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Samples of human, cow, goat and sheep milk, infant formulae, as well as

rice and soy milk were analysed. Zinc concentrations were determined by
the FAAS procedure (flame atomic absorption spectrometry). Chemical
species of zinc in the LMM milk fraction were separated using a weak
anion exchange monolithic chromatographic column CIM DEAE, whereas
their concentrations were determined by the FAAS procedure. Zinc
binding ligand was identified by electrospray tandem mass spectrometry
(ESI-MS-MS). The experiment on zinc bioavailability was performed in
vitro, in acidic (pH 3-4) and slightly alkaline (pH 7.2-8) conditions, which
simulated both stomach and small intestine environment. The results
revealed that milk of animal origin contains high total zinc concentrations
(goat milk 2.4-3.3 pug/mL, sheep’s milk 8 pug/mL, cow’s milk 1.3-3.8
ug/mL), while in human milk total zinc concentrations ranged from 0.2 to
3.1 pg/mL. In the examined milk formulae, prepared on the basis of cow
milk, total zinc concentrations ranged between 4.2 and 7.1 pg/mL, while
in soy and rice milk, total zinc concentrations were 1.9 and 1.2 pg/mL. In
the milk of animal origin, the proportion of zinc in the LMM fraction was
about 1 % of the total zinc content, whereas in soy milk 78 % and in rice
milk to 25 % of total zinc content. Human milk contained about 25 % of
zinc in LMM fraction, and the proportion of zinc in the LMM milk
fraction of the infant formulae samples was 0.5-1.3 %. In human milk, Zn-
citrate generally keeps the acidic and slightly basic pH without changing
its chemical form. In cow milk, zinc is partially released from zinc-protein
complexes in acidic media, and is mostly precipitated at alkaline pH. In
consequence, it partially remains in the form of zinc hydroxo complexes.
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KAZALO PREGLEDNIC

Preglednica 1: Energijska vrednost ter sestava Cloveskega meziva in zrelega mleka (Ajlec,
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1 UuUvOD

Materino mleko je za mladice sesalcev prva in hkrati najprimernej$a hrana. Sestava mleka
se med njihovimi razli¢nimi vrstami spreminja. Tako je npr. pri vodnih sesalcih, ki zivijo v
hladni vodi, v mleku veliko mascob, pri netopirjih, ki imajo zelo majhno telesno tezo,
relativno malo vode in pri primatih, pri katerih se morajo mozgani po rojstvu $e razviti,
veliko ogljikovih hidratov (Lucock, 2007).

Clovesko mleko vsebuje vsa potrebna hranila za normalno rast in razvoj dojencka v prvih
mesecih zivljenja. Njegove glavne sestavine so ogljikovi hidrati, maséobe, beljakovine,
vitamini in minerali (Hambreus, 1984; Ballard in Morrow, 2013). Med elementi v sledovih
je v mleku prisoten tudi cink (Zn), ki je nujen za pravilni razvoj in rast ter imunsko
odpornost dojencka (Dorea, 2000; Chasapis, 2012). Cink naj bi se v ¢loveskem mleku
nahajal porazdeljen med njegove visokomolekularne (HMM) in nizkomolekularne (LMM)
kemijske zvrsti. Med slednjimi predvsem v kompleksu s citronsko kislino, kot Zn-citrat, ki
se pri ljudeh absorbira v prebavnem traktu (Martin in sod., 1984, Milaci¢ in sod., 2012).

V primeru, ko zaradi razli¢nih razlogov materinega mleka ni dovolj, otroka hranimo z
nadomestnim mlekom, ki mora biti po sestavi materinemu ¢im bolj podobno. V ta namen
se uporablja mleko drugih vrst sesalcev in industrijsko pripravljeni mle¢ni nadomestki
(Tapiero in Dew, 2003). V njih je cink ve¢inoma vezan na HMM proteine, v zivalskem
mleku predvsem na mle¢ne kazeine. Cink je v taki kemijski zvrsti za ¢lovesko telo slabo
dostopen (Solomons, 1982).

V nasi preiskavi smo poskusali oceniti katero mleko je, glede na njegovo vsebnost in
kemijsko obliko cinka, najbolj primerno za dojencke, kadar mati ne more dojiti. Predvideli
smo, da je cink, ki se v ¢loveskem mleku nahaja v LMM kompleksu Zn-citrat, otroku
biolosko bolj dostopen kot cink, ki se v mleku zivalskega izvora nahaja v HMM oblikah,
vezan na mleéne proteine. Biolosko dostopnost cinka v vzorcih ¢loveskega in kravjega
mleka smo ocenili $e s poskusi, v katerih smo sledili spremembam njegovih kemijskih
oblik v odvisnosti od pH, kot potekajo pri prehodu mleka ¢ez prebavilo dojencka.
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2 PREGLED LITERATURE

2.1 SESTAVA MLEKA

Sestava mleka se med posameznimi vrstami sesalcev razlikuje tako, da zadovolji razlicnim
potrebam njihovih potomcev. Glede glavnih hranil se razlikuje ne samo v razmerju med
proteini, ma$¢obami in sladkorji, temve¢ tudi v njihovi sestavi (Lucock, 2007).

2.1.1 Clovesko mleko

Prva hrana, ki jo zauZije novorojenec, se imenuje kolostrum ali mlezivo. Vsebuje vsa za
rast in razvoj organizma potrebna hranila ter protitelesa in rastne dejavnike. Od poznejsega
zrelega mleka se razlikuje predvsem po vecji vsebnosti somatskih celic, proteinov in
mineralov in vecji raznovrstnosti ter manjsi vsebnosti ogljikovih hidratov in mascob. Zrelo
¢lovesko mleko je v povpreju sestavljeno iz 6,7-7,8 % ogljikovih hidratov, predvsem
laktoze, 0,9-1,2 % proteinov, 3,2-3,6 % mascob in priblizno 0,2 % mineralov. Preostali del
predstavlja voda. (Jenness, 1979; Hambraeus, 1984; Ballard in Morrow, 2013)

Vecino ogljikovih hidratov v ¢loveskem mleku predstavlja laktoza (okoli 7 g/100 mL
mleka). Njen delez je vecji kot v mleku ostalih vrst sesalcev. V manjsih koncentracijah je
prisotnih Se priblizno 30 razli¢nih ogljikovih hidratov, ki so sestavljeni iz 3 do 14
monosaharidnih enot. Njihovo zaporedje se vedno kon¢a z galaktozo in glukozo (Gal-(j3
1,4)-Glc). Mednje sodijo monsaharidi (glukoza in galaktoza), disaharidi (razen laktoze Se
laktuloza), oligosaharidi (tri- do okta-saharidi) in kompleksni ogljikovi hidrati kot so npr.
glikoproteini. Medtem ko se koncentracija laktoze v mleku tekom laktacije povecuje, se
koncentracija ostalih sladkorjev zmanjSuje. Povpre¢na koncentracija laktoze naraste iz
okoli 5,3 g/100 mL v kolostrumu na 7 g/100 mL v zrelem mleku (Jenness, 1979).

Povpre¢na vsebnost proteinov v ¢loveskem mleku je okoli 1 g/100 mL mleka. Od tega je
najve¢ kazeina in o-laktoalbumina. Od ostalih proteinov pa Se laktoferin, sekretorni
imunoglobulini, serumski albumin, lizocim in, v sledovih, nekateri drugi (Ballard in
Morrow, 2013). Clovesko mleko vsebuje tudi proste esencialne aminokisline oz. njihove
prekurzorje in priblizno 30 razliénih encimov kot so aldolaza, amilaza, distaza, B-
glukoronidaza, katalaza, lipaza, lizocim in nekatere proteaze ter transminaze (Hambraeus,
1984).

Za vsebnost mascob, ki jih je v ¢loveskem mleku okoli 3,8 %, je znacilno veliko dnevno
nihanje. Podobno kot celotne koncentracije proteinov in laktoze, se njihove celotne
koncentracije v mleku mater, ki imajo razlicne prehranske navade ali prihajajo iz razli¢nih
geografskih obmocij, med seboj bistveno ne razlikujejo. Razlike pa so vecje glede
vsebnosti posameznih mascobnih kislin. Masc¢obe so v mleku prisotne kot proste masc¢obne
kisline, mono, di in trigliceridi mas¢obnih kislin, steroli in njihovi estri ter fosfolipidi. Med
mascobnimi kislinami je najve¢ oleinske in palmitinske kisline. Vsebnost mascob je v
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kolostrumu in mleku na zacetku dojenja nizja in s ¢asom nara$¢a. V mleku se mas¢obe
nahajajo v obliki mascobnih kapljic, ki so v premeru velike 2-3 um (Hambreus, 1984;
Ballard in Morrow, 2013).

Minerali, ki so v mleku tipi¢no prisotni v koncentracijskem obmo¢ju med 1 in 13 mmol/L,
so natrij, kalij, kalcij, magnezij, fosfor in klor. Pogosto jih imenujemo makro elementi.
Med mikro elementi oz. elementi v sledovih so Se posebej pomembni Zelezo, baker in cink.
Njihove tipi¢ne koncentracije v mleku so v obmoc¢ju med 7 in 30 umol/L. Ajlec (2011) je
po podatkih iz literature povzel energijsko vrednost in tipi¢no sestavo c¢loveskega
kolostruma in zrelega mleka. Vrednosti zanju so prikazane v preglednici 1. Vsebnost
mineralov se tekom dojenja spreminja. V primeru za rast potrebnih mineralov so
koncentracije najvisje v kolostromu in se s ¢asom, v zrelem mleku, pocasi nizajo. Clovesko
mleko lahko vsebuje tudi druge elemente v sledovih, kot so stroncij, rubidij, molibden,
barij, svinec, kadmij, nikelj, kobalt, cerij, cezij, kositer in drugi (Ballard in Morrow, 2013).

Mleko mater, ki so rodile pred¢asno, vsebuje vec spojin z imunsko zas€itnimi lastnostmi
ter ve€ laktoferina kot mleko mater, ki so otroka normalno donosile. Manjsa pa je vsebnost
glavnih hranil in makro ter mikroelementov. Kljub temu je njihovo mleko za
nedonosencke najprimernejSe. Ko mati iz razlicnih vzrokov otroka ne doji, ga hranimo z
nadomestnim mlekom. V ta namen se najpogosteje uporablja kravje mleko oziroma izdelki
iz njega (Triphathi in sod. 1999; Dorea, 2000).
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Preglednica 1:
2011)

Energijska vrednost ter sestava ¢loveskega meziva in zrelega mleka (Ajlec,

Parameter Clovesko mleko
Kolostrum | Zrelo
mleko
energijska vrednost® (kcal/100 mL) | 55 67
mascobe” (g/100 mL) 2,9 4,2
laktoza® (g/100 mL) 5,3 7,0
proteini® (/100 mL)
-celotni 2,0 1,1
-IgA 0,5 0,1
-laktoferin 0,5 0,2
-kazeini 0,5 0,4
makro elementi (ug/mL)/(mmol/L)
natrij® 920/40 110/5
kalij® 555/14 500/13
kalcij® 230/6 300/7
magnezij® 30/1,2 30/1,2
fosfor® 30/0,97 40/1,3
mikro elementi (ug/mL)/(mmol/L)
Zelezo 0,5/0,009 | 0,4/0,007
baker 0,3/0,005 | 0,3/0,005
cink” 8,6/0,13 2,0/0,03
anioni (ug/mL)/(mmol/L)
klorid® 1340/38 370/10
oksalat® 6,1/0,07 8,3/0,09
sulfat® 4,3/0,04 5,0/0,05
citrat’ 460/2,4 515/2,7
vitamini® (ug/100 mL)
vitamin A 150 75
vitamin B, 2 15
vitamin B, 30 40
vitamin C 6 5
pH? (enota) 7,4 6,8
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2.1.2 Kravje mleko

