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W badaniach eceniano przydatnosé thuszezu mlecznego krow rasy czerwono-bialej, kéz rasy
bialej uszlachetnionej oraz owiec rasy fryzyjskiej i polskiej owey gorskiej pod katem wzbo-
gacania go w bioaktywne izomery kwasu linolowego (CLA) i oleinowego (VA). Badania mig-
dzygatunkowe wykazaly, ze najbardziej efektywnym tuszezem byl tluszez mleczny owiec,
Charakteryzowal sie on najwyisza zawartoscia icomerdow CLA (2,2%) i VA (5,2%) oraz
najwyzszym wspélczynnikiem odzysku (stosunkiem 9¢,11:C18:2/9cC18:1), wynoszgcym 9,25.
Z kolei Huszcz mleka krowiego zawierat 1,0% CLA i 3,1% VA, za$ wspélceynnik odzysku
wynosil 4,75. Najniisza przydatnodcia do wzbhogacania charakteryzowal si¢ natomiast thuszcz
mleka koziego, zawierajacy w swoim skladzie 0,8% sprz¢zonych dienéw kwasu linolowego i
0,9% kwasu wakcenowego oraz posiadajacy wspélezynnik odzysku rowny 4,5. Z kolei po-
réownanie miedzyrasowe w obrebie owiec wykazalo, ze wiecej izomeréw kwasu linolowego
(CLA) i oleinowego (VA) oraz wyiszy wspilczynnik odzysku mial tuszez mleka polskiej owey
gorskiej, edpowiednio: 2,4%, 5,3% i 10,7, niz owcy fryzyjskiej, kolejno: 2,0%, 5,1 % oraz 8,0.
Lepsza przydatnoéé thiszezu mlecznego, charakteryzujacego sie wyzszy zawartoscia izome-
réw kwasu linolowego (CLA) i oleinowego (VA) oraz wyZszym wspdlczynnikiem odzysku, do
wzhogacania go w bicaktywne izomery potwierdzona zestala w badaniach metoda krystali-
zacji z mocznika i ekstrakeji dwutlenkiem wegla w warunkach nadkrytycznych,

SLOWA KLUCZOWE: tluszez mleczny przezuwaczy / kwasy tluszczowe / wzbogacanie
w bioaktywne izomery CLA i VA

*Praca zostala wykonana w ramach projektu badawczego 3 T0IB 059 26 finansowanego
przez Komitet Badan Naukowych.
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Okreslenie CLA (ang. conjugated linoleic acid) dotyczy rodziny izomeréw kwasu
linolowego C18:2 zawierajacych uklady wigzan sprzezonych, a zwlaszeza 9¢,11¢ i
101,12¢. W sposéb naturalny izomery te, a zwlaszcza izomer 9¢,111C18:2, powstaja
w zwaczu jako pdlprodukty w procesie biouwodornienia kwasu linolowego,
9¢,12¢C18:2, wobec izomerazy linolowej z Butyrivibrio fibrisolvens. Izomer 9¢,117
moze réwniez powstawaé w procesic desaturacji kwasu wakcenowego 11/C18:1 wobec
desaturazy A9. Na rysunkach 1 i 2 przedstawiono wzory przestrzenne kwasu linolowego
9¢,12¢ i jego izomeru 9¢c,11¢ oraz kwasu oleinowego 9¢C18:1 i jego izomeru 11:C18:1
(kwasu wakcenowego).

_ kwas linolow izomer kwasu linolowego (CLA
96126082 " jngieic acid Y 9"-1"(:1512'isomeroflincl;leicacideg Lk

Rys. 1.Wzory przestrzenne kwasu linolowego i jego izomeru 9¢,11¢
Fig. 1. Spatial models of linoleic acid and its isomer 9¢,11z

_ kwas oleinowy _kwas wakcenowy (VA)
9 Crat ~ ygic acid 14tC1e1 - occenic acid

Rys. 2. Wzory przestrzenne kwasu oleinowego i jego izomeru — kwasu wakcenowego
Fig. 2. Spatial models of oleic acid and its isomer — vaccenic acid

W ostatnim dwudziestoleciu znacznie wzrosto zainteresowanie izomerami CLA.
W badaniach in vitro i in vive stwierdzono bowiem ich aktywno$¢ w hamowaniu roz-
woju komdrek nowotworowych sutka, piersi, zoladka, okrgznicy, bialaczki i skory [1,
5,6, 9, 10, 16]. Ponadto wykazano, ze izomery te, a zwlaszcza 10t,12c, redukuja udziat
tkanki tuszczowej nie powodujgc jednoczesnie zmnigjszenia masy migsniowej, co
wykorzystuje si¢ w terapii otylosci.

