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Resumé 
 
Formål 
At undersøge biotilgængeligheden af kalcium fra fødevarer beriget med mælkemineralblandinger 
sammenlignet med fødevarer beriget med et kalciumsalt. Fra brød beriget med mælkemineralerne 
MM-0525 og MM-1217 samt med CaCO3 måles kalciumoptagelsen og eventuelle forskelle mellem 
unge og postmenopausale kvinder samt den mulige interaktion med jernabsorption undersøges. 
Endvidere undersøges virkningen af CaseinPhospoPeptid (CPP) på kalciumoptagelsen når CPP til-
sættes et grødmåltid. Disse humanforsøg suppleres med rotteforsøg over tilgængeligheden af mæl-
kemineralblandinger og CaCO3 samt med in vitro forsøg i Caco-2 celler. I den klassiske Caco-2-
cellemodel undersøges, om kalcium påvirker jernabsorptionen, og i et nyudviklet ”3-tier” system 
undersøges virkningen af osteopontin på kalciumtransporten efter en in vitro fordøjelse med pepsin 
og pancreatin. 
 
Resultater 
Caco-2 celleforsøgene viste ingen effekt af kalcium på jernoptagelsen og ingen effekt af osteopon-
tin på kalciumtransporten efter en in vitro fordøjelse der simulerer henholdsvis mavens og tyndtar-
mens fordøjelse. 
Rotteforsøgene viste ingen forskel i tilgængeligheden af  mælkemineralerne MM-0525, MM-1217 
og CaCO3 tilført på samme niveau, mens kalciumniveauet påvirkede andre processer som f. eks. 
proteinudnyttelsen fra foderet. 
Humanforsøgene viste ingen forskel mellem kalciumoptagelsen fra brød beriget med MM-1217 og 
CaCO3, mens optagelsen fra MM-0525- var signifikant mindre end fra CaCO3-beriget brød. CPP 
0.5 og 1.0 g per portion grød havde ingen virkning på kalciumoptagelsen. Kalciums påvirkning af 
jernabsorptionen blev undersøgt i et 4 × 4 dages fuldkostforsøg hvor perioderne bestod af basiskost 
med lav kalcium (224 mg Ca/dag), basiskost + 3 × 1 glas mælk (826 mg Ca/dag), basis  kost beriget 
med kalciumlaktat (802 mg Ca/dag) og basiskost beriget med MM-0525 (801 mg Ca/dag). Der 
fandtes ingen signifikant forskel mellem de 4 perioder (P>0.3). 
 
Konklusion 
Der blev ikke påvist nogen gunstig virkning af mælkemineraler til kalciumberigelse sammenlignet 
med CaCO3, hverken i rotte- eller humanforsøgene, i sidstnævnte snarere en tendens til det mod-
satte ved berigelse af brød, hvor mælkemineralet tilsyneladende beskyttede phytinsyren mod ned-
brydning under hævningen. CPP havde ingen positiv effekt på kalciumabsorptionen ved tilsætning 
til børnegrød. Osteopontin havde ingen virkning på kalciumtransporten i Caco-2 celler efter in vitro 
fordøjelse med pepsin og pepsin + pancreatin. I Caco-2 celler virkede CaCO3 ikke som hæmmer af 
jernoptagelsen og i fuldkostforsøg over 4 dage havde kalcium fra mælk, MM-0525 og kalciumlaktat 
fandtes ingen negativ indvirkning på jernoptagelse, som det ellers er vist i enkelt måltidsstudier. I 
konsekvens heraf er der ikke grund til at opretholde den svenske anbefaling om ikke at drikke mælk 
til hovedmåltiderne. 
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Abstract in English 
 
Aim 
To investigate the bioavailability of calcium from food fortified with milk mineral isolates com-
pared to foods fortified with inorganic calcium salts. Calcium uptake is determined from bread for-
tified with milk mineral isolates MM-0525 and MM-1217 and compared to that obtained from 
bread fortified with CaCO3. Differences in calcium absorption among pre- and postmenopausal 
women were studied, in addition to the putative interaction of calcium with iron absorption. Fur-
thermore, the effect of CaseinPhosphoPeptide (CPP) on calcium uptake is studied when CPP is 
added directly to an to infant rice-based cereal. These experiments in humans are supplied by rat 
studies on the availability of milk mineral isolates and CaCO3 and in vitro experiments with Caco-2 
cell monolayers. The classical Caco-2 cell model is used for experiments on the interaction of cal-
cium with iron absorption, and a newly developed “3-tier” system is used to determine the effects of 
osteopontin on calcium transport following an in vitro digestion with pepsin and pancreatin. 
 
