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Celem pracy byla préoba okreslenia zawartosci rézmych grap izomerow CLA, w tym ¢9,t11
w mleku owczym. Badania przeprowadzono na trzech rodzimych rasach owiec: merynosie
polskim (MP), owcy pomorskiej (OP) i polskiej owcy gérskiej (POG). Proby mleka pobrano
od 30 maciorek (10 dla kaidej rasy) w wieku 3-4 lat, w czwartym tygodniu laktacji. Izomery
CLA oznaczono wykorzystujac argentometryczng chromatografie cieczows (Ag+-HPLC).
Najwigkszg zawarto$¢ izomeru ¢9,t11CLA ednotowano w mleku POG. Mleke MP réwnie
odznaczalo si¢ znacznym poziomem tego jzomeru (P<0,01) w poréwnaniu z owes pomorska.
Zawarto$¢ ogélnej sumy izomeréw CLA w thiszczu mleka byla najwigksza (P<0,01) u POG,
ale udzial giéwnego izomeru ¢9,t11 byl wigkszy u MP (79% vs. 67,5%). W mleku POG zna-
leziono wigcej (P<0,01) ttCLA i ceCLA. Izomery ct/tcCLA najwigksza wartos¢ wykazywaly
w odniesieniu do mleka MP. Najmniejszy udzial wszystkich grup izomeréw cc, tt, ct/tcCLA
stwierdzono w mleku owcy pomorskiej. Wszystkie gropy izomeréw CLA i izomer ¢9,¢11 byly
dodatnio (P<0,01) skorelowane z zawartoscia thuszczo w mleku, Dodatni zwigzek (P<0,05) z
zawartoScig bialka okreflono dla grupy ct/tcCLA, ¢9,¢11 i ogdlnej sumy CLA.

SLOWA KLUCZOWE: owce / mleko / izomery CLA

Stale rosnace zainteresowanie konsument6w zywnoscia o wysokiej wartosci odzywczej i
zwigkszonych walorach zdrowotnych uzasadnia podejmowanie prac badawezych w tym zakre-
sie. Do produktéw charakteryzujacych sig duzymi walorami zdrowomymi nalezy mleko owcze.
W poréwnaniu z mlekiem innych gatunkéw zwierzat gospodarskich jest ono najbogatszym #6-
diem bioaktywnych zwiazkéw, miedzy innymi izomeréw CLA [13]. Termin sprzgzony kwas li-
nolowy (conjugatet linoleic acid — CLA} odnosi sig do 28 izomeréw kwasu oktadienowego w cza-
steczkach, ktérych wiazania podwoijne sq rozdzielone tylko jednym wiazaniem pojedynczym.
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[stnieje mozliwoéé wystepowania czterech geometrycznych par izomeréw: cis, trans
(ct); trans, cis (10); cis, cis (cc), trans, trans (#9). Do najbardziej rozpoznanych nalezg izo-
Mery 2 grupy cis, frans i trans, cis, jak: ¢9,¢11 zwany kwasem Zwaczowym oraz +10,c12.
Pierwszy z nich wykazuje dziafanie antynowotworowe, antymiazdzycowe, immunoregu-
latorowe i antyoksydacyjne, drugiemu przypisuje si¢ role obnizania masy ciata, wykorzy-
stywana w zwalczaniu otylosci [6].

Wigkszos¢ badaf CLA w mleku owczym wykonywana jest za pomoca chromatografii
gazowej, gdzie kwas zwaczowy, z uwagi na najwicksza zawarto$¢, maskuje pozostale izo-
mery [10]. Wciaz nieliczne wykorzystanie innych technik pomiarowych, jak argentome-
trycznej chromatografii cieczowej (Ag"—HPLC), pozwala na okreslenie innych izomeréw
kwasu linolowego.

Celem niniejszej pracy byla proba okreslenia zawartosci réznych grup izomeréw CLA,
W tym ¢9,/11 w mleku owezym pochodzacym od wybranych rodzimych ras.

Material i metody

Proby mleka pobrano od 30 karmiacych maciorek 3 ras (po 10 dla kazdej rasy): me-
rynosa polskiego (MP) ze stada doswiadezalnego Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierzat
PAN w Jastrzebcu, owcy pomorskiej (OP) ze stada prywatnego z rejonu Kwidzyna i pol-
skiej owey gérskiej (POG) z indywidualnego stada w rejonie