Zawarto$¢ izomeru kwasu linolowego 9¢,11/C18:2, stanowigcego w tluszczu
mlecznym ponad 95% sumy wszystkich izomeréw kwasu linolowego, charakteryzuje
si¢ znaczna zmiennoéciag gatunkowa, wynoszaca od 0,8% w thuszczu mleka koziego do
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nawet 2,6% w tluszczu mleka owczego [2, 4, 7, 11, 12, 13, 14]. Okazuje sie jednak, ze
ilo§¢ ta jest niewystarczajaca, aby tluszez mleczny wykazywat wiadciwosci przypisy-
wane izomerom kwasu linolowego, gtéwnie izomerowi 9¢, 1 11C18:2, tym bardziej, ze
zawiera on réwniez w swoim skladzie znaczne ilosci (od 54% do 68%) aterogennych
nasyconych kwaséw tluszczowych [2, 3, 4, 7, 8, 13]. W zwigzku z tym opracowano
metode zwigkszania zawartoéci bioaktywnych izomeréw kwasu linolowego (CLA)
w tluszczu mlecznym, jednoczeénic usuwajac niepozadane nasycone kwasy tluszezowe
[14, 16]. Surowcem w tej metodzie sa kwasy tluszezowe tluszczu mlekowego, z ktdrych
usuwane s $redniolaiicuchowe nasycone kwasy tluszczowe (C12 - C18) w operacji
krystalizacji z mocznikiem, a krétkolaficuchowe nasycone kwasy thiszczowe (C4 —
C10) usuwane s3 metoda ekstrakcji plynem w stanie nadkrytycznym (Supercritical
Fluid Extraction). Waznym aspektem tego procesu jest Jjako$¢ zastosowanego surowca,
czyli ttuszczu mlecznego.

Celem pracy byto zbadanie skladu kwas6w tuszczowych ttuszczu mlecznego po-
chodzgcego od réinych gatunkéw przezuwaczy, tj. owiec, kréw i kéz, pod katem jego
przydatnosci jako surowca do otrzymywania preparatow wzbogaconych w bioaktywne
izomery kwasu linolowego (CLA) i oleinowego (VA).

Material i metody

Badania prowadzono w latach 2000-2004. Eacznie oceniono 500 prob thuszezu
mlecznego wyckstrahowanego z mleka owiec rasy fryzyjskiej i gorskiej, kréw rasy
czerwono-bialej oraz kéz rasy biatej uszlachetnionej (wszystkie obickty potozone byly
na terenie woj. dolno$laskiego).

Mileko pochodzito z okresu zywienia letniego (pastwisko). Thuszez z mleka oddzie-
lano na wysokoobrotowej wirdwee i chromatograficznie oznaczano skiad jego kwaséw
tluszczowych. W dalszym etapie tluszez poddano procesowi alkalicznej hydrolizy, sto-
sujac wodorotlenek sodu [14]. Sole sodowe kwasow thuszczowych przeprowadzano
w wolne kwasy tluszczowe, stosujgc alkoholowy roztwér kwasu cytrynowego. Wolne
kwasy tluszczowe z roztworu wydzielano przez odstawanie, dodajac do uktadu heksan.
Otrzymane w ten sposéb kwasy tluszczowe poddawano procesowi krystalizacji z mocz-
nika. W tym celu kwasy tluszczu mlecznego rozpuszczano w alkoholowym roztworze
mocznika (alkohol etylowy + metylowy) i pozostawiano do krystalizacji w temperatu-
rze ok. 5°C. W warstwie cieklej, po odfiltrowaniu krysztaléw mocznika z kwasami
nasyconymi, usuwano rozpuszczalniki przez odparowanie, przy uzycive wyparki proz-
niowej, a pozostaty frakcje ttuszczows analizowano.