Results 
The Caco-2 experiments revealed no effects of calcium on iron uptake and no effects of osteopontin 
on calcium transport following an in vitro digestion simulating that of the stomach and the small 
intestine. The rat experiments showed no differences in the availability of calcium from the milk 
mineral isolates MM-0525 and MM-1217 and CaCO3 given at the same level, while the calcium 
level influenced other processes like the protein utilization from the feed. The human experiments 
revealed no differences in calcium absorption from bread fortified with MM-1217 and CaCO3, 
while the absorption from MM-0525- was significant lower than from CaCO3-fortified bread. The 
influence of calcium on iron absorption was elucidated in a 4 × 4 days whole diet experiment with 
following periods, a basal diet with low calcium (224 mg Ca/day), the basal diet + 3 x 1 glass of 
milk (826 mg Ca/day), the basal diet fortified with calcium lactate (802 mg Ca/day), and the basal 
diet fortified with MM-0525 (801 mg Ca/day). No significant differences were observed between 
these 4 periods (P>0.3). 
 
Conclusion  
No favorable effects of calcium fortification with milk mineral isolates compared to CaCO3 were 
observed, neither in human nor in rat experiments. A tendency to the opposite was observed in the 
human studies with fortification of bread, where milk mineral isolates seem to protect phytic acid 
against degradation during fermentation of the dough. CPP had no positive effect on calcium ab-
sorption following addition to infant rice-based cereal. Osteopontin had no effect on calcium trans-
port across Caco-2 cells monolayer following in vitro digestion with pepsin or with pepsin + 
pancre-atin. CaCO3 did not inhibit iron absorption in Caco-2 cells. No inhibition of iron absorption 
from a whole diet consumed as four 4-d diets in a randomized crossover design. Consequently, 
there is no reason to preserve the Swedish recommendations of not drinking milk to the main meals. 
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Baggrund 
 