Kravje mleko je tisto, ki ga v zahodnem svetu zauzijemo najve¢. V njem je v povprecju 4,9
% laktoze, 3,5 % proteinov, 3,9 % mascob in 0,9 % mineralov. V sodobni mnozi¢ni
pridelavi kravjega mleka na farmah na sestavo kravjega mleka najpomembneje vplivajo
pasma zivali ter njihova prehrana in rezim hranjenja (Schonfeldt in sod., 2012). Od
proteinov je najve¢ kazeinov, med njimi o-kazeina. Prisotni so Se -laktoglobulin, ao-
laktoalbumin, albumin govejega seruma in imunoglobulini. Vecino mascob kravjega mleka
predstavljajo trigliceridi (95 %), ki so sestavljeni iz razlino dolgih nasi¢enih in
nenasi¢enih mas¢obnih Kislin. Med nenasi¢enimi prevladuje oleinska kislina. Preostale
mascobe so digliceridi (priblizno 2 %), fosfolipidi (priblizno 1 %), holesterol (manj kot 0,5
%) in proste mascobne kisline (manj kot 0,5%). (Haug in sod., 2007). Kravje mleko
vsebuje ve¢ nekaterih esencialnih elementov v sledovih, med njimi tudi cinka, kot
¢lovesko. Kljub temu so ti elementi ljudem manj dostopni, saj so prisotni v kemijskih
oblikah, ki se razlikujejo od tistih v ¢loveskem mleku (Martin in sod., 1984; Blakeborough
in Gurr, 1986). Pri prenehanju dojenja in prehodu na hranjenje otroka s kravjim mlekom bi
zato lahko prislo do premajhnega vnosa esencialnih elementov v sledovih kot so Zelezo,
baker, mangan in cink. V zadnjem ¢asu se pri ljudeh vseh starosti ve¢a pojavnost alergij na
kravje mleko. V prehrani otrok in starej$ih ljudi, vkljuéno z razli¢nimi pripravki, Ki se
uporabljajo kot nadomestilo ¢loveSkemu mleku, ga zato nadomeS¢amo z mlekom drugih
zivali ali rastlin. Najveckrat, med zivalskimi, s kozjim ali ov¢jim mlekom ter med
rastlinskimi, s sojinim mlekom (lancono, G. in sod., 1998; Almaas in sod., 2006). Ker se
proteini v mleku ostalih Zivali po zgradbi rahlo razlikujejo od tistih, ki so prisotni v
kravjem mleku, alergij v glavnem ne povzro¢ajo oziroma so le-te manj izrazite (Bartowska
in sod., 2011).

Kravje mleko je osnova vecini industrijskih nadomestnih pripravkov ¢loveskega mleka.
Tovrstni pripravki imajo dodane sestavine, ki bi naj otrokom razli¢nih starostnih skupin
omogocCile normalni zdrav razvoj. S starostjo otroka se namre¢ spreminjajo njegove
potrebe po energiji in mineralih ter z njimi koli¢ina in sestava zauzitega mleka oziroma
njegovega nadomestila (Tripathi in sod., 1999). V Evropski Skupnosti so dolocila glede
sestave mle¢nih nadomestkov zapisana v direktivi EU 2006/141/EC. Po tej direktivi je
mlecni nadomestek hrana, ki zadosti vse prehranske zahteve otroka v prvih nekaj mesecih
Zivljenja oziroma do takrat, ko lahko pri¢cnemo otroka hraniti z dopolnilno hrano. V
mle¢nih nadomestkih mora biti prisotnih 0,5 do 15 mg cinka na 100 kcal mleka. Lucas in
sodelavci so Ze leta 1994 ugotovili, da so nedonoSencki, ki so jih matere hranile s
standardnim adaptiranim mlekom, v starosti 18 mesecev slabse razviti kot otroci, ki so jih s
svojim mlekom hranile nadomestne matere z lastnimi starejSimi dojencki. Rezultati
njihove raziskave so potrdili, da je za normalni razvoj otroka najprimernejSe Clovesko
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mleko, in da uporaba mle¢nih nadomestkov za otroka pomeni vecjo moznost premajhnega
vnosa nekaterih pomembnih hranil (Lucas in sod., 1994).

2.1.3 Kozje mleko

Povprecna vsebnost laktoze v kozjem mleku je 4,5 %, proteinov 3,4 %, mascob 4,1 % in
mineralov 0,9 %. Razmerje in sestava glavnih sestavin se ¢asovno spreminja. Spreminjajo
se tudi koncentracije glavnih elementov in elementov v sledovih, predvsem bakra in cinka
(Kondylii in sod., 2007).

2.1.4 Ovcje mleko

Sestava ov¢jega mleka je odvisna od okolja, prehrane, trajanja in Stevila laktacij, zdravja
ter pasme ovc (Raynal-Ljutovac in sod., 2008). V mleku se v povpre¢ju nahaja 4,9 %
laktoze, 6,2 % proteinov, 7,9 % mascob in 0,9 % mineralov. Sezonsko nihanje sestave
mleka pri zivalih, ki se pasejo na prostem je v ve¢ji meri odvisno od lokalnega okolja
(Park, 2007).

2.1.5 Sojino mleko

Sojino mleko je rastlinski nadomestek ¢loveskega mleka, ki se ze dolgo uporablja pri
osebah, ki so alergi¢ne na kravje mleko. V¢asih so porocali o pogosti podhranjenosti zaradi
njegove uporabe v prehrani. Vendar se je stanje precej izboljsalo in danes lahko dobimo
kakovostne sojine mle¢ne nadomestke (Miniello in sod., 2003; Bhatia in sod., 2009).

2.2 CINK

Cink (Zn) je kemijski element, ki spada med prehodne elemente. V periodnem sistemu se
nahaja v II (stranski) skupini. Njegovo vrstno §tevilo je 30, relativna atomska masa 65,37
in elektronska konfiguracija [Ar]4s°3d™. V naravi tvori stabilne komplekse v katerih je
skoraj izklju¢no v oksidacijskem stanju +2.

2.2.1 Vloga cinka v Zivih organizmih

Cink je za vse zive organizme esencialen element v sledovih. Njegova vsebnost v
¢loveskem telesu je med elementi v sledovih ena najvecjih. Proteini, ki imajo vezan cink
predstavljajo najvecjo skupino metaloproteinov. Najdemo ga v vseh Sestih skupinah
encimov (oksidoreduktaze, transferaze, hidrolaze, liaze, izomeraze, ligaze). V njih ima
cink kataliti¢no, nekataliticno, regulatorno ali strukturno vlogo. Cinkovi encimi sodelujejo
pri homeostazi, imunski odpornosti, oksidativnem stresu, apoptozi in staranju. (Chasapis in
sod., 2012). Splosne znacilnosti cinka na biokemijskem nivoju so (Frausto da Silva in
Williams, 2001):

- v citoplazmi celic aerobnih zivih organizmov ga je med vsemi elementi v sledovih
najvec,

- Vvkljucen je v reakcije velikega stevila encimov, od katerih jih vecina poteka izven
celic ali znotraj celi¢nih veziklov in ne v celi¢ni citoplazmi (primer so cinkovi
encimi, ki sodelujejo pri prebavi),

- redko ga najdemo vezanega na celicno membrano,
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- njegova strukturna vloga je zelo Siroka (od stabilizacije razli¢nih filamentov,
struktur podobnih keratinu do vloge pri organizaciji kromosomov),

- regulatorni proteini, Ki vsebujejo cink (primer so proteini z motivom cinkovega
prsta, ki se vezejo na promotorske regije deoksiribonukleinske kisline), so bili
odkriti le pri eukariontih.

Koncentracija cinka je pri zdravem ¢loveku stabilna. Njegova homeostaza je regulirana
tako, da se ob pove¢anem vnosu cink iz telesa izloca z blatom in urinom, pri pomanjkanju
pa ga telo ¢rpa iz jeter in miSic. Vecino cinka vnesemo V telo s hrano. Hrana Zivalskega
izvora velja za bogatejsi vir cinka od hrane rastlinskega izvora. Do pomanjkanje cinka
pride pri zdravih ljudeh zelo redko. Klini¢éne znake hudega pomanjkanja cinka imajo
predvsem bolniki z gensko presnovno motnjo acrodermatitis enteropatica, ki zmanjsa
njegovo absorpcijo iz hrane v telo, osebe, ki uzivajo hrano z zelo majhno vsebnostjo cinka
in alkoholiki. V¢asih se, kot nezeleni stranski u¢inki, pojavijo tudi pri ljudeh, ki se zdravijo
z dolo¢enimi antibiotiki. Glavni klini¢ni znaki pomanjkanja cinka so oslabljen imunski
sistem, Stevilne tezave s kozo in lasmi, kognitivne in motori¢ne motnje, prizadetost vida in
sluha, izguba apetita, ponavljajoca diareja ter Stevilni drugi (Prasad, 2013). Pri otrocih in
mladostnikih pa Se zaostanek v rasti in razvoju. Razli¢ni organi v telesu so na pomanjkanje
cinka razli¢no obcutljivi. Le—to se najprej pokaze v krvni plazmi, ki s hranili oskrbuje vsa
tkiva in organe v telesu. Povpre¢na koncentracija cinka v plazmi je 15 umol/L, od tega je
84 % cinka vezanega na albumin, 15 % na o2-makroglubulin in 1 % na LMM ligande.
Poleg krvne plazme so za pomanjkanje cinka obcutljiva jetra, kosti in testisi, najmanj pa
koza, lasje ter sr¢na in skeletne miSice (Tapiero in Tew, 2003).

2.3 CINKV MLEKU

Vsebnost cinka v mleku se med razlicnimi vrstami sesalcev in materami znotraj posamezne
vrste razlikuje. Razli¢na je tudi porazdelitev cinka med njegove posamezne kemijske
zvrsti, oziroma kemijska speciacija cinka v mleku. Pri rastlinojedih zivalih, kot so krave,
koze in ovce, je cink vec¢inoma kemijsko vezan na mle¢ne kazeine (Cousins in Smith,
1980; Blakeborough in Gurr, 1986). Mo¢na vezava cinka na kazeine povzro¢i njihovo
zvitje iz linearne v globularno obliko in s tem njihovo stabilizacijo (Srinivas in Prakash,
2011). V cloveskem mleku, ki vsebuje precej manj mle¢nih kazeinov, se med HMM
ligandi cink veze predvsem na protein laktoferin, relativno veliki delez pa se ga nahaja v
LMM frakciji (Dorea, 2000). Raziskovalci so predvideli, da naj bi bil v njej cink vezan
bodisi na citronsko ali pikolinsko kislino bodisi na mesanico ve¢ LMM ligandov, ki so
prisotni v mleku (Solomons, 1982; Martin in sod., 1984; Blakeborough, 1986). Milaci¢ in
sod. so leta 2012 objavili rezultate dela v katerem so pokazali, da se cink v LMM frakciji
cloveskega mleka nahaja predvsem vezan v kompleksu s citronsko kislino, kot Zn-citrat.

V prvih sedmih dneh po porodu se koncentracija cinka v ¢loveskem materinem mleku
zmanjSa na polovico, po mesecu in pol na Cetrtino in do Sestega meseca pade na petino
vrednosti petnajstega dne dojenja. Kljub temu, da se koli¢ina mleka, ki ga zauzije otrok s
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Casom veca, se vnos cinka zaradi njegove nizje vsebnosti v mleku zmanjsa. Tako se v
prvih desetih dneh dojenja koli¢ina zauzitega cinka zmanj$a za dobro tretjino. Za normalno
rast in razvoj organizma se zato ¢rpajo tudi njegove telesne zaloge. Predvsem pri
nedonoSenckih, ki imajo manjSe zaloge cinka je veéje tveganje, da pride do njegovega
pomanjkanja (Dorea, 2000). Znaki pomanjkanja cinka pri dojencku so pocasnejSa rast in
manjse pridobivanje teze, oslabljena odpornost, tezave s kozo, slabokrvnost, napacen
razvoj kosti, diareja, itd. (Perales in sod., 2006). Opisani znaki se pri dojenckih lahko
pojavijo tudi v primeru dednega avtosomalnega recesivnega obolenja acrodermatitis
enteropatica, kjer je okvarjen gen ZIP4, ki kodira cinkov transportni protein (Dufner-
Beattie in sod., 2004).