Skiad kwaséw ttuszczowych oznaczano w Instytucie Chemii Przemystowej w War-
szawie, metoda chromatografii gazowej; aparat wyposazony w detektor FID, kolumna
Sil 88 dt. 50 m, gaz nosny - hel, temperatura: detektora 250°C, dozownika 150°C.
Identyfikacjg sktadnikéw wykonywano przez poréwnanie ich czaséw retencji z czasami
retencji wzorcéw oraz wykorzystujac technikg spektrometrii masowej. Analize iloécio-
w3 wykonywano stosujagc metodg wzorca wewngtrznego.
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Wyniki i dyskusja

W tabeli 1 przedstawiono profil kwasdw ttuszezowych tluszezu mleka kréw, kéz
i owiec. W przypadku owiec skiad kwaséw tuszczowych wyliczono na podstawie wy-
nikow chromatografii, uzyskanych dla dwdch ras — [ryzyjskie) i polskiej owey gorskiej.

Tabela 1 -Table 1
Profil kwasow Huszezowych (%) thuszezu mlecznego roznych gatunkdw przezuwaczy
Fatty acid composition (%) of milk fat of different ruminants

Kwausy tuszczowe Gatunek — Species

Fatty acids krowa - cow koza - goat owca — sheep

Nasycone

Saturated
C4 10 1.8 31
Ch 1.4 1.2 1.6
C8 0.6 18 1,1
C4-C8 2.6 4.8 5.8
Cl10 31 4.9 38
Cl12 39 4.0 25
Cl4 1.3 12,2 86
Cl0-Cl4 18.3 21,1 14,9
Cl5 1.1 09 1.3
Clé 28.8 287 237
Cct? 1.0 0.4 1.0
CL8 12.7 10,3 124
Ct6 + Clg 41,5 300

Jednonienasycone

Muonounsaturated
9eCl8:1 18,9 17.8 21,6
10cC18:1 = - 0.3
114C18:1 (VA) 3 0,9 52

Wiclonienasycone

Polyunsaturated
9¢,12cCi8:2 1.8 1.4 1.8
izomery CI1%:2 ok. 1,0 0,7 ok. 1.8
96,1 14C18:2 (CLA} 0,9 0,8 20
104,12¢C18:2 (CLA) 0,1 <0,1 0,2
9e,12¢,15:C18:3 + C20:0 [ 2.1 1.3

Na podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzono, Ze najwyzsza zawartofcia
izomerdw kwasu linolowego (CLA) i wakcenowego (VA) charakteryzowal sig thuszez
mleka owczego, odpowicdnio: ok. 2,2% i ok. 52% (tab. 1). Tluszcz ten zawieral
rowniez najwigcej kwasdw ttuszezowych nienasyconych — ok, 34,4% (w tym: 27,1%
jednonienasyconych i 7,3% wiclonicnasyconych) oraz najmnicj kwaséw tiuszczowych
nasyconych — ok. 60,7% (tab. 1). Z kolei ttuszcz mleka krowiego zawierat ok. 1,0%
izomerow kwasu linolowego i ok. 3,1% izomeréw kwasu oleinowego oraz ok. 64,5%
kwasow tluszczowych nasyconych i 27,2% kwasow tluszczowych nienasyconych (jed-
nonicnasycone ok. 22,7%; wiclonienasycone ok. 5,2%) — tab. 1. Najnizszg zawartoscig
izomeréw CLA i VA charakteryzowal sig natomiast tluszez mleka koziego, odpowied-
nio: 0.8% i 0,9%. Thuszcz mleka koziego zawieratl ponadio najnizszy udzial kwasow
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ttuszczowych nienasyconych — ok. 24,2% (18,7% jednonienasycone; 5,5% wieloniena-
sycone} i najwyzszy nasyconych — ok. 66,2% (tab. 1).

Metoda krystalizacji z mocznika w znaczacy sposéb mozna w thuszczu wyekstra-
howanym z mleka zmniejszy¢ udzial kwasow tluszczowych nasyconych. Pozostaja
wtedy gfownie kwasy tluszczowe nienasycone, przede wszystkim zaé kwas oleinowy
CI18:1. Aby zatem vuzyskaé, po krystalizacji z mocznika, bicaktywny preparat Huszczo-
wy o maksymalnej koncentracji CLA, najwitasciwszym wydaje sig wybdr tluszezu
o najwyzszym stosunku 9¢ 1 11C18:2 do 9¢Cl18:1. W niniejszych badaniach najwyzszym
wspolczynnikiem tych dwéch kwasow ttuszczowych charakteryzowat sig thuszez mleka
owczego - 9,25, a nastgpnie mleka krowiego — 4,75, natomiast najnizszym tluszcz
mleka koziego —~ 4,5 (tab. 2).