På trods af den generelle høje indtagelse af kalcium i Danmark, er visse befolkningsgrupper i risiko 
for at få for lidt kalcium (1). Blandt børn, der kun indtager en ringe mængde eller slet ingen mælke-
produkter, ses en kalciumindtagelse, som ligger betydeligt under det anbefalede (1,2). Disse anbe-
fales at tage kalciumtilskud (1). Gravide kvinder, der ikke indtager mælkeprodukter er ligeledes i ri-
siko for utilstrækkelig kalciumindtagelse pga den store mængde kalcium, som kræves til opbygning 
af fosterets knogler. Samtidig er det alment anerkendt, at en høj kalciumindtagelse mindsker risi-
koen for osteoporose hos postmenopausale kvinder (1,3). Et alternativ til indtagelse af kalciumsup-
plementer kunne være kalciumberigelse af udvalgte basislevnedsmidler eller funktionelle kalcium-
berigede levnedsmidler (”functional foods”) til specifikke befolkningsgrupper. 
I modsætning til et flertal af andre europæiske lande er det i Danmark ikke tilladt at berige kosten 
med kalcium. Som kalciumkilde ved berigelse benyttes ofte kalciumsalte som –karbonat og –
phosphat. Der er udført få studier over biotilgængeligheden af kalcium fra kalciumberigede 
levnedsmidler. Kalciumabsorption fra kalcium-citrat-malat beriget appelsinjuice er fundet bedre end 
fra mælk (4), og van Dokkum et al. fandt høj kalciumabsorption fra ost fremstillet således at kal-
ciumtabet fra vallen var minimaliseret (5). Kalciumberigelse af juice har herhjemme været foretaget 
med en mælkemineralblanding, der deklareres som levnedsmiddelingrediens. Da kalcium fra mæl-
keprodukter vides at have en høj biotilgængelighed (6), er det også muligt at kalcium absorberes til-
svarende godt fra fødevarer beriget med mælkekalcium. Indholdet af diverse bioaktive proteiner og 
peptider er en af de mulige forklaringer på den høje tilgængelighed af flere mineraler fra mælk 
(7,8). Mælkemineralblandinger indeholder proteiner og peptider primært stammende fra vallepro-
tein, idet kasein, der udgør 80% af mælkeprotein, er separeret fra. Det er vist at kasein kan binde 
visse mineraler, hvilket formodentlig er en af årsagerne til, at modermælk har en højere biotilgæn-
gelighed af bl.a. kalcium, jern, zink, kobber og mangan end komælk (9,10), idet modermælk kun 
indeholder 40% kasein. 
Mælkemineralblandinger indeholder en række andre mineraler end kalcium, hvoraf flere er særdeles 
vigtige for knoglerne (zink, magnesium og visse ultra-sporelementer),  og som endvidere kunne 
tænkes at give en bedre balance i mineralabsorptionen end berigelse med rene kalciumsalte. Her 
tænkes specielt på den negative virkning, man har fundet af kalcium på jernoptagelsen (11), som 
har ført til, at man i Sverige anbefaler, at børn indtager mælk udenfor hovedmåltiderne. 
De teknologiske fordele i form af bedre suspendérbarhed/stabilitet i en fødevare samt det ernæ-
ringsmæssige potentiale af mælkemineralet kunne gøre dette at foretrække frem for rene kalcium-
salte. Det er dog vigtigt i forbindelse med næringsstof- og sundhedsanprisninger at have dokumen-
tation herfor, dels på grund af det formodede krav til dokumentation for bl.a. biotilgængelighed fra 
myndighedernes side (12), dels fordi en lav tilgængelighed fra et beriget levnedsmiddelville være 
vildledning af forbrugeren. 
Til belysning af mælkemineralers potentielle anvendelighed indenfor human ernæring, er det essen-
tielt at anvende humanforsøg. En nøjagtig beskrivelse af virkningsmekanismer og kinetikken i ab-
sorptionen, hvilket kan føre til en mere grundlæggende forståelse af den humane mineralmetabo-
lisme, vanskeliggøres dag fordi talrige parametre påvirker intestinal iontransport, motilitet og blod-
gennemstrømning. In vitro undersøgelser derimod – om end artificielle – tillader præcise bestem-
melser under veldefinerede omstændigheder samt manipulationer med cellulære kontrolmekanis-
mer, som vanskeligt kan udføres in vivo. Caco-2 celler er afledt fra et humant colon adenocarcinom. 
Under specifikke vækstbetingelser prolifererer og differentierer disse humane cancerceller som 
epithelceller fra tyndtarmen (enterocytter, jejunocytter) med disses karakteristika såvel enzymatisk, 
elektrofysiologisk som på receptorniveau. Caco-2 celler dyrket i monolag er en velegnet model til 
studier af de basale mekanismer for absorption og transport af næringsstoffer, herunder mineraler, i 
den humane tyndtarm (13). Samtidig med at man ser på selve absorptionen af kalcium fra en given 
kilde, er det relevant også at undersøge påvirkningen af knogleopbygning/nedbrydning. Idet rotters 
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kalciummetabolisme svarer til menneskets, giver måling af knoglernes mineraliseringsgrad og 
komposition samt analyse af relevante mineraler for knogleopbygning i rotter efter langtids-balan-
ceforsøg relevante supplerende oplysninger. 
En kombination af human absorptionsforsøg, balanceforsøg i rotter samt kinetiske studier i en hu-
man tarmcellekultur vil således give et bredt billede af den ernæringsmæssige betydning af mælke-
mineral set i forhold til gængse uorganiske salte. 
 