2.4  BIOLOSKA DOSTOPNOST IN PREHOD CINKA SKOZI PREBAVNI TRAKT

Za oceno ustreznosti dnevne koli¢ine cinka, ki jo dobi otrok z materinim ali nadomestnim
mlekom, moramo poznati njegovo celotno koncentracijo in biolosko dostopnost. Slednja
predstavlja tisti deleZ zauzitega cinka, ki se v prebavilih absorbira in Vv telesu uporabi za
normalni potek razli¢nih fizioloskih procesov. Po zauzitju se cink tekom prebave sprosti iz
hrane in absorbira v ve¢ji meri v zaCetnem delu tankega ¢revesa. Manjsi delez absorpcije
poteka po celotnem crevesju (Krebs, 2013). Raziskovalci predvidevajo, da je mesto
absorpcije odvisno od kemijske oblike v kateri se nahaja cink. Njegove vodotopne oblike
naj bi se absorbirale v zacetnih delih tankega crevesa, netopni kompleksi pa deloma
pozneje v Crevesju oziroma se jih vedji del izlo¢i iz telesa (Perales in sod., 2006).
Kemijska oblika v kateri se ob prisotnosti $tevilnih ligandov nahaja cink je, med drugim,
odvisna od pH v prebavnem traktu. Pri odraslih je pH vrednost Zelod¢énega soka med 1 in
2, medtem ko je pri otrocih nekoliko vi§ji. Ob vstopu hrane v Zelodec se pH Zzelodéne
vsebine zvisa na vrednost med 4 in 5, odvisno od sestave hrane. Zauzita hrana se pri
odraslih zadrzi v zelodcu povpreéno okoli dve in pri otrocih eno uro. Vrednost pH se pri
ljudeh postopno zvisa iz mocno kislega v zelodcu do pH 6 v dvanajsterniku in rahlo
bazi¢nega pH 7,4 v koncnem delu tankega Crevesa. V zaCetnem delu debelega ¢revesa pH
vrednost pade na 5,7 in se do njegovega kon¢nega predela ponovno dvigne do pH 6,7
(Fallingborg, 1999). V mleku zivalskega izvora, ki ga za svojo prehrano uporabljamo
ljudje, je vegji del cinka vezan na fosfopeptide kazeinov. Cink v tej kemijski zvrsti ostane
tudi po njeni razgradnji v prebavilih slabo biolosko dostopen. V primeru kravjega mleka je
delez cinka, ki je vezan s kazeinskimi miceli ve¢ji od 90 %. (Martin in sod., 1984; Perales
in sod., 2006). Bioloska dostopnost cinka v ¢loveSkem mleku je vecja od tiste v Zivalskem,
ker se ga bistveno ve¢ji del nahaja v LMM kemijskih zvrsteh. Materino mleko je zato za
otroka najbolj$i prehranski vir cinka (Milaci€ in sod., 2012).
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2.5 KEMIJSKE METODE DOLOCITVE CINKA V VZORCIH MLEKA

Za dolocitev celotnih koncentracij cinka v vzorcih mleka razlicnega izvora se uporabljajo
analizni postopki, ki so ve¢inoma sestavljeni iz predpriprave vzorcev in kvantitativne
dolocitve cinka z uporabo razli¢nih instrumentalnih analiznih tehnik (Kellner in sod.,
2004). V strokovni literaturi je opisanih nekaj analiznih metod dolocitve vsebnosti cinka v
mleku, pri katerih so raziskovalci uporabili elektrokemijske (Suturovi¢ in sod., 2014) ali
jedrske analizne metode (Solis in sod., 2009), vecinoma pa so v ta namen uporabili
atomsko absorpcijo ali atomsko emisijsko spektrometrijo in elementno masno
spektrometrijo (Luo in sod., 2010). Za slednje se vzorce mleka najveckrat razkroji v
analizni mikrovalovni peéici, redkeje pa se celotne koncentracije cinka dolo¢i v vzorcih, Ki
se razkrojijo po ustrezno preverjenem alternativnem postopku ali direktno v ustrezno
zredéenih vzorcih (McKinstry in sod., 1999). V zadnjih tridesetih letih je instrumentalni
razvoj omogocil, da v mleku doloc¢amo tudi porazdelitev cinka med njegove posamezne
kemijske zvrsti oziroma njegovo kemijsko speciacijo. Zacetne raziskave porazdelitve cinka
v katerih so razlini raziskovalci, za lo¢itev HMM od LMM cinkovih zvrsti, uporabili
velikostno izkljucitveno kromatografijo (SEC), so pokazale, da se cink v kravjem mleku
nahaja pretezno v HMM, medtem ko se v ¢loveskem mleku veéji delez cinka nahaja v
LMM frakciji. Sledilo je eksperimentalno delo, s katerim so raziskovalci poskusili dolo¢iti
posamezne ligande, ki vezejo cink v mleku razlinega izvora in nekaterih njegovih
industrijsko pripravljenih nadomestkih (Giinter in Kastenholz, 2005). Mleko ima danes
pomembno mesto v sodobni prehrani otrok in odraslih. Mnoge raziskave so pokazale, da je
bioloska dostopnost cinka za dojencke v ¢loveskem mleku dosti vecja kot v kravjem.
Raziskovalci so na podlagi eksperimentalnih rezultatov sklepali, da je to povezano z veliko
vsebnostjo LMM zvrsti cinka v ¢loveskem mleku. Med njimi naj bi prevladoval Zn-citrat.
Podatki o vsebnosti Zn-citrata v mleku razlicnega izvora so zelo razli¢ni. Uporabljene
analizne metode za njegovo dolocitev so bile v glavnem kvalitativne. Mila¢i¢ in sod. so
2012 razvili analizno metodo za kvantitativno doloditev Zn-citrata v ¢love$kem mleku, Ki
smo jo uporabili v predstavljenem diplomskem delu.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL
Za pripravo reagentov in razli¢nih standardnih raztopin cinka smo uporabili deionizirano

Milli-Q vodo. Laboratorijsko steklovino in pribor iz plastiénega materiala smo pred
uporabo distili z enodnevnim namakanjem v 10 % (v/v) duSikovi kislini, ki mu je sledilo
temeljito spiranje z deionizirano vodo. Na ta nacin smo odstranili sledove cinka, ki bi
lahko vplivali na rezultate analiz. Vse uporabljene kisline so bile spektralno ¢iste (s.p.) in
uporabljeni reagenti analizne stopnje Cistosti (p.a.). To¢nost dolocitve celotnih koncentracij
cinka v vzorcih mleka s FAAS smo preverili z analizo referen¢nega materiala mleka v
prahu (Reference material 8435 NIST, Whole Milk Powder).

3.11

3.1.2

Laboratorijska steklovina in ostali pripomocki:

steklene ¢ase (50 mL)

umerjene plasti¢ne epruvete s pokrovom (10, 20 in 30 mL)

plasti¢ne centrifugirke s pokrovom (20 mL)

plasti¢éne mikroultracentrifugirke z izlo¢itveno molekulsko maso 3000 Da Ultra-4
Centrifugal Filter Devices, Ultracel 3 K, MWCO 3000 Da (Amicon, Beverly, MA,
ZDA)

mikro epruvete (1,5 mL)

stojala

steklenice iz Duran stekla s pokrovom (25 mL) za shranjevanje mleka v
zamrzovalniku

injekcijske brizge (20 mL)

steklene erlenmajerice (50 mL) za pripravo Zn-citrata in natrijevega hidrogen
karbonata

steklenice iz Duran stekla (1L) za reagente HPLC

liji

filtrirni papir

avtomatske pipete

Reagenti

Razen ce je oznaceno drugace, so bili vsi reagenti, ki smo jih uporabili pri laboratorijskem
delu proizvedeni v podjetju Merck (Darmstadt, Nemcija).

deionizirana voda (Direct-Q 5 Ultrapure water system, Milipore Watertown, MA,
ZDA)

referenéni material mleka v prahu (Reference material 8435 NIST, Whole Milk
Powder, Gaithersburg, MD, ZDA)

amonijev nitrat (NHsNO3)
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3.1.3

vodna raztopina cinkovega nitrata pripravljena iz soli Zn(NOs), x 4 H,O ali
raztopine Zn** v 5 % HNO;

citronska Kislina (CgHgO7 x H,0)

HEPES (pH 5)

NaCl

NH;OH

Vzorci mleka

Poskuse smo opravljali na vzorcih kravjega, kozjega, ov¢jega, Cloveskega in industrijskih
pripravkih nadomestnega adaptiranega mleka v prahu. Vzorce kravjega mleka, ki so bili
predhodno neobdelani, smo kupili neposredno na kmetiji oziroma v trgovini z zivili, Kjer
smo kupili tudi na visoki temperaturi kratkotrajno toplotno obdelano (UHT sterilizirano) in
homogenizirano mleko. Kozje in ov¢je mleko, ki predhodno ni bilo obdelano, smo kupili
pri lokalnih pridelovalcih in toplotno obdelanega v trgovini. Clovesko mleko so
prostovoljno darovale tri anonimne darovalke.

kravje mleko:
e neobdelano kravje mleko (Mlekarna Planika, Kobarid in kmetija Megli¢,
Mosnje, Radovljica, Slovenija),
e UHT sterilizirano in homogenizirano kravje mleko (Alpsko mieko,
Ljubljanske mlekarne, Ljubljana, Slovenija)
kozje mleko:
e domacde kozje mleko (kmetija Cepon, Sti¢na, Slovenija),
e UHT sterilizirano in homogenizirano kozje mleko (Vindija, Varazdin)
ov¢je mleko: domace ov¢je mleko (kmetija Sitar, Spodnji Otok, Radovljica)
materino ¢lovesko mleko treh razli¢nih anonimnih darovalk
nadomestni pripravki mleka Novalac (Novalac, Francija) ter Premantil in Aptamil
(Milupa, Nemcija)
e Novalac 1 — zacetno mleko za dojencke, nadomestno mleko primerno za
dojencke v obdobju prvih 6 mesecev
e Novalac 2 — nadaljevalno mleko za dojencke starosti od 6 do 12 mesecev
e Novalac 3 — nadaljevalno mleko za dojencke starosti od 12 mesecev do 3 let
e Novalac AC — posebej prilagojeno mleko za dojencke s kolikami starosti do
enega leta
e Premantil - nadomestno mleko za nedonosencke
e Aptamil 1 (Milupa) — zacetno mleko za dojencke, nadomestno mleko
primerno za dojencke v obdobju prvih 6 mesecev
e Aptamil 2 — nadaljevalno mleko za dojencke starosti od 6 do 12 mesecev
e Aptamil 3 — nadaljevalno mleko za dojencke starosti od 12 mesecev do 3 let
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3.1.4 Naprave in strojna oprema

3.1.4.1 Plamenska atomska absorpcijska spektrometrija

Koncentracije cinka v vzorcih mleka in zbranih frakcijah po kromatografski loc¢bi smo
doloc¢ili s plamensko atomsko absorpcijsko spektrometrijo (FAAS). FAAS je
instrumentalna analizna metoda, ki temelji na sposobnosti atomov, da absorbirajo fotone,
za atome posameznega kemijskega elementa znacilnih valovnih dolzin. Vir svetlobe je
zarnica z votlo katodo. Atome, ki svetlobo absorbirajo, tvorimo z razprSevanjem tekocega
vzorca v plamenu. Temperatura plamena zrak — acetilen, ki ga uporabimo za atomizacijo v
primeru dologitve cinka, je priblizno 2100 °C. Delez svetlobe znadilne valovne dolZine, Ki
jo absorbirajo prosti atomi, zazna detektor, fotopomnozevalka. Cink dolo¢imo pri 213,86
nm. Mnozina absorbirane svetlobe je sorazmerna koncentraciji atomov v plamenu. Odnos
med njima opisuje Beer-Lambertov zakon po katerem velja: A= -log(l/1,)= €bc

A — absorbanca

I, — intenziteta vpadne svetlobe

| — intenziteta svetlobe po prehodu skozi atomizacijski medij (plamen)
€ - atomski absorpcijski koeficient

b — dolzina poti skozi atomizacijski medij

¢ — koncentracija

Znacilnost FAAS tehnike je tudi, da je absorpcijski signal, ki ga zazna fotopomnozevalka v
UV delu svetlobnega spektra, sestavljen iz specificnega signala prostih atomov in
nespecifiénega, ki ga povzroCijo nedisociirane molekule ter sipanje svetlobe na
neizparjenih trdnih delcih v plamenu. Interferenco nespecifi¢éne absorpcije, zaradi katere
dolo¢imo previsoke koncentracije elementa, ki ga merimo, odpravimo z merjenjem
molekularne absorpcije z uporabo devterijeve Zarnice. V sploSnem je koncentracijsko
obmocje v katerem dolo¢amo koncentracije elementov s FAAS od 0,1 do 50 pg/mL in
natan¢nost tehnike, ki je izrazena kot relativni standardni odklon (RSD) pod 5 %.