Tabhela 2 - Table 2
Wspdtezynniki odzysku dla ttuszezu mleka réznych gatunkow przezuwaczy
Recovery coefficient for milk fat of different ruminants

Rodzaj thuszezu Wspdtezynnik odzysku
Type of fat Recovery coefficient
Owcezy - Sheep 928

Krowi — Cow 475

Kozi — Guat 4.50

. zawartosé 9¢,11/C18:2
Wspotezynnik odzysku = x 160
zawartodé 9¢Cl8: 1

i content 9.1 IC18:2
Recovery coefficient = x 100
content YeCES8:]

W tabeli 3 przedstawiono skiad kwasow ttuszezowych ttuszezu mlecznego owiec
rasy {ryzyjskiej i polskiej owcy gorskicj. Wyzszg zawartodciy izomeréw kwasu linolo-
wego (CLA) i oleinowego {VA) — odpowicednio o 22 i 4 jednostki procentowe — cha-
rakteryzowat sig tluszcz micka polskiej owey gorskiej. Zawieral on réwniez o 2,2 jedn,
proc. wigcej kwasdw tluszezowych nasyconych oraz o 5,4 jedn. proc. mnigj kwasow
ttuszczowych nienasyconych. Tluszez mleka polskiej owcy gorskiej charakieryzowat
si¢ ponadto wyzszym wspotczynnikiem odzysku, wynoszacym 10,7, niz tluszcz mleka
owcy fryzyjskiej — 8,0 (tab. 4).

Rozna zawarto$é izomeru 9¢,11/C18:2 w substracie wyjSciowym, tzn. thuszczu
mlecznym, pozwala na uzyskiwanie roZnego stopnia wzrostu jego koncentracji. Dla
ttuszczu o niZszej zawartosci izomeru 9¢, 11 uzyskano wyzszy, 3,7-krotny stopien jego
wzbogacenia w ten izomer, . z 0,7% do 2,6%, natomiast dla tluszczu o wyiszej za-
wartodci — 2.5-krotny, j. z 2,6% do 6,6%. Istoinym elementem, oprocz zawartosci
izomeru 9¢,11/C18:2, byla réwnici zawartos¢ pozostatych kwasow tiuszczowych. Jako
korzystniejszy nalezy przyja¢ uktad wysokiej zawartodci izomeru 9¢,1 1t przy jedno-
czednie maksymalnej zawarto$ci nasyconych kwasdow tluszczowych. Metoda krystali-
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Tabela 3 - Table 3

Profil kwaséw tluszczowych (%) thuszezu mieczne
Fatty acid composition (%) of milk fat of Friesian

g0 owiec 1asy fryzyjskiej i polskiej owcy gérskiej

Sheep and Poiish Mountain Sheep

Kwasy tluszczowe

Rasa — Breed

Fatty acids fryzyjska polska owca gérska
Friesian Sheep Polish Mountain Sheep

Nasycone

Saturated
C4 14 3,7
Ceé 14 1,8
Ccs 0,7 1.4
C4-C8 3.5 6.9
Clo 33 4.3
Ci2 29 2,1
Cl4 8,2 2.2
Clo-Cl14 144 15,6
Cis 1.3 1,3
Cle 26,9 24.5
Cl17 0.9 1,1
cis 12,9 11,8
Cl6 + C18 39.8 36,3

Jednonienasycone

Monounsaturated
9cC18:1 225 20,7
10eC18:1 0,3 0.3
1UCI8:1 (VA) 5,1 53

Wielonienasycone

Palyunsaturated
9¢,12¢C18:2 1,7 1,9
izomery C18:2 ok. 2,0 ok. 2,0
9¢,114C18:2 (CLA) 1,8 22
104,12cC18:2 (CLA) 02 02
9¢,12¢,15¢C18:3 + C20:1 1,7 0.9

