,152
2 05 05 0,231 141 0,249 ; ; ;
(n=2)
8 05 05 0,290 141 0,515 ; ; ;
(n=2)
4
(120) 05 05 } ; ] ; ; ;
5
(10) 05 05 } ; ] ; ; ;
6 05 05 0,297 141 0,292 ; ; ;
(n=2)
! 05 2.75 0,302 1,27 0,864 ; ; ;
(n=2)
8 0,5 2.75 0,425 1,25 0,627 ] ] ]
(n=2)
9 05 2.75 1,52 1,15 0,344 ; ; 0,202
(n=1)
10 0,5 2.75 0,586 1.23 0,872 ; ; ;
(n=1)
1
(720) 0,5 11,75 ] ] ] ] ] ]
12
(1=0) 05 9,75 ; ; ; ; ; ;
13 1,25 2.75 0,141 1.30 0,213 ; ; ]
(n=1)
14 1,25 2.75 0,314 1,89 0,352 ; ; ]
(n=1)
15 1,25 2.75 0,133 141 0,331 ; ; ]
(n=1)
16
) 1,25 2.75 ] ] ] ; ; ]
17
0) 05 05 ] ; ] ] ] ]
18 05 05 5,42 1,02 0,792 ; ; 0,810
(n=2)
19 3 135 | 0,0586 1,28 0,179 ] ] ;
(n=1)
20 3 105 0,206 0,810 0,235 ] ] ;
(n=1)
21 3 105 0,120 1,36 0,214 ] ] ;
(n=1)
22 3 11,25 0,138 114 0,0881 ; ; ;
(n=1)
23 0,5 0,5 0,420 1,40 1,30 ] ] ;
(n=1)
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(n=1) 05 05 0,280 1,07 1,15 - ] ]
o O 5 - : A T B
o O 5 - : A T B
o O 5 - : A T B

Tabell P.2. Resultat fran laboration 2 innefattande mineralkoncentrationer. Tabellen visar
identifieringsnumret pa vialen, korresponderande bréstmjolksvolym, volymen l6sning som provet spaddes till
efter indunstningssteget och koncentrationerna av jarn, zink, koppar, kobolt, mangan och nickel. B indikerar att
provet dr en blank, + betyder fel injektionsvolym pa det provet och - innebér inga detektbara nivaer av amnet.

Ursprunglig | Volym Jarn Zink Koppar Kobolt Mangan Nickel
Vial volyr_n innan [ng/mL [wg/mL | [pg/mL [ng/mL [ug/mL [ng/mL
brostmjolk | HPLC brost- brost- brost- brost- brost- brost-

[mL] [mL] mjolk] mjolk] mjolk] mjolk] mjolk] mjolk]
B28+ 0 1 - - - - - -
B29+ 0 1 - - - - - -
30+ 0,25 1 1,39 0,994 9,45 - - -
31 0,25 1 0,151 0,810 5,67 - - -
32 0,25 1 0,126 0,756 3,39 - - -
33 0,5 1 0,504 1,01 0,270 - - -
34 0.5 1 0,328 0,963 0,184 - - -
35 0,5 1 0,618 0,909 0,718 - - -
36 1 1 0,391 0,958 0,503 - - -
37 1 1 0,549 1,22 0,436 - - -
38 2 1 0,234 1,04 0,291 - - -
39 2 1 0,428 1,21 0,227 - - -
B40+ 0 5 - - - - - -
B41+ 0 5 - - - - - -
42+ 0,25 5 - - - - - -
43+ 0,25 5 - - - - - -
44+ 0,25 5 - - - - - -
45+ 0,5 5 - - - - - -
46+ 0,5 5 - - - - - -
47+ 0,5 5 - - - - - -
48+ 1 5 - 0,257 - - - -
49+ 1 5 - - - - - -
50 2 5 - 0,799 0,214 - - -
51 2 5 - 0,571 0,109 - - -

Tabell P.3. Resultat fran laboration 3 innefattande mineralkoncentrationer. Tabellen visar
identifieringsnumret pa vialen, korresponderande bréstmj6lksvolym och koncentrationerna jarn, zink, koppar,
kobolt, mangan och nickel. B indikerar att provet &r en blank, IB att provet &r en indunstningsblank, * att
absorptionstoppen var svaravlést pa grund av problematik med HPLC:n vid den retentionstiden och - innebéar
inga detektbara nivaer av &mnet.