3.1.4.2 Visoko zmogljivostna tekocinska kromatografija

Posamezne spojine v vzorcu loCujemo s pomocjo Visoko zmogljivostne tekocinske
kromatografije (HPLC) po principu njihovih razlicnih ¢asov zadrzevanja na trdni ali
nemobilni tekoci stacionarni fazi. Locbo HMM kemijskih zvrsti cinka od njegovih LMM
zvrsti smo v vzorcih mleka izvedli z uporabo mikroultrafiltracije. Negativno nabite LMM-
Zn smo v ultrafiltratu (LMM frakciji vzorcev mleka) nato locili e z uporabo anionsko-
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izmenjalne kromatografije, kjer do loCbe pride zaradi poCasnejSega prehoda kemijskih
zvrsti z negativnim nabojem ¢ez kromatografsko kolono od tistih, ki so nevtralne oz. imajo
v pogojih kromatografske locbe pozitivni naboj. Temelj locbe je ionska izmenjava med
ionskimi skupinami stacionarne faze kolone in proti-ioni vzorca.

3.1.4.3 Instrumenti, ki smo jih uporabili:

- plamenski atomski absorpcijski spektrometer (FAAS) Varian SpectrAA 110
(Mulgrave, Victoria, Avstralija) s korekcijo ozadja z devterijevo Zarnico

- visoko zmogljivostni teko¢inski kromatografski sistem (HPLC, Agilent serija 1100,
Tokijo, Japonska),

- Rheodyne injektor model 7725i, volumen zanke 0,5 mL (Cotati, CA, ZDA)

- CIM DEAE-1 monolitna kromatografska kolona s stacionarno fazo s konvektivnim
prenosom snovi ($ibka anionsko izmenjalna kromatografska kolona, poliglicidil
metakrilatno polnilo zamrezeno z etilen glikol dimetakrilatom na katerega je vezan
dietilaminoetil, pH stabilnost v obmoc¢ju 2 do 14, volumen kolone 1 mL) (Bia
Separations d.0.0., Ajdovscina, Slovenija)

- tehtnica Mettler AE 163 (Ziirich, Svica)

- WTW pH 330 pH meter (Weilheim, Nemcija)

- centrifuga Hettich Centrifuges Universal 320 (Beverly, MA, ZDA)
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3.2 METODE
3.2.1 Priprava vzorcev

3.2.1.1 Priprava vzorcev ¢loveskega in zivalskega mleka

Neobdelano ¢lovesko in zivalsko mleko smo do analize hranili v 25 mL steklenicah iz
Duran stekla pri -20 °C. Pred analizo smo vzorce odtalili na sobno temperaturo. Pri tem se
je na vrhu vzorcev nabrala vecina mleéne maséobe. Spodnjo, vodno fazo vzorca, smo s
pomocjo brizge prenesli iz steklenice v centrifugirke in preostalo dispergirano mle¢no
mascobo odstranili z 10 min centrifugiranjem pri 3000 rpm. Mas¢obo, Ki ne vsebuje
merljivih koli¢in cinka, smo odstranili, da bi se izognili masenju razprsilnika in
nespektralnim interferencam merjenja pri dolocitvi koncentracij cinka v vzorcih s FAAS
ter hkrati omogocili lo¢evanje kemijskih zvrsti cinka z monolitno kromatografijo s
stacionarno fazo s konvektivnim prenosom snovi (CIM) (Milac¢i¢ in sod., 2012). Pred
dolo¢itvijo celotnih koncentracij cinka s FAAS smo vzorce brez mas¢obe red¢ili z vodo v
razmerju 1:5.

V vzorcih zivalskega mleka iz trgovine, v katerih je bila mle¢na mascoba predhodno
homogenizirana, smo mle¢no mascobo odstranili s centrifugiranjem brez predhodnega
zamrzovanja mleka.

3.2.1.2 Priprava vzorcev nadomestnega mleka

Vzorce nadomestnega mleka smo pripravili iz mleka v prahu po postopku, ki je naveden na
embalazi. V umerjeno epruveto smo natehtali 5,00 g mleka v prahu in do 30 mL dopolnili
z deionizirano vodo ogreto na 50 °C. Ko se je mleko v prahu raztopilo, smo pripravek pred
analizo ohladili na sobno temperaturo. Preskusili smo osem najpogosteje uporabljenih
nadomestkov materinega mleka za dojencke razli¢nih starosti. Izbiro so nam svetovali v
Ljubljanskih lekarnah, izpostava Vi¢. Kemijska oblika, v kateri se nahaja cink v
nadomestnem mleku, (cinkov sulfat) je bila podana na ovojnini izdelka.

Pred odstranitvijo mle¢ne mas¢obe smo izmerili pH vrednost vzorcev.
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3.2.1.3 Priprava LMM frakcije vzorcev mleka

Za dolocitev porazdelitve cinka v vzorcih razlicnega mleka med njegove LMM in HMM
kemijske zvrsti smo 4 mL vzorca z odstranjeno mascobo mikroultrafiltrirali (3000
MWCO) 20 min pri 8100 rpm. Vsebnost cinka v ultrafiltratu smo dolo¢ili s FAAS in Zn-
citrata s CIM DEAE-FAAS postopkom.

3.2.1.4 Priprava standardnih raztopin cinka

Za pripravo delovnih standardnih raztopin cinka, ki smo jih uporabili za umeritveno
krivuljo pri dolocitvah koncentracij cinka s FAAS, smo osnovno raztopino (1000 mg
Zn/mL v 5 % HNO3) ustrezno red¢ili z vodo. Pripravili smo pet razlicnih delovnih
standardnih raztopin cinka v koncentracijskem obmoc¢ju od 0,1 do 2 pg Zn/mL.

3.2.1.5 Priprava sinteti¢nih raztopin Zn-citrata

Osnovno raztopino Zn-citrata (50 ug Zn/mL) smo pripravili tako, da smo zmesali ustrezno
mnozino raztopin citronske kisline (C¢HgO7xH,0) in cinka (1000 mg Zn*/mL v 5 %
HNO; ali vodna raztopina cinkovega nitrata) tako, da je bilo molarno razmerje med
cinkom in citronsko kislino 1 : 100. Za popolno tvorbo Zn-citrata smo raztopino pred
uporabo pustili stati pri sobni temperaturi najmanj 24 ur. Raztopina Zn-citrata ima pH 2 in
je pri 4 °C obstojna vsaj 30 dni. Pred analizo smo iz osnovne raztopine v pufru HEPES
(zeljeno pH vrednost v pufru smo naravnali z ustreznim dodatkom 0,1 mol/L NH,OH)
pripravili delovne standardne raztopine s pH med 3 in 8 tako, da smo priblizno 19 mL
pufine raztopine z dolo¢eno pH vrednostjo odpipetirali v plasticno umerjeno epruveto z
volumnom 20 mL, dodali 0,4 mL Zn-citrata (50 pug Zn/mL) ter epruveto dopolnili do
oznake s pufrno raztopino. Tako pripravljene delovne raztopine Zn—citrata (1 png Zn/mL)
smo pustili pri sobni temperaturi 24 ur, da se je pri izbranih pH vrednostih vzpostavilo
novo ravnotezje med zvrstmi Zn-citrata. V hladilniku pri 4 °C so delovni standardi obstojni
vsaj teden dni.
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3.2.1.6 Postopek, ki smo ga uporabili pri dolo¢anju celotnih koncentracij cinka v vzorcih
mleka in frakcijah po kromatografski locbi s FAAS

Celotne koncentracije cinka v mleku in po kromatografski lo¢bi smo dolo¢ili s FAAS pri
optimalnih pogojih merjenja v plamenu zrak-acetilen. Absorbanco cinka smo merili na
valovni dolzili 213,9 nm. Nespecificno absorpcijo smo korigirali z devterijevo Zarnico.

3.2.1.7 Postopek, ki smo ga uporabili pri dolo¢anju Zn-citrata v LMM frakciji mleka

Zn-citrat v LMM frakciji mleka (mikroultrafiltrat, 3000 MWCO) smo dolocili po
postopku, ki so ga razvili Milacic¢ in sod. (2012) s CIM DEAE-FAAS. Na kromatografsko
kolono smo injicirali 0,5 mL vzorca. Loc¢ba je potekala 10 min pri pretoku 1 mL/min,
regeneracija kolone 1 min pri pretoku 10 mL/min ter spiranje kolone 14 min pri pretoku 10
mL min™ in eno min pri pretoku 1 mL/min.

Program kromatografske lo¢be prikazuje preglednica 2.

Preglednica 2: Program kromatografske locbe s CIM DEAE (Milaci¢ in sod., 2012)

Cas | Pretok A |[B |C
(min) | (mL/min) | (%) | (%) | (%)
00 |10 100(0 |0
10,0 | 1,0 70 [30 |0
10,1 | 10,0 0 100 | O
11,0 | 10,0 0 100 | O
11,1 | 10,0 0 |0 100
13,0 | 10,0 0 |0 [100
13,1 | 10,0 100(0 |0
24,0 |10,0 100(0 |0
241 | 1,0 100(0 |0
250 | 1,0 100(0 |0
A: voda

B: 4M HN,NO;

C: (0,2 mol/L HEPES, pH 5)

Po desetih zaporednih kromatografskih lodbah smo kolono ogistili z 1 mol L™ NaOH in 2
mol NaCl po postopku, ki so ga uporabili Mila¢i¢ in sod. (2012). Kolono smo izmeni¢no
spirali z vodo ali 0,2 mol/L HEPES (pH 5). Postopek ¢is¢enja kolone prikazuje tabela 2.
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Preglednica 3: Postopek ¢is¢enja CIM DEAE kolone (Milaci¢ in sod., 2012)

Reagent Volumen (mL) Pretok

1 mol/L NaOH 20 mL 1 mL/min
H,O 50 mL 10 mL/min
0,2 mol/L HEPES (pH5) 50 mL 10 mL/min
2 mol/L NaCl 20 mL 10 mL/min
H,0 10 mL 10 mL/min
0,2 mol/L HEPES (pH5) 50 mL 10 mL/min
H,O 50 mL 10 mL/min

3.2.1.8 Postopek, ki smo ga uporabili za oceno bioloske dostopnosti in absorpcije cinka iz
¢loveskega in kravjega mleka v prebavilih

Za oceno bioloske dostopnosti in absorpcije cinka iz ¢loveskega in kravjega mleka smo
uporabili in vitro poskus po poenostavljenem postopku, ki so ga uporabili Ruby in sod.
(1996) pri preucevanju bioloske dostopnosti svinca in arzena iz trdnih matric. Simulirali
smo reprezentativne pogoje v clovekovih prebavilih pri prehodu zauzite hrane skozi
zelodec in tanko ¢revo, pri ¢emer smo upostevali povprecne vrednosti pH v Zelodcu in
tankem crevesu ter zadrzevalni ¢as hrane v prebavilih dojencka. Poskus smo opravili v
¢loveskem in kravjem mleku, Ki sta si podobna po celotni koncentraciji cinka, bistveno pa
se razlikujeta v vsebnosti LMM frakcije cinka in mle¢nih proteinov.

In vitro poskus je potekal po slede¢em postopku: K 20 mL mleka brez mas¢obe smo dodali
5 mL 0,1 mol/L HCI in tako znizali pH na vrednost 3. Vsebino smo pustili stati eno uro. S
tem smo simulirali pogoje v Zelodcu dojencka po zauzitju mleka. Po eni uri smo nakisan
vzorec mleka (sirotko) pretresli in razdelili na dva enaka alikvota po 10 mL. En alikvot
vzorca smo prefiltrirali skozi 0,45 pm filter. 4 mL filtrata smo mikroultrafiltrirali (3000
MWCO) 10 min pri 8100 rpm (6981 g), da smo locili cink vezan na proteine od cinka v
obliki LMM zvrsti. V ultrafiltratu smo dolo¢ili celotno koncentracijo cinka s FAAS in Zn-
citrata s CIM DEAE-FAAS postopkom.