 
Resultater 
 
Caco-2 celle forsøg 
Absorptionsforsøg med Caco-2 celler udføres i to forskellige systemer. Det første er et tre kom-
partmentsystem bestående af et apikalt-, et celle- og et basolateralt kompartment. Dette system an-
vendes til undersøgelse af jern-kalcium interaktion. I det andet system (15) indføres et kompartment 
mere apikalt adskilt af en dialysemembran således at der undgås kontakt mellem cellerne og enzy-
mer fra fordøjelsesprodukter, der tilsættes systemet (se figur 1).Dette sidstnævnte system er et 
nyudviklet system, der anvendes til undersøgelser af osteopontin’s virkning på 
kalciumabsorptionen. 
 
 

Basolateral 
compartment 

Caco-2 cells 

“Test meals” with radioisotopes 

Add 14C-Mannitol 

Pepsin digestion 
pH 2, 1h, 37°C 

Transwell 
membrane 

Dialysis membrane 

Pancreatin-bile 
digestion 

pH 6.5, 2h, 37°C 
Peptic digest 

pH 5.5, 2h, 37°C 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figur 1. 

Det nyudviklede “three-tier system” til undersøgelse af absorption og transport i Caco-2 celler. Fordøjelsesproduk-
terne er adskilt i en gastrisk og en gastrisk-tyndtarmsfase. 14C-mannitol tilsættes som en non-absorberbar markør. 

 
 
Jern-kalcium interaktion 
Caco-2 celle forsøg viste ingen forskel i absorptionen af kalcium fra brød beriget med henholdsvis 
MM-0525, MM-1217 og CaCO3, hvorfor der forsættes med anvendelse af CaCO3 beriget brød til 
undersøgelserne af en mulig kalcium-jern interaktion. Som det ses af figur 2 var der ingen hæmning 
af jernabsorptionen ved tilstedeværelse af kalcium, hverken fra gastrisk fordøjelse med pepsin eller 
fra gastrisk-tyndtarms fordøjelse med pepsin + pancreatin. 
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 Figur 2. 

Totalabsorption af Fe (optagelse i cellerne + transport til det basolaterale kompartment) fra brød beriget med 
CaCO3 og henholdsvis 50 og 100 µM jern. Venstre side af figuren viser optagelse efter gastrisk fordøjelse, mens 
højre side viser optagelse efter fordøjelse der simulerer mavens + tyndtarmens fordøjelse.  

 
 
Osteopontin’s virkning på kalciumabsorption 
Oseteopontin’s virkning på kalciumoptagelse og -transport i Caco-2 celler med anvendelse af ”3- 
tier system” (figur 1). Udfra koncentrationen af osteopontin i mælk og tyndtarmens overflade 
skønnes en rimelig koncentration at være ca. 6 µg/mL. Der udføres derfor dosis-respons forsøg over 
et koncentrationsområde på 2 dekader fra 1 µg/mL til 100 µg/mL for ikke at overse en mulig effekt. 
Der fandtes ingen effekt af osteopontin i det nævnte område på kalciumtransporten i Caco-2 celler, 
hverken efter fordøjelse med pepsin eller efter fordøjelse med pepsin og pancreatin (figur 3). Den 
manglende effekt kunne skyldes at osteopontin kun i ringe grad nedbrydes af de anvendte enzymer 
og derfor ikke kan passere dialysemembranen. 
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Figur 3. 

A. Dosis-respons for osteopontin’s virkning på kalciumtransport over Caco-2 celler efter gastrisk fordøjelse med 
pepsin. Der fandtes ingen forskelle i et koncentrationsområde over 2 dekader.    
B. Dosis-respons for osteopontin’s virkning på kalciumtransporten over Caco-2 celler efter fordøjelse med pepsin + 
pancreatin. Der fandtes ingen forskelle indenfor et koncentrationsområde over 2 dekader. 
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Rotteforsøg 
I rotteforsøg blev tilgængeligheden af kalcium fra tre kalciumkilder (MM-0525, MM-1217 og 
CaCO3) undersøgt. Forsøget blev udført som balanceforsøg, hvor dyrenes foder (som understøtter 
maksimal vækst) blev suppleret med de nævnte kalciumkilder. Der blev ikke påvist forskelle i til-
gængeligheden af kalcium fra de 3 kilder, når de tildeles på samme niveau. Kalciumniveauet i fode-
ret indvirkede derimod på mange af de andre undersøgte processer i stofomsætningen, herunder 
proteinudnyttelse fra foderet, total mineral- (aske-) absorption, fraktionel kalciumabsorption og re-
tention. Højere kalciumindtagelse resulterede i kraftigere knoglebygning, generelt øget mineralise-
ring af knoglevæv, men reduceret indhold af magnesium og zink i knoglerne.  
 