Ursprunglig Jarn Zink Koppar Kobolt Mangan Nickel
Vial volym [ng/mL [ng/mL [ug/mL [ug/mL [ng/mL [ug/mL
brostmjolk brost- brost- brost- brost- brost- brost-
[mL] mjolk] mjolk] mjolk] mjolk] mjolk] mjolk]
B52 0 - - - - - -
B53 0 - - - - - -
B54 0 - - - - - -
55 0,25 0,674 1,07 0,186 - - -
56 0,25 1,16 0,867 0,266 - - -
57 0,25 4,16 0,854 0,476 - - 0,493
58 0,5 0,346 0,902 0,165 - - -
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59 0,5 0,252 0,946 0,213 - - -

60 05 0,373 1,82 0,329 - - -
61 1 0,138 0,502 0,110 - 0,088* -
62 1 0,269 0,956 0,204 - - -
63 1 0,251* 0,921 0,154 - - -
1B64 0 - - - - - -
IB65 0 - - - - - -
IB66 0 - - - - - -

Tabell P.4. Resultat fran laboration 4 innefattande mineralkoncentrationer. Tabellen visar
identifieringsnumret pa vialen, korresponderande bréstmjélksvolym och koncentrationerna av jarn, zink, koppar,
kobolt, mangan och nickel. B indikerar att provet &r en blank, IB att provet dr en indunstningsblank, * att
absorptionstoppen var svaravlast pa grund av problematik med HPLC:n vid den retentionstiden och - innebér
inga detektbara nivaer av amnet.

Ursprunglig Jarn Zink Koppar Kobolt Mangan Nickel

Vial volyr_n [ng/mL [ng/mL [ng/mL [ng/mL [ug/mL [ng/mL

brostmjolk brost- brost- brost- brost- brost- brost-

[mL] mjolk] mjolk] mjolk] mjolk] mjolk] mjolk]
B67 0 - - - - - -
B68 0 - - - - - -
B69 0 - - - - - -
70 0,5 0,434 0,980 0,181 - - -
71 0,5 0,355 0,784 0,171 - - -
72 0,5 0,266 0,824* 0,226 - - -
73 1 0,265 0,958 0,197 - - -
74 1 0,344 1,09 0,218 - - -
75 1 0,360 1,011 0,199 - - -
76 1 0,256 0,974 0,216 - - -
77 1 0,217 0,966 0,371 - - -
78 1 0,361 1,458 0,199 - - -
IB79 0 - - - - - -
IB80 0 - - - - - -
IB81 0 - - - - - -
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Bilaga Q: Blankar for samtliga minerallaborationer

I denna bilaga presenteras de berdknade mineralkoncentrationerna i blankarna fran

minerallaborationerna.

Tabell Q.1. Mineralkoncentrationer i blankar fér samtliga laborationer. Tabellen visar identifieringsnumret
pd vialen, vilken laboration som den varit delaktig i och kontamineringskoncentrationerna av jarn, zink, koppar,
kobolt, mangan och nickel. B indikerar att provet dr en blank, 1B att provet &r en indunstningsblank och -

innebar inga detektbara nivaer av &mnet.

Jarn Zink Koppar Kobolt Mangan Nickel

. /mL /mL /mL /mL /mL /mL

Laboration | Prov [Egdst- [Egdst- [ggdst- [E ?ést- [E?dst- [Egdst-

mjolk] mjolk] mjolk] mjolk] mjolk] mjolk]
1 IB25 - - - - - -
1 IB26 - - - - - -
1 IB27 - - - - - -
2 B28 0,322 - 0,0542 - - -
2 B29 0,120 - 0,0207 - - -
2 B40 - - - - - -
2 B41 - - - - - -
3 B52 0,0590 - 0,0301 - - -
3 B53 0,188 - 0,0156 - - -
3 B54 0,0518 - - - - -
3 IB64 - - - - - -
3 IB65 - - - - - -
3 IB66 - - - - - -
4 B67 0,0561 0,0253 - - - -
4 B68 0,0561 - - - - -
4 B69 0,0884 - 0,0129 - - -
4 IB79 0,0336 - - - - -
4 IB80 0,0423 - - - - -
4 IB81 0,0279 - - - - -
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Bilaga R: Mineralméangder i syror
| denna bilaga presenteras syrornas hdgsta garanterade niva av olika mineraler.

Tabell R.1. Hogsta nivan av mineraler i syror. De tva olika syrornas garanterade hdgsta niva av olika
mineraler métt i “%”, dér 1% motsvarar 10000 ppm, vilket &ven kan skrivas som 10000 pg/mL.