V preostali alikvot (10 mL) nakisanega mleka (sirotke) smo dodali 0,6 mL 4 mol/L
NaHCOj3 in pH dvignili na vrednost 7,2 — 8,0. VVzorec smo pustili stati eno uro. S tem smo
posnemali pogoje zadrZzevanja in absorpcije hrane dojencka v tankem ¢revesu. Po eni uri
smo vzorec prefiltrirali skozi 0,45 um filter. 4 mL filtrata smo mikroultrafiltrirali (3000
MWCO) 10 min pri 8100 rpm (6981 g). V ultrafiltratu smo dolocili celotno koncentracijo
cinka s FAAS in Zn-citrata s CIM DEAE-FAAS postopkom.

Vse analize smo izvedli v najmanj dveh paralelnih dolocitvah.
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4 REZULTATI

4.1 DOLOCANJE CELOTNIH KONCENTRACI CINKA V VZORCIH
CLOVESKEGA MLEKA, NADOMESTNEGA MLEKA TER MLEKA
ZIVALSKEGA IN RASTLINSKEGA IZVORA

Cink je za vse zive organizme esencialen element v sledovih (Chasapis in sod., 2012).

Novorojencek ga dobi v zadostnih koli¢inah z materinim mlekom, ki je obicajno prva

otrokova hrana. Kadar mati otroka ne more dojiti, ga hrani z nadomestnim mlekom ali

mlekom zivalskega izvora. V na$i $tudiji smo zeleli ugotoviti, kakSne so celotne
koncentracije cinka v materinem mleku, nadomestnem mleku ter mleku zivalskega in
rastlinskega izvora, ki ga nudijo proizvajalci ali zasebniki na slovenskem trzis¢u. Podroben

opis vzorcev je podan v poglavju 3.1.3. Vzorce smo pripravili tako kot je opisano v

poglavju 3.2.1.1 in 3.2.1.2 ter celotne koncentracije cinka dolocili s FAAS.

Rezultati so prikazani na sliki 1.
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Slika 1: Celotne koncentracije cinka v razliénih vzorcih mleka dologene s FAAS

Iz slike 1 je razvidno, da smo najvisje celotne koncentracije cinka dolocili v nekaterih
vrstah nadomestnega mleka: Novalac 2 (9,5 + 0,3 ug/mL), Premantil (8,6 + 0,2 ug/mL) in
Novalac 1 (8,5 + 0,2 pg/mL). Koncentracije cinka v ostalih analiziranih vzorcih
nadomestnega mleka so nekoliko nizje (med 5,4 in 7,2 pg/mL). Med vzorci mleka
zivalskega izvora je najvec¢ cinka v ov¢jem mleku (8,1 + 0,2 ug/mL). Koncentracije cinka
v kravjem mleku razli¢nih proizvajalcev se gibljejo med 3,6 in 3,8 pg/mL, medtem ko smo
v domacem kravjem mleku dolo¢ili bistveno niZjo koncentracijo cinka 1,3 + 0,1 pg/mL.
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Tudi koncentracije cinka v kozjem mleku proizvajalca Vindija (3,3 = 0,1 ug/mL) so visje
kot v domacem kozjem mleku (2,4 = 0,1 ug/mL). Relativho nizke celotne koncentracije
cinka smo dolocili tudi v mleku rastlinskega izvora. V sojinem mleku je bila koncentracija
cinka 1,9 £ 0,1 pg/mL, v rizevem mleku pa 1,2 £ 0,1 pg/mL. Dolo¢ena koncentracija
cinka v vzorcu cloveskega mleka 3,1 +0,1 pg/mL je podobna koncentraciji cinka v
kravjem mleku.

Tocnost analiznega postopka smo preverili z analizo cinka v standardnem referenc¢nem
materialu mleka v prahu (8435 NIST). Koncentracija cinka, ki smo jo dolocili, (27,2 £ 0,5
ng/g) se je dobro ujemala s certificirano vrednostjo (28,0 £ 3,1 pg/g).
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4.2 DOLOCANJE KONCENTRACIJ CINKA V LMM FRAKCIJI V VZORCIH
CLOVESKEGA MLEKA, NADOMESTNEGA MLEKA TER MLEKA
ZIVALSKEGA IN RASTLINSKEGA IZVORA

Bioloska dostopnost cinka iz mleka je odvisna od kemijske oblike, v kateri se cink nahaja.

Stevilne raziskave so pokazale, da je bioloska dostopnost cinka v materinem mleku za

dojencka mnogo vedja kot v kraviem mleku. Ceprav so si podatki v literaturi o vsebnosti

cinka v LMM frakciji v c¢loveskem mleku nasprotujoCi, raziskave kazejo, da je
koncentracija cinka v LMM frakciji v ¢loveskem mleku in s tem njegova bioloska
dostopnost mnogo visja kot pri kravjemu mleku (Martin in sod., 1984; Hurley in sod.,

1977; Britter in sod., 1997; Lonnerdal in sod., 2003, Miladi¢ in sod., 2012).

Da bi ugotovili delez cinka, ki je biolosko dostopen, smo analizirali koncentracije cinka v
LMM frakciji v razli¢nih vrstah mleka. Vzorce mleka smo pripravili tako, kot je opisano v
poglavju 3.2.1.3 in vsebnost cinka v mikroultrafiltratu (3000 MWCO) dolo¢ili s FAAS.
Rezultate prikazuje slika 2.
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Slika 2: Koncentracije cinka v LMM (MWCO 3000 Da) frakcijah v razli¢nih vzorcih mleka dolo¢ene s
FAAS

Rezultati prikazani na sliki 2 kazejo, da so koncentracije cinka v LMM frakciji mleka v
vzorcih mleka Zivalskega izvora 0ziroma nadomestnega mleka, ki je pripravljeno na osnovi
kravjega mleka, zelo nizke, med 0,005 in 0,09 pg/mL. Vi§je koncentracije cinka v LMM
frakciji smo doloc¢ili v vzorcu ¢loveskega mleka (0,76 + 0,03 pg/mL). V vzorcih mleka


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0946672X97800144
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rastlinskega izvora je koncentracija cinka v LMM frakciji bistveno visja, kot v mleku
zivalskega izvora, v sojinem mleku 1,47 + 0,06 pg/mL in v rizevem mleku 0,29 + 0,01
pug/mkL.
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Slika 3: Celotne koncentracije cinka in koncentracije cinka v LMM (MWCO 3000 Da) frakcijah v razli¢nih
vzorcih ¢loveskega mleka dolocene s FAAS

Da bi ugotovili ali se koncentracije cinka v ¢loveskem mleku razlikujejo, smo dolo¢ili
celotno koncentracijo cinka in koncentracijo cinka v LMM frakciji treh prostovoljk.
Rezultate prikazuje slika 3.

Iz slike 3 je razvidno, da se celotne koncentracije cinka in koncentracije cinka v LMM
frakciji med seboj moc¢no razlikujejo. Vzorec darovalke I je bil odvzet v tretjem mesecu
dojenja, vzorec darovalke II v Sestem in vzorec darovalke III v Cetrtem mesecu dojenja.
Celotne koncentracije cinka so se gibale med 0,2 in 3,1 ng/mL, v LMM frakciji pa je bilo
priblizno 25 % celotnega cinka.

Poleg celotnih koncentracij cinka in koncentracij cinka v LMM frakciji nas je zanimalo
tudi, kaksne so pH vrednosti v preiskovanih vzorcih mleka. Rezultate prikazuje slika 4.
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Slika 4: pH vrednosti v razli¢nih vzorcih mleka

Podatki iz slike 4 kaZejo, da imajo mleka Zivalskega izvora, clovesko mleko in mleka
rastlinskega izvora pH blizu nevtralni vrednosti. Najnizjo pH vrednost smo dolo¢ili v
¢loveskem mleku (pH 6,5), v mleku zivalskega izvora so se vrednosti pH gibale med 6,7 in

6,9, rizevo mleko je imelo pH 7,1 in sojino pH 7,2.
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4.3 SPECIACIJA CINKA NA CIM DEAE KOLONI S FAAS DETEKCIJO

Cink je esencialen element, ki je v okolju prisoten v razli¢nih kemijskih oblikah. Bioloska
dostopnost oziroma njegova razpolozljivost za ziva bitja, pa je bistveno odvisna od
kemijskih zvrsti (specij) v katerih se cink nahaja. S speciacijsko analizo, ki najveckrat
vkljucuje lo¢bo kemijskih zvrsti z razlicnimi kromatografskimi metodami in njihovo
kvantifikacijo z elementno specificnimi detektorji, dolo¢imo posamezne kemijske zvrsti
elementov v preiskovanem vzorcu.

V nasi skupini smo v predhodnih raziskavah razvili analizni postopek za kvantitativno
dolocitev Zn-citrata v ¢loveskem mleku. Zn-citrat smo locili na §ibki anionsko-izmenjali
monolitni koloni CIM DEAE in locene zvrsti cinka dolocili s FAAS ali masno
spektrometrijo z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS). Ligand, na katerega je bil cink
vezan, smo identificirali s tandemsko masno spektrometrijo z elektrorazprsilno ionizacijo
(ESI-MS-MS).

Pri vrednostih pH med 5 in 7 je Zn-citrat prisoten kot meSanica negativno nabitih
kompleksov [Zn(Cit)]" in [Zn(Cit),]*. Zvrst [Zn(Cit)] prevladuje pri pH 5, z visanjem pH
vrednosti pa se povetuje dele [Zn(Cit),]*. Pri pH 7 je prevladujoca zvrst [Zn(Cit)]*". Pri
pH vrednostih pod 3 prevladuje pozitivno nabiti kompleks [ZnH,(Cit)]". Citrat tvori s
cinkom relativno stabilne komplekse. Odgovarjajoci logaritmi konstant stabilnosti (log K
pri 25 °C in ionski moc¢i 0.16) sta 4,98 za kompleks [Zn(Cit)]" in 5,90 za kompleks
[Zn(Cit),]*, manj stabilen je kompleks [ZnH,(Cit)]*, ki ima konstanto stabilnosti 1,25
(Powel in Petitt, 1997).

Kinetika tvorbe cinkovih kompleksov s citratom je poCasen proces. S speciacijsko analizo
smo v predhodnih raziskavah pokazali, da je za kvantitativno tvorbo Zn-citrata pri 25 °C
potrebno 24 ur (Milaci¢ in sod., 2012). Analizni postopek za speciacijo Zn-citrata, ki smo
ga razvili v na$i skupini, omogoca pri biolosko relevantnih vrednostih pH med 5 in 8,
lo¢bo obeh zvrsti Zn-citrata [Zn(Cit)]in [Zn(Cit),]*. [Zn(Cit)]'se eluira med 2 in 4 min,
[Zn(Cit),]* pa med 6 in 8 min. Pri pH vrednostih pod 3 se [ZnH.(Cit)]* eluira pri enakem
retencijskem &asu kot [Zn(Cit)]". Pri pH vrednostih pod 5 se Zn®" ioni eluirajo s fronto
topila in so logeni od [Zn(Cit)]". Pri nevtralnih in alkalnih pH vrednostih se Zn** obori.
Nastali hidroksid (Zn(OH),) se delno adsorbira na kolono, delno pa eluira kot razvlecen
kromatografski vrh med 8 in 10 min. (Milaci¢ in sod., 2012).