Humanstudier 
Humanstudierne af kalciumabsorptionen blev udført som enkeltmåltidsforsøg med anvendelse af 
brød beriget med mælkemineral MM-0525, MM-1217 eller CaCO3. Et andet studie undersøgtes 
virkningen af henholdsvis 0, 0.5 og 1 gram CaseinPhosphoPeptid (CPP) på kalciumabsorptionen fra 
et grødmåltid. Begge studier blev udført i et randomiseret overkrydsnings design, hvor de enkelte 
måltider var mærket med 47Ca. Undersøgelsen af jern-kalcium interaktionen blev udført som 4-da-
ges fuldkostforsøg med 4 forskellige måltider: Et kontrolmåltid samt kontrolmåltidet suppleret med 
samme mængde kalcium fra henholdsvis mælk, mælkemineral MM0525 og kalciumlaktat. Alle 
måltider var mærket 59Fe til samme specifikke aktivitet. Absorptionen af de radioaktive isotoper 
blev målt ved helkropstælling på Rigshospitalet. 
 
Kalciumberiget brød 
Kalciumabsorptionen  blev målt hos 9 præmenopausale og 16 postmenopausale kvinder (figur 4). 
Enkeltmåltidsstudier var baseret på brød beriget med henholdsvis mælkemineralerne MM-0525 og 
MM-1217 samt CaCO3, mens heldags kostforsøg var baseret på brød beriget med MM-0525 og 
CaCO3. Kalciumabsorptionen hos præmenopausale kvinder var signifikant lavere (p<0.05) fra brød 
beriget med MM-0525 end fra brød beriget med CaCO3, mens brød med MM-1217 medførte en 
aritmetisk, men ikke signifikant, lavere kalciumabsorption sammenlignet med CaCO3. 
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 Figur 4. 
 A. Den procentvise absorption af kalcium hos præmenopausale kvinder i et enkelt måltids studie med brød beriget 

med MM-0525 (166 mg Ca), MM-1217 (141 mg Ca) og CaCO3 (kontrol, 150 mg Ca). Mean±SD, N=10. Forskel-
lige bogstaver indicerer signifikant forskel (P<0.05). 

 B. Den procentvise absorption af kalcium hos postmenopausale kvinder i et enkeltmåltids- og heldags kostforsøg 
med brød beriget med CaCO3 og MM-0525 (150 og 166 mg Ca samt 300 og 332 mg Ca for henholdsvis enkelt 
måltids- og heldags kostforsøg). Mean±SD, N=8 eller 16. 
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Hos postmenopausale kvinder fandtes ingen signifikant forskel ved sammenligning mellem MM-
0525 og CaCO3 (49.2±14.8% vs 57.6±15.1%, mean±SD, P>0.05). Absorptionen fra MM-0525 be-
riget brød var 32% lavere hos præmenopausale sammenlignet med postmenopausale kvinder 
(P<0.05), mens der ingen forskel fandtes mellem kalciumabsorptionen fra enkelt måltids- og hel-
dags kostforsøg med MM-0525 og CaCO3 hos postmenopausale kvinder. Måling af phytinsyreind-
holdet i brødet viste variation alt efter berigelsen, idet der fandtes et phytinsyreindhold (IP3-6, 
mg/100 g vådvægt) på henholdsvis 21, 58 og 48 efter berigelse med CaCO3, MM-0525 og MM-
1217. Det virker således som om mælkemineraler beskytter phytinsyren mod nedbrydning under 
hævning af dejen og at det kunne være forklaringen på den lavere kalciumabsorption med MM-
0525. 
 