Tabela 4 - Table 4

Wispdlczynniki odzysku dla tluszczu mleka owiec ras
Recovery coefficient for milk fat of Friesian Sheep a

y fryzyjskiej i polskicj owcy gorskiej
nd Polish Mountain Sheep

Rasa owiec
Breed of sheep

Wspblczynnik odzysku

Recovery coefficient

Fryzyjska

Friesian

Polska owca gérska
Polish Mountain Sheep

zacji z mocznika uzyskano znaczne zmniejszenie zawartosci kwasdw thuszczowych
nasyconych, powodujgc tym samym wzrost kwasow tluszczowych nienasyconych,
przede wszystkim za§ kwasu oleinowego.
Zatem, w celu uzyskania preparatu o maksymalnie duzej zawartosci bioaktywnego
skiadnika 9¢,11¢, nalezy wybraé ttuszcz charakteryzujacy si¢ mozliwie najwyzszym
wspétczynnikiem odzysku, tzn. stosunkiem izomeru 9¢,117 do kwasy oleinowego,
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Potwierdzeniem tego byty badania z ttuszczem mlecznym owiec o 1,9% zawartodci
izomery 9,11t i wspotczynniku odzysku 12,5 oraz z tluszczem o 2,6% zawartodci
9¢,11¢ i wspolczynniku odzysku 11,4, W wyniku procesu krystalizacji z mocznika,
z thuszczu o nizszej zawartodci izomeru 9¢,11¢ (1,9%) i wyzszym wspolczynniku od-
zysku (12,5) uzyskano preparat zawierajacy 9,5% tego izomeru, natomiast z ttuszezu o
wyzszej zawartoéci izomeru 9¢,11{¢ (2,6%) i nizszym wspotezynniku odzysku (11,4) —
tylko 8,2%. Z kolei w wyniku dwustopniowego procesu modyfikacji tluszczu mleczne-
80, a wigc krystalizacji z mocznika i ekstrakcji w warunkach nadkrytycznego dwutlen-
ku wegla [14, 17), uzyskano bioaktywny preparat o zawarto$ci izomeru 9c, 11t powyiej
15% i kwasu wakcenowego 11/C18:1 powyiej 8%,

Podsumowujac wyniki przeprowadzonych badan nalezy stwierdzic, ze dzigki opra-
cowanej metodzie wspélczynnika odzysku, juz na podstawie chromatografii skladu
kwasow thuszczowych mozna ocenié przydatnosé thuszezu do procesu wzbogacania go
w bioaktywne izomery. W niniejszych badaniach najlepsza przydatnoscia do procesu
wzbogacania w bicaktywne izomery kwasu linolowego (CLA) i oleinowego (VA) cha-
rakteryzowat si¢ tluszcz mleka owczego, nastgpnie mleka krowiego, a najnizszg —
mleka koziego. W grupie owiece lepsza efektywnodeiy charakteryzowat si¢ tluszcz mle-
ka polskiej owcy gérskiej niz owcy fryzyjskiej, Zastosowanie opracowanego sposobu
doboru tluszczu mlecznego, polegajacego na okregleniu wspdiczynnika odzysku, a wiec
stosunku 9¢,11¢C18:2 do 9¢Ci8:1, pozwolito na uzyskanie na bazie thuszczu mleka
OWcCzZego, przy zastosowaniu tylko metody krystalizacji z mocznika, preparatu 0 9,5%
zawartosci bioaktywnego skladnika — izomeru 9¢,111C18:2.
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Milk fat as a source of bioactive isomers
of linoleic (CLA) and oleic (VA) acids

Summary

In the research the usefulness of milk fal from Red-and-White cows, Polish White Improved
goats and sheep of Friesian and Polish Mountain breed was assessed in aspect of its enrichment in
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bioactive isomers of linoleic (CLA) and oleic (VA) acids. Interspecies research have showed that
the most effective was sheep milk fat. It was characterised by the highest content of CLA and VA
isomers (2.2% and 5.2%. respectively) and the highest recovery coelficient (9¢,1 16C18:2/9¢C18:1
ratio) — 9.25. The content of CLA and VA in cows’ milk fat was 1.0% and 3.1%, respectively, and
the recovery coefficient was 4.75. The lowest suitability for the enrichment was characteristic of
goats” milk fat that had 0.8% of conjugated dienes of linoleic acid, 0.9% of vaccenic acid and the
recovery coefficient of 4.5, The interbreed comparison within the sheep has showed that more
isomers of linoleic (CLA)Y and oleic (VA) acid and the higher recovery coefficient had fat of Polish
Mountain Sheep, respectively 2.4%, 5.3% and 10.7 compared to Friesian sheep: 2.0%, 5.1% and
8.0. The better suitability of milk fat, characterised by higher linoleic (CLA) and oleic (VA) acids
isomers’ content and higher recovery coefficient, for its enrichment in bioactive isomers was
confirmed in the study, using cristallization method from urea and extraction with carbon dioxide
in supercritical conditions.
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