Z razvitim analiznim postopkom smo v predhodni raziskavi analizirali ¢lovesko mleko in
pokazali, da je cink, ki se nahaja v LMM frakciji mleka, prisoten v obliki Zn-citrata,
njegova koncentracija pa predstavlja priblizno 25 % celotne koncentracije cinka (Milaci¢
in sod., 2012). Tudi stevilni drugi raziskovalci so porocali, da je biolosko dostopna oblika
cinka v CloveSkem mleku Zn-citrat, a njegove to¢ne koncentracije zaradi neustreznih
analiznih postopkov niso mogli dolo¢iti (Bratter in sod., 1997; Lonnerdal in sod., 2003;
De la Flor St. Remy, 2004).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0946672X97800144
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Pri in vitro poskusu bioloske dostopnosti cinka smo za speciacijo uporabili enak analizni
postopek kot v nasih predhodnih raziskavah (Mila¢i¢ in sod., 2012). Najprej smo preucili
obnasanje Zn®* v raztopini, ki smo jo nakisali s HCI, ali ji dodali NaHCOs na enak nadin,
kot je opisano v 1.6.2.3. Rezultate prikazuje Slika 5. Razvidno je, da se Zn** nakisan s HCI
pri pH 3 kvantitativno eluira med 1 in 3 min, pri pH 8 pa se pretezno obori. Le priblizno 10
% se ga eluira kot razvle¢en kromatografski vch med 7 in 9 min.
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Slika 5: Porazdelitev cinka v vzorcu standardne raztopine Zn®* (0,8 pgZn/mL) (A) nakisane s HCI (pH 3) in
(B) z dodatkom NaHCO; (pH 8)
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4.4 PREUCEVANIJE BIOLOSKE DOSTOPNOSTI CINKA V CLOVESKEM IN
KRAVJEM MLEKU

Med prebavo se netopne oblike elementov zaradi spremembe pH v zelodcu (pH med 1 in
3) lahko spremenijo v topne oblike, pri prehodu skozi tako ¢revo (pH med 7 in 8) pa se
lahko topne oblike elementov, zaradi obarjanja, ponovno spremenijo v netopne (Ruby in
sod., 1996). Da bi ugotovili, kako vplivajo procesi med prebavo na spreminjanje kemijskih
oblik cinka v c¢loveskem in kravjem mleku, smo izvedli in vitro poskus bioloske
dostopnosti cinka, po poenostavljenem postopku Ruby-a in sod. (1996). Postopek je
podrobno opisan v poglavju 3.2.4.

Pred in vitro poskusom smo s CIM DEAE-FAAS dolo¢ili kemijske oblike cinka v vzorcu
mleka. Ligand na katerega je bil cink vezan smo identificirali z ESI-MS-MS v frakcijah,
kjer je bila koncentracija cinka v prvem in drugem kromatografskem vrhu najvisja. Nato
smo vzorec nakisali s HCI in simulirali pogoje v Zelodcu. Po eni uri smo vzorec filtrirali in
analizirali sirotko. Drugemu alikvotu nakisanega mleka smo pH dvignili z dodatkom
NaHCOj3; na vrednost 7,2-8 in simulirali pogoje v tankem ¢revesu. Po eni uri smo vzorec
filtrirali in v filtratu dolocali kemijske oblike cinka.

Najprej smo preucevali bioloSko dostopnost cinka v c¢loveskem mleku. Porazdelitev
kemijskih zvrsti cinka ¢loveskega mleka darovalke III, odvzetega v tretjem mesecu
dojenja, na CIM DEAE koloni s FAAS detekcijo prikazuje slika 6, masne spektre v
frakcijah po kromatografski locbi (ESI-MS-MS analiza) pa slike 7a do 7f.
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Slika 6: Porazdelitev cinka v vzorcu ¢loveskega mleka (vzorec III) na CIM DEAE koloni s FAAS detekeijo.
(A) Vzorec LMM frakcije mleka (pH 6,5). (B) Vzorec mleka smo nakisali s HCI, po eni uri filtrirali in
analizirali sirotko (pH 3). (C) Vzorec mleka smo najprej nakisali s HCI, po eni uri smo dodali NaHCOs,
pustili stati Se eno uro, filtrirali in analizirali filtrat (pH 8)
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Slika 7a: (A) MS spekter prvega kromatografskega vrha cinka v vzorcu ¢loveskega mleka (vzorec III) (pH
6,5) po lo¢bi na CIM DEAE koloni ter (B) MS-MS spekter h&erinskega iona (m/z 191)
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Slika 7b: (A) MS spekter drugega kromatografskega vrha cinka v vzorcu ¢loveskega mleka (vzorec III) (pH
6,5) po lo¢bi na CIM DEAE koloni ter (B) MS-MS spekter héerinskega iona (m/z 191)
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Slika 7c: (A) MS spekter prvega kromatografskega vrha cinka v vzorcu ¢loveskega mleka (vzorec III) po
nakisanju s HCI (pH 3) in lo¢bi na CIM DEAE koloni ter (B) MS-MS spekter héerinskega iona (m/z 191)
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Slika 7d: (A) MS spekter drugega kromatografskega vrha cinka v vzorcu ¢loveskega mleka (vzorec III) po
nakisanju s HCI (pH 3) in lo¢bi na CIM DEAE koloni ter (B) MS-MS spekter héerinskega iona (m/z 191)
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Slika 7e: (A) MS spekter prvega kromatografskega vrha cinka v vzorcu ¢loveskega mleka (vzorec III) po
nakisanju s HCI ter dodatku NaHCO; (pH 8) in lo¢bi na CIM DEAE koloni ter (B) MS-MS spekter
héerinskega iona (m/z 191)
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Slika 7f: (A) MS spekter drugega kromatografskega vrha cinka v vzorcu ¢loveskega mleka (vzorec III) po
nakisanju s HCI ter dodatku NaHCO; (pH 8) in lo¢bi na CIM DEAE koloni ter (B) MS-MS spekter
héerinskega iona (m/z 191)
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V preiskovanem vzorcu Cloveskega mleka je bila celotna koncentracija cinka 4,1 + 0,1
ug/mL, delez v LMM frakciji pa 1,02 + 0,04 ng/mL (25 % celotne koncentracije). Podatki
iz slike 6 (A) kaZejo, da se cinkove zvrsti v LMM frakciji mleka kvantitativno eluirajo pri
retencijskih Casih karakteristicnih za Zn-citrat. Prvi kromatografski vrh odgovarja
[Zn(Cit)] in drugi [Zn(Cit);]*. Tudi razmerje med prvim in drugim kromatografskim
vrhom odgovarja teoreti¢ni predvideni porazdelitvi Zn-citrata pri pH 6,5 (Powell in Pettit,
1997). Iz masnega spektra prvega kromatografskega vrha (slika 7a (A)) je razvidna
prisotnost deprotonirane citronske kisline (m/z 191). Ostale mase izhajajo iz eluentov, ki
smo jih uporabili pri kromatografski locbi in masno spektrometri¢ni analizi. Tudi MS-MS
spekter (slika 7a (B)) hcerinskih ionov z m/z 111, 87 in 85 potrjuje prisotnost
deprotonirane citronske Kkisline pod prvim kromatografskim vrhom. MS in MS-MS
drugega kromatografskega vrha (slika 7 b) prav tako potrjujejo prisotnost deprotonirane
citronske kisline. Na osnovi podatkov iz slike 6 (A) in Slike 7a in b lahko torej sklepamo,
da je cink v LMM frakciji ¢loveskega mleka prisoten v obliki Zn-citrata.

Po nakisanju s HCI se je cink vezan na proteine delno sprostil v obliki Zn** ionov in se je
njegova koncentracija v . LMM frakciji povecala na vrednost 2,2 + 0,1 pg/mL. Iz
porazdelitve cinkovih zvrsti po kromatografski lo¢bi (slika 6 (B) in masno spektrometri¢ne
analize (sliki 7c in d) je razvidno, da ostane cink kljub nakisanju vzorca pri pH 3 v obliki
Zn-citrata. Prevladujeta mesanici zvrsti [Zn(Cit)]” in [ZnH,(Cit)]", kar je v skladu s
teoreti¢nimi izracuni (Powell in Pettit, 1997) in eksperimentalnimi podatki, ki so jih pri
Studiju porazdelitve kompleksov Zn-citrata v odvisnosti od pH porocali Milaci¢ in sod.
(2012). Pod prvim in drugim kromatografskim vrhom se cink kvantitativno eluira.

Po dodatku NaHCO3 se je pH vzorca dvignil na vrednost 8. Ker se je cink pri pH 8 delno
oboril, se je njegova celotna koncentracija v LMM frakciji mleka znizala na vrednost 1,50
+ 0,08 ug/mL. Cink se je na koloni loc¢il v dveh kromatografskih vrhovih (slika 6 (C)),
tipiénih za Zn-citrat. Razmerje med prvim in drugim kromatografskim vrhom odgovarja
teoreti¢ni predvideni porazdelitvi Zn-citrata pri pH 8 (Powell in Pettit, 1997). MS in MS-
MS spektra prvega in drugega kromatografskega vrha (sliki 7e in 7f) kazeta prisotnost
deprotonirane citronske kisline, kar potrjuje, da je cink v LMM frakciji mleka tudi po
dvigu pH na vrednost 8 prisoten v obliki Zn-citrata. Koncentracija cinka, ki se je eluiral
pod obema kromatografskima vrhovoma, je bila 0,48 + 0,02 ug/mL, kar predstavlja 35 %
cinka prisotnega v LMM frakciji pri pH 8. Preostali cink se je v obliki hidrokso zvrsti
adsorbiral na kolono.

Po enakem postopku kot pri ¢loveskem mleku, Smo in vitro poskus bioloske dostopnosti
cinka opravili z vzorcem kravjega mleka. Preucevali smo kravje mleko Planika. Ker je bila
vsebnost cinka v LMM frakciji mleka le 0,005 + 0,001 pg/mL, speciacijske analize ni bilo
mogoce izvesti. Porazdelitev kemijskih zvrsti cinka na CIM DEAE koloni s FAAS
detekcijo v vzorcu kravjega mleka eno uro po nakisanju s HCI in eno uro po dodatku
NaHCOj prikazuje slika 8.
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Slika 8: Porazdelitev cinka v vzorcu kravjega mleka Planika. (A) Vzorec mleka smo nakisali s HCI, po eni
uri filtrirali in analizirali sirotko (pH 4). (B) Vzorec mleka smo najprej nakisali s HCI, po eni uri smo dodali
NaHCOg, pustili stati Se eno uro ter filtrirali in analizirali filtrat (pH 7)

V kravjem mleku Planika (pH 6,7) je bila celotna koncentracija cinka 3,6 + 0,1 ug/mL,
delez v LMM frakciji pa manjsi od 1 %. Podatki iz slike 8 (A) kazejo, da se je cink vezan
na proteine po nakisanju s HCI v veliki meri sprostil v obliki Zn** jonov. Njegova
koncentracija se je v LMM frakciji pri pH 4 povecala iz 0,005 na vrednost 1,30 + 0,09
ug/mL. Iz porazdelitve cinkovih zvrsti po kromatografski locbi (slika 8 (A)) je razvidno,
da se cink eluira v razvle¢enem kromatografskem vrhu med 3 in 7 min. Koncentracija pod
kromatografskim vrhom 1,10 + 0,08 pg/mL predstavlja 85 % cinka v LMM frakciji mleka
pri pH 4. Elucijski profil cinka ne nakazuje prisotnost Zn-citrata.

Po dodatku NaHCO3 se je pH vzorca dvignil na vrednost 7,2, koncentracija cinka v LMM
frakciji pa se je le nekoliko znizala (1,06 + 0,08 ug/mL). Kot je razvidno iz slike 8 (B) se
je cink na koloni lo¢il v razvleCenem kromatografskem vrhu med 8 in 10 min,
koncentracija pod kromatografskim vrhom 0,228 + 0,005 pg/mL pa predstavlja 22 %
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koncentracije cinka v LMM frakciji mleka pri pH 7,2. Preostali cink se je adsorbiral na
kolono.
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5 RAZPRAVA

5.1 KONCENTRACIE CINKA V VZORCIH CLOVESKEGA MLEKA,
NADOMESTNEGA MLEKA TER MLEKA ZIVALSKEGA IN RASTLINSKEGA
IZVORA

Celotne koncentracije cinka v c¢loveskem mleku so najvi§je v prvih dneh dojenja, v

kolostrumu. Leotsinidis in sod. (2005) so v 180 vzorcih kolostruma dojecih mater dolocili

koncentracije cinka, ki so se gibale med 3,2 — 6,6 png/mL. Vsebnost cinka v materinem
mleku s ¢asom dojenja upada. V zrelem materinem mleku se koncentracije cinka gibljejo
med 1,2 in 4,6 ng/mL in se mocno razlikujejo glede na geografsko poreklo (Caroli in sod.,

1994; Dorea, 2000; Luo in sod., 2010; Khaghani in sod., 2010). V nasi S$tudiji smo

analizirali koncentracije cinka v mleku treh mater v Casu dojenja 3 do 6 mesecev.