Jern-kalcium interaktion 
Undersøgelsen af den mulige jern-kalcium interaktion er foretaget som måling af jernabsorptionen 
hos 14 unge kvinder i et 4 × 4 dages fuldkostforsøg med berigelse med forskellige kalciumkilder. 
De forskellige kostperioder bestod af en basiskost med lavt kalciumindhold (224 mg Ca/dag), ba-
siskost + 3 × 1 glas mælk (826 mg Ca/dag),  basiskost beriget med kalciumlaktat (802 mg Ca/dag) 
og basiskost beriget med MM-0525 (801 mg Ca/dag). Der fandtes ingen signifikant forskel mellem 
perioderne (P>0.3, figur 5). 
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 Figur 5. 

A. Procentvis absorption af jern hos 14 unge kvinder efter 4 × 4 dages fuldkostforsøg med henholdsvis en  kontrol-
periode (224 mg Ca/dag) og 3 interventionsperioder med høj kalcium (ca 800 mg Ca/dag) fra 3 forskellige 
kalciumkilder. Der er ingen signifikant forskel mellem perioderne (P>0.3)  
B. Absorptionsratioen  dvs jernabsorptionen i interventionsperioderne divideret med jernabsorptionen i kontrolpe-
rioden. Absorptionsratioerne er ikke forskellige fra 1 (P>0.15). 

 
 
CaseinPhosphoPeptiders (CPP) virkning på kalciumabsorption 
 
Optagelsen af kalcium fra 3 enkeltmåltider i 9 unge kvinder blev målt ved isotopteknik med anven-
delse af 47CaCl2. Hver kvinde fik 3 måltider (givet med minimum 7 ugers mellemrum) bestående af 
en børnegrød beriget med 1) 0 g CaseinPhosphoPeptid (CPP) 2) 0,5 g CPP eller 3) 1 g CPP. Da 
CPP indeholder kalcium, blev indholdet af kalcium i de tre forskellige testmåltider justeret til det 
samme niveau (420-454 mg) ved hjælp af CaCO3. Data viste, at den procentuelle absorption af 
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kalcium 30.9±11.3%, 30.5±13.4% og 27.9±9.2% ikke var forskellige(P>0.8, figur 6A) fra 
måltiderne med hhv. 0, 0,5 og 1 g CPP. Absorptionsforholdet beregnet som forholdet mellem 
interventionsmåltiderne og kontrolmåltidet var ikke forskellige fra 1, nemlig 1.07±0.51 and 
1.01±0.47 for måltiderne tilsat henholdsvis 0.5 og 1.0 g CPP Der var således ingen signifikant 
forskel (P=0.80) på absorptionen af kalcium fra de tre testmåltider (fig. 6B).  
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 Figur 6. 
 A. Den procentvise absorption af kalcium hos 9 unge kvinder efter indtagelse af børnegrød beriget med CaCO3, 0.5 

g CPP og 1 g CPP til samme niveau kalcium. Mean±SD, N=9. Der er ingen signifikant forskel (P>0.05).  
 B. Individuelle absorptionsforhold for grød beriget med henholdsvis 0.5 og 1 g CPP beregnet i forhold til kon-

trolmåltidet. Gennemsnittet er ikke forskelligt fra 1. 
 
 
Konklusion 
Der blev ved de udførte forsøg ikke påvist nogen gunstig virkning af mælkemineraler til kalciumbe-
rigelse sammenlignet med CaCO3, men snarere en tendens til en ugunstig virkning ved berigelse af 
brød, hvor mælkemineralet tilsyneladende beskyttede phytinsyren mod nedbrydning under hævnin-
gen af dejen. CPP havde ingen positiv effekt på kalciumabsorptionen ved tilsætning til børnegrød. 
Osteopontin havde ingen virkning på kalciumtransporten i Caco-2 celler efter in vitro fordøjelse 
med pepsin og pepsin + pancreatin. Det blev i fuldkostforsøg over 4 dage vist at kalcium fra mælk, 
MM-0525 og kalciumlaktat ikke havde nogen negativ indvirkning på jernoptagelse, som det ellers 
er vist i enkeltmåltidsstudier. I konsekvens heraf er der ikke grund til at opretholde den svenske an-
befaling om ikke at drikke mælk til hovedmåltiderne. 
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