Syra Mineral | Garanterad hogsta niva av mineralet i syran
Saltsyra Jarn 0,00001%
Saltsyra Zink 0,000005%
Saltsyra Koppar 0,000001%
Salpetersyra Jarn 0,00001%
Salpetersyra Zink 0,000002%
Salpetersyra | Koppar 0,000001%
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Bilaga S: Figurer éver mammans intag av vitaminer och mineraler under amning
kopplat till boendemiljo respektive barnets allergi vid 36 manaders alder
I den har bilagan presenteras laddiagram som visualiserar resultat fran den statistiska analysen.
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o
[=)
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Bondgard (n=24) Icke bondgard (n=28)

Figur S.1. LAddiagram éver mammans intag av vitamin A i pg/dag 1 manad efter férlossningen for
bondgardsmammor respektive mammor boende pa landet men inte pa bondgard. n ar antalet barn i
respektive kategori och p ar p-vérdet fran Mann-Whitney-U’s test.
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Bondgard (n=24) Icke bondgard (n=28)

Figur S.2. Laddiagram dver mammans intag av jarn i mg/dag 1 manad efter férlossningen for
bondgardsmammor respektive mammor boende pa landet men inte pa bondgard. n ar antalet barn i
respektive kategori och p &r p-vardet frin Mann-Whitney-U’s test.
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Figur S.3. Laddiagram dver mammans intag av zink i mg/dag 1 manad efter forlossningen for
bondgardsmammor respektive mammor boende pa landet men inte pa bondgard. n ar antalet barn i
respektive kategori och p ar p-vérdet fran Mann-Whitney-U’s test.
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Figur S.4. Laddiagram 6ver mammans intag av vitamin A i pg/dag 4 manader efter forlossningen for
bondgardsmammor respektive mammor boende pa landet men inte pa bondgard. n ar antalet barn i
respektive kategori och p &r p-vardet frin Mann-Whitney-U’s test.

w
o
[=)

_ p=0,352

N

o

[=)
)

20,0 -
15,0 -
10,0 -

0,0

Intag av vitamin D [ug/d]

Bondgard (n=19) Icke bondgard (n=25)

Figur S.5. LAddiagram 6ver mammans intag av vitamin D i pg/dag 4 manader efter forlossningen for
bondgardsmammor respektive mammor boende pa landet men inte pa bondgard. n ar antalet barn i
respektive kategori och p ar p-vardet fran Mann-Whitney-U’s test.
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p=0,389
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0,0

Bondgard (n=19) Icke bondgard (n=25)

Figur S.6. Laddiagram dver mammans intag av jarn i mg/dag 4 manader efter forlossningen for
bondgardsmammor respektive mammor boende pa landet men inte pa bondgard. n ar antalet barn i
respektive kategori och p ar p-vardet frin Mann-Whitney-U’s test.
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Figur S.7. Laddiagram dver mammans intag av zink i mg/dag 4 manader efter forlossningen for
bondgéardsmammor respektive mammor boende pa landet men inte pa bondgard. n ar antalet barn i
respektive kategori och p ar p-vardet frdin Mann-Whitney-U’s test.
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Figur S.8. Laddiagram 6ver mammans intag av vitamin A i pug/dag 1 manad efter forlossningen for friska
respektive allergiska barn. n ar antalet barn i respektive kategori och p ar p-vardet fran Mann-Whitney-U’s
test.
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Figur S.9. LAddiagram dver mammans intag av jarn i mg/dag 1 manad efter forlossningen for friska

respektive allergiska barn. n &r antalet barn i respektive kategori och p ar p-vardet fran Mann-Whitney-U’s
test.
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Figur S.10. Laddiagram dver mammans intag av zink i mg/dag 1 manad efter férlossningen for friska
respektive allergiska barn. n r antalet barn i respektive kategori och p ar p-vardet frin Mann-Whitney-U’s
test.
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Figur S.11. Laddiagram dver mammans intag av vitamin A i ug/dag 4 manader efter forlossningen for
friska respektive allergiska barn. n ar antalet barn i respektive kategori och p ar p-vardet fran Mann-Whitney-
U’s test.
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Figur S.12. Laddiagram éver mammans intag av vitamin D i pg/dag 4 manader efter forlossningen for
friska respektive allergiska barn. n ar antalet barn i respektive kategori och p &r p-vardet fran Mann-Whitney-
U’s test.
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Figur S.13. Laddiagram 6ver mammans intag av jarn i pg/dag 4 manader efter férlossningen for friska
respektive allergiska barn. n &r antalet barn i respektive kategori och p ar p-véardet frin Mann-Whitney-U’s
test.
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Figur S.14. Laddiagram 6ver mammans intag av zink i pg/dag 4 manader efter forlossningen for friska
respektive allergiska barn. n ar antalet barn i respektive kategori och p ar p-vardet fran Mann-Whitney-U’s
test.
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