Koncentracije cinka so se zelo razlikovale: njihove vrednosti so se nahajale med 0,2 in 3,1

ug/mL, Kar je skladno z ugotovitvami drugih raziskovalcev o veliki variabilnosti vsebnosti

cinka v ¢loveskem mleku (Caroli in sod., 1994).

Vsebnost cinka v kravjem mleku slovenskih proizvajalcev (3,6 do 3,8 pug/mL) je v
splosnem podobna ¢loveskemu mleku, bistveno nizjo vsebnost cinka pa smo doloé¢ili v
vzorcu domacega kravjega mleka (1,3 ug/mL), kar je lahko povezno z dalj§im c¢asom
laktacije. Podobne koncentracije cinka v kravjem mleku med 3 in 4 pg/mL so porocali tudi
Oberleas in Prasad (1969) in Rajnal-Ljutovac in sod. (2008). Najvisje koncentracije cinka
v mleku Zivalskega izvora smo dolocili v ov¢jem mleku, okoli 8 pg/mL, najnizje pa v
kozjem mleku, med 2,4 in 3,3 pg/mL. Tudi drugi raziskovalci so doloc¢ili podobne
koncentracije v ov¢jem mleku (5,2 do 7,5 pg/mL) in kozjem mleku (3,4 ng/mL) (Rajnal-
Ljutovac in sod., 2008).

V mleku rastlinskega izvora so bile celotne koncentracije cinka najnizje. V sojinem mleku
smo dolo¢ili 1,9 pg/mL cinka in v rizevem 1,2 pg/mL.

V nadomestnem mleku, pripravljenem na osnovi kravjega mleka, so celotne koncentracije
cinka visoke. Vrednosti, ki smo jih dolocili so se gibale med 5,4 in 9,5 pg/mL cinka.
Podobne koncentracije cinka 4,2 do 7,1 pg/mL, so v nadomestnem mleku na osnovi
kravjega mleka na avstrijskem trzis¢u dolocili Krachler in sod. (1998) in na italijanskem
trziS€u Plessi in sod. (1997) med 8 in 8,5 pg/mL, niZje koncentracije, okoli 4 ng/mL cinka,
pa so vsebovali vzorci nadomestnega mleka na iranskem trzi$¢u (Khaghani in sod., 2010).

Kljub visokim celotnim koncentracijam cinka v mleku zivalskega izvora, so njegove
koncentracije v LMM frakciji mleka zelo nizke in v glavnhem ne presegajo vrednosti 1 %
celotne koncentracije cinka, kar pomeni, da je cink v mleku zivalskega izvora za ¢loveka
manj dostopen. Martin in sod. (1984) in Blakeborough in Gurr (1986) so ugotovili, da
kravje mleko sicer v splosnem vsebuje ve¢ cinka kot ¢lovesko, vendar je cink ljudem manj
dostopen, saj je prisoten v kemijskih oblikah, ki se razlikujejo od tistih v cloveskem mleku.
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Harzer in Kauer (1982) sta z uporabo velikostne izkljucitve kromatografije (SEC) in
dializo lo€enih kromatografskih frakcij ugotovila, da je priblizno 90 % cinka v kravjem
mleku vezanega v kazeinskih micelih, medtem ko je v ¢loveSskem mleku kazeinske frakcije
bistveno manj. Srinivas in Prakash (2011) sta dokazala, da je a-kazein glavni kazein v
kravjem mleku, ki veze cink. Podobno kot za kravje mleko, lahko sklepamo, da je bioloSka
dostopnost cinka iz kozjega in ov¢jega mleka za Cloveka nizka, saj ov¢je in kozje mleko,
podobno kot kravje, vsebuje visok delez mle¢nih proteinov.

Tudi v nasi raziskavi smo ugotovili, da se v ¢loveskem mleku nahaja bistveno vecji delez
cinka v LMM frakciji mleka (priblizno 25 %). Ugotovitve te Studije se ujemajo z izsledki
nase predhodne raziskave (Milaci¢ in sod., 2012).

Podoben odstotek vsebnosti cinka v LMM frakciji mleka se nahaja v rizevem mleku, v
sojinem mleku pa predstavlja koncentracija LMM-Zn kar 78 % njene celotne vrednosti.
Kljub vsemu pa je pri oceni bioloske dostopnosti cinka iz rizevega ali sojinega mleka
pomembno vedeti, na kateri LMM ligand je cink vezan. Slednje pa ni bilo predmet
tokratne raziskave.

V nadomestnem mleku na osnovi kravjega mleka, je med 0,5 in 1,3 % cinka v LMM
frakciji mleka. Ker so celotne koncentracije cinka v nadomestnem mleku visoke, dojencek,
Ki se prehranjuje z nadomestnim mlekom, kljub temu najverjetneje v glavnem zadosti
dnevne potrebe po cinku.

5.2  BIOLOSKA DOSTOPNOST CINKA V CLOVESKEM IN KRAVJEM MLEKU
Stevilne raziskave so pokazale, da je cink v ¢loveskem mleku za dojencka biolosko bolj
dostopen kot cink v kravjem mleku (Harzer in Kauer, 1982; Martin in sod., 1984;
Blakeborough in Gurr, 1986). S kromatografskimi metodami so ugotovili, da je cink v
kravjem mleku vezan pretezno na kazeine (Harzer in Kauer, 1982) in da je med njimi
a-kazein najbolj pomemben HMM ligand, ki veZe cink (Srinivas in Prakash, 2011).
Predvidevanja, da je v ¢loveskem mleku cink v LMM frakciji vezan v obliki Zn-citrata
(Martin in sod., 1984; Britter in sod., 1997; De la Flor St. Remy in sod., 2004), so potrdili
Milac¢i¢ in sod. (2012). Na osnovi kvantitativne doloc¢itve Zn-citrata so ugotovili, da
predstavlja njegova vsebnost v ¢loveskem mleku priblizno 25 % celotne vsebnosti cinka.

Clovesko mleko se od kravjega zelo razlikuje v koncentraciji kazeinov. V ¢&loveskem
mleku je kazeinov okoli 0,4 % (Prentice, 1996), v kravjem mleku pa priblizno 3,0 %
(Schonfeldt in sod., 2012, Srinivas in Prakash, 2011). Ceprav je koncentracija citrata v
¢loveskem mleku (2,66 mM) (Bernd in sod., 1998), podobna tisti v kravjem mleku (2 mM)
(Baticz in sod., 2002), se zaradi vi§je koncentracije proteinov in velike afinitete vezave
cinka na proteine (kazeine), cink v kravjem mleku prednostno veze na kazeine. S tem se
bioloska dostopnost cinka v kravjem mleku za ¢loveka zmanjsa.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0946672X97800144
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Bioloska dostopnost cinka predstavlja delez zauzitega cinka, ki se v prebavilih absorbira.
Po zauzitju se cink tekom prebave sprosti iz hrane in absorbira v ve¢ji meri v
proksimalnem delu tankega ¢revesa (Krebs, 2013).V nasi raziskavi nas je zanimalo, kako
se v prebavnem traktu spreminjajo kemijske oblike cinka, ki jih dojencek zauzije s
¢loveskim ali kravjim mlekom. S poenostavljenim in vitro poskusom za oceno bioloske
dostopnosti (Ruby in sod., 1996) smo simulirali reprezentativne pogoje v cloveskih
prebavilih pri prehodu zauzite hrane skozi zelodec in tanko ¢revo. Pri in vitro poskusu smo
upostevali povpreéne vrednosti pH v zelodcu (pH 3) in tankem c¢revesu (pH 7-8) ter
zadrzevalni ¢as hrane v prebavilih dojencka (ena ura v zelodcu in ena ura v tankem
¢revesu). Kemijska oblika v kateri se ob prisotnosti Stevilnih ligandov nahaja cink, je v
veliki meri odvisna od pH v prebavnem traktu.

Zacetni pH pri preiskovanem c¢loveskem in kravjem mleku je bil podoben (6,5, oziroma
6,7). Po nakisanju z 0,1 M HCI se je pH pri ¢loveskem mleku spustil na vrednost 3, pri
kravjem pa na vrednost 4. Pri dvigu pH z NaHCO3 se je njegova vrednost v ¢loveskem
mleku povzpela na 8, v kravjem pa na 7,2. Zaradi vecje vsebnosti proteinov ima kravje
mleko vecjo pufrno kapaciteto kot ¢lovesko, zato se pH pri kravjem mleku skozi prebavni
trakt ne spreminja tako moc¢no, kot pri zauzitju ¢loveskega mleka. Podobna opazanja so
porocali Blakeborough in sod. (1986), ki so 14 dni hranili novorojene prasi¢je mladice s
kravjim in ¢loveskim mlekom. Po 14 dneh so zivali zrtvovali in preucevali koncentracije
cinka v zelodcu in tankem ¢revesu. pH v zelod¢ni tekocini je bil eno uro po zauzitju mleka
pri kravjem mleku 3,4 pri ¢loveskem pa 2,3 in se je razlikoval za eno enoto, tako kot smo
to ugotovili tudi v naSem in vitro poskusu. V tekoc¢ini tankega ¢revesa Se je pri poskusu
Blakeborougha in sod. (1986) pH pri kravjem mleku dvignil na 6,7 in pri ¢loveskem mleku
na 7,2. Ravno tako smo pri naSem in vitro poskusu pri simulaciji procesov v tankem
¢revesu v ¢loveskem mleku doloéili visji pH kot pri kravjem mleku, kjer je bil pH nizji.

Preiskovan vzorec ¢loveSkega mleka je vseboval 4,1 pg/mL cinka. Rezultati doloCanja
kemijskih zvrsti cinka in identifikacija liganda z elektrorazprsilno tandemsko masno
spektrometrijo (sliki 6 in 7) so pokazali, da znaSa delez cinka v LMM frakciji priblizno 25
% njegove celotne koncentracije, kar je potrdilo izsledke iz naSe predhodne Studije
(Milacic¢ in sod. 2012).

Rezultati in vitro poskusa so pokazali, da se po nakisanju s HCI, cink vezan na proteine
delno sprosti v obliki Zn®* ionov, in se njegova koncentracija v LMM frakciji podvoji.
Glede na porazdelitev cinkovih zvrsti po kromatografski locbi in podatkov masno
spektrometri¢ne analize lahko sklepamo, da je kljub nakisanju vzorca, cink pri pH 3 Se
vedno prisoten v obliki Zn-citrata. Kljub vsemu pa del cinka, ki se sprosti iz proteinov v
obliki Zn* ionov, v ¢asu ene ure zadrzevanja v zelodcu, pri pH 3 ne more tvoriti stabilnega
kompleksa s citratom, prisotnim v vzorcu mleka, ker je kinetika tvorbe Zn-citrata poc¢asen
proces. Milaci¢ in sod. (2012) so s speciacijsko analizo s CIM DEAE-FAAS postopkom
pokazali, da je za kvantitativno tvorbo Zn-citrata iz Zn®* ionov in citronske kisline pri 25



52
Blatnik Konc M. Ugotavljanje kemijske zvrsti cinka v razli¢nih vzorcih mleka.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2016

°C potrebno najmanj 24 ur. 1z omenjenih ugotovitev in porazdelitve Zn** ionov v
prisotnosti HCI pri pH 3 (slika 5A) lahko torej sklepamo, da se pod kromatografskim
vrhom [Zn(Cit)] soeluira tudi Zn*".

Po dodatku NaHCOg3, ki simulira procese v tankem c¢revesu, se je pH vzorca dvignil na
vrednost 8. Zaradi delnega obarjanja cinkovih zvrsti pri pH 8, se je njegova celotna
koncentracija v LMM frakciji mleka znizala na vrednost 1,50 ug/mL, od tega je bilo 0,48
ug/mL cinka prisotnega v obliki Zn-citrata. 1z navedenega sledi, da procesi v prebavnem
traktu ne spremenijo kemijske oblike Zn-citrata. Glede na njegovo zacetno koncentracijo,
se le-ta zmanjsa priblizno na polovico. Rezultati in vitro poskusa so torej potrdili, da Zn-
citrat v ¢loveskem mleku vzdrzi spremembe pH v prebavnem traktu in da je cink tudi pri
prehodu skozi tanko ¢revo prisoten v kemijski obliki, ki je biolosko dostopna za dojencka.

Rezultati in vitro poskusa, ki je simuliral prehod kravjega mleka skozi prebavila dojencka
so pokazali, da se je po nakisanju s HCI, koncentracija cinka prisotnega v LMM frakciji
mleka znatno povecala, iz 0,005 na 1,3 ug/mL. Na osnovi porazdelitve cinkovih zvrsti po
kromatografski lodbi smo ugotovili, da Zn®*, ki se je sprostil pri pH 4 iz mle¢nih kazeinov,
ni tvoril kompleksa s citratom v mleku, saj je bil zadrzevalni €as ene ure za tvorbo
kompleksa Zn-citrata prekratek. Po dodatku NaHCO3 (pH vzorca 7,2) se je koncentracija
cinka v LMM frakciji le nekoliko znizala, na priblizno 1 pg/mL. Kromatografska loc¢ba
cinka je pokazala, da se je cink na koloni vec¢inoma adsorbiral, delno pa lo¢il v
razvleCenem kromatografskem vrhu med 8 in 10 min, kar nakazuje prisotnost cinkovih
hidrokso zvrsti, ki so za dojencka slabo biolosko dostopne.

Na osnovi izsledkov diplomskega dela lahko zaklju¢imo, da je bioloSka dostopnost cinka v
¢loveskem mleku vecja od tiste v zivalskem, ker se ga bistveno vecji delez nahaja v obliki
Zn-citrata, ki vzdrzi spremembe pH v prebavnem traktu dojencka. Materino mleko je zato
za otroka najbolj$i prehranski vir cinka.
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6 SKLEPI

V diplomskem delu smo dolocali celotne koncentracije cinka v ¢loveskem mleku, mleku
zivalskega in rastlinskega izvora in v nadomestnem mleku ter delez cinka v LMM frakciji
mleka. Izvedli smo tudi preizkus bioloske dostopnosti cinka, ¢e dojencka prehranjujemo s
¢loveskim ali kravjim mlekom.

Celotne koncentracije cinka v ¢loveskem mleku so kazale na veliko variabilnost. V mleku
razli¢nih mater v ¢asu dojenja 3 do 6 mesecev, je bila vsebnost cinka med 0,2 in 3,1
ug/mL. Kravje mleko slovenskih proizvajalcev je vsebovalo med 3,6 in 3,8 pg/mL cinka,
domace kravje mleko pa le 1,3 pg/mL, kar je najverjetneje povezano z daljSim ¢asom
laktacije. Najvisje koncentracije cinka vV mleku zivalskega izvora je vsebovalo ovéje mleko
(8 ng/mL), najnizje pa kozje (med 2,4 in 3,3 ug/mL). V mleku rastlinskega izvora so bile
koncentracije cinka nizje (1,9 pg/mL v sojinem in 1,2 pg/mL v rizevem mleku). V
nadomestnem mleku s slovenskega trzi$¢a, pripravljenem na osnovi kravjega mleka, so se
koncentracije cinka gibale med 4,2 do 7,1 pg/mL.

Ugotovili smo, da kljub visokim koncentracijam cinka v mleku zivalskega izvora, njegove
koncentracije v LMM frakciji predstavljajo le okoli 1 % celotne vsebnosti cinka. Vsebnost
cinka v LMM frakciji ¢loveskega mleka je bila okoli 25 %. Visok delez cinka v LMM
frakciji mleka smo izmerili v sojinem (78 %) in rizevem (25 %) mleku. V nadomestnem
mleku na osnovi kravjega mleka, so se koncentracije cinka v LMM frakciji gibale med 0,5
do 1,3 %. Zaradi visokih celotnih koncentracij cinka pa dojenéek, ki se hrani z
nadomestnim mlekom, najverjetneje ve¢inoma zadosti dnevne potrebe po cinku.

Z in vitro poskusom smo ocenili biolosko dostopnost cinka iz ¢loveskega in kravjega
mleka. Z nakisnajem s HCI na pH 3 do 4 smo simulirali pH v Zelodcu, nato pa smo z
dodatkom NaHCO3; pH dvignili na vrednost 7,2 do 8 in s tem simulirali pogoje v tankem
¢revesu. Upostevali smo tudi zadrzevalni ¢as hrane v prebavilih dojencka.

Pokazali smo, da se je pri pogojih nizkega pH, ki je simuliral stanje v Zelodcu, cink iz
&loveskega in kravjega mleka, ki je vezan na proteine, delno sprostil v obliki Zn*" ionov. V
kratkem zadrzevalnem casu (priblizno 1 uro, kot naj bi trajala prebava v Zelodcu),
sprosceni Zn’ ne bi mogel tvorit kompleksa s citratom, ker je tvorba Zn-citrata kineti¢no
dolgotrajen proces. Pri dvigu pH, ki je simuliral pogoje v tankem ¢érevesu, se je Cink v
¢loveskem mleku delno oboril. Priblizno polovica Zn-citrata prisotnega v mleku, je v roku
ene ure, kot bi bila potrebna za prehod preko tankega crevesa, ostala v obliki Zn-citrata. V
kravjem mleku se je cink pri enakih pogojih, ve¢inoma oboril, delez, ki je ostal v obliki
hidrokso zvrsti, pa je za dojencka slabo biolosko dostopen.
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Zakljuc¢imo lahko, da je bioloSka dostopnost cinka v ¢loveskem mleku bistveno vecja kot v
kravjem, saj velik delez Zn-citrata v ¢loveskem mleku vzdrzi spremembe pH v prebavnem
traktu dojencka. Zato je materino mleko za dojencka najboljsi prehranski vir cinka.
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7 POVZETEK

Cink je esencialen mikronutrient, potreben za rast in razvoj vseh Zivih bitij. Novorojencek
dobi zadostne koli¢ine cinka z materinim mlekom. Kadar mati ne more dojiti, hranimo
novorojencka z nadomestnim mlekom ali mlekom Zivalskega oziroma rastlinskega izvora.

V diplomskem delu smo dolocali celotne koncentracije cinka v ¢loveskem mleku, mleku
zivalskega in rastlinskega izvora in v nadomestnem mleku. Mleku smo najprej odstranili
mascobo in vsebnost cinka doloc€ili s FAAS. Ker je bioloska dostopnost cinka za dojencka
odvisna od deleza, ki je v mleku prisoten v obliki kompleksov cinka z LMM ligandi, smo v
vzorcih mleka dolo¢ili tudi vsebnost cinka v LMM frakciji. Mleko brez mascobe smo
mikroultrafiltrirali (MWCO 3000 Da) in cink dolo¢ili s FAAS.

Celotne koncentracije cinka v mleku treh razli¢nih mater (¢as dojenja 3 do 6 mesecev) so
se zelo razlikovale. Vsebnost cinka se je gibala med 0,2 in 3,1 pg/mL. O veliki
variabilnosti vsebnosti cinka v cloveskem mleku poroc¢ajo tudi drugi Stevilni raziskovalci.

V kravjem mleku slovenskih proizvajalcev smo dolocili med 3,6 in 3,8 pg/mL cinka, nizjo
vrednost cinka (1,3 ug/mL) je imelo domace kravje mleko, kar je morebiti povezno z
daljsim ¢asom laktacije. Koncentracije cinka v kravjem mleku so podobne, kot jih porocajo
raziskovalci v znanstveni literaturi.

V mleku Zivalskega izvora smo najvisje koncentracije cinka dolocili v ov¢jem (8 pg/mL),
najnizje pa v kozjem mleku (med 2,4 in 3,3 pg/mL). Podobna opazanja porocajo tudi drugi
raziskovalci.

Nizje koncentracije cinka je vsebovalo mleko rastlinskega izvora (1,9 ug/mL sojino in 1,2
pug/mkL rizevo).

Vv W

V nadomestnem mleku s slovenskega trzis¢a, pripravljenem na osnovi kravjega mleka, so
celotne koncentracije cinka visoke, med 4,2 do 7,1 pg/mL. Podobne koncentracije so
dolo¢ili tudi drugi raziskovalci v razli¢nih drzavah po svetu.

Ceprav so koncentracije cinka v mleku Zivalskega izvora visoke, so njegove koncentracije
v LMM frakciji nizke, okoli 1 % celotne vsebnosti cinka. Iz tega lahko zaklju¢imo, da je
cink v mleku zivalskega izvora za Cloveka manj dostopen. O podobnih ugotovitvah
porocajo tudi drugi raziskovalci v znanstveni literaturi.

Vsebnost cinka v LMM frakciji ¢loveskega mleka je bila okoli 25 %, kar je v skladu z
nasimi predhodnimi raziskavami.

Visok delez cinka v LMM frakciji mleka se nahaja v sojinem (78 %) in rizevem (25 %)
mleku.
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V nadomestnem mleku na osnovi kravjega mleka, se v LMM frakciji nahaja med 0,5 in 1,3
% cinka. Ker so celotne koncentracije cinka v nadomestnem mleku zelo visoke, dojencek z
uzivanjem nadomestnega mleka najverjetneje ve¢inoma zadosti dnevne potrebe po cinku.

Rezultati Stevilnih raziskav so pokazali, da je cink v c¢loveskem mleku za dojencka
biolosko bolj dostopen kot cink v kravjem mleku. V kravjem mleku je cink vezan pretezno
na a-kazein, v ¢loveskem mleku pa je velik delez cinka (25 %) prisoten v obliki Zn-citrata,
ki je biolosko bolj dostopna oblika cinka.

V diplomskem delu smo z in vitro poskusom ocenili bioloSko dostopnost cinka iz
Cloveskega in kravjega mleka tako, da smo simulirali pH v Zelodcu (nakisanje na pH 3 do
4 s HCI) in tankem crevesu (dvig pH na 7,2 - 8 z NaHCO3) in upostevali zadrzevalni ¢as
hrane v prebavilih dojencka (ena ura v Zelodcu in ena ura v tankem Crevesu).

S speciacijsko analizo s CIM DEAE monolitno kromatografijo in FAAS detekcijo locenih
cinkovih zvrsti ter identifikacijo liganda z ESI-MS-MS, smo ugotovili, da se po nakisanju s
HCI, cink vezan na proteine delno sprosti v obliki Zn?* ionov in se njegova koncentracija v
LMM frakeiji, tako v ¢loveskem kot v kravjem mleku, poveca. Sproséeni cink v kratkem
Casu zadrzevanja v Zelodcu zaradi pocasne tvorbe kompleksa z razpolozljivim citratom
prisotnim v mleku ne more tvoriti Zn-citrata. Po dodatku NaHCOj, s katerim smo
simulirali procese v tankem c¢revesu, se je pH vzorca pri ¢loveskem in kravjem mleku
dvignil na rahlo alkalne vrednosti. Rezultati speciacijske analize so potrdili, da se je cink v
LMM frakciji ¢loveskega mleka delno oboril, ve¢inoma pa ostal v obliki Zn-citrata. V
kravjem mleku se je cink ve¢inoma oboril, oziroma delno ostal prisoten v obliki hidrokso
zvrsti.

Pomemben izsledek in vitro poskusa je, da Zn-citrat v ¢loveskem mleku vzdrzi spremembe
pH v prebavnem traktu in ostane tudi pri prehodu skozi tanko ¢revo prisoten v kemijski
zvrsti Zn-citrata, ki je biolosko dostopna oblika za dojencka.

V kravjem mleku se cink pri prehodu skozi prebavni trakt vec¢inoma obori, delez, ki ostane
v obliki hidrokso zvrsti, pa je za dojencka slabo biolosko dostopen.

Bioloska dostopnost cinka v ¢loveskem mleku je vecja kot v Zivalskem, saj se bistveno
vedji delez cinka nahaja v obliki Zn-citrata, ki vzdrzi spremembe pH v prebavnem traktu
dojencka. Zato lahko zaklju¢imo, da je materino mleko za dojencka najboljsi prehranski vir
cinka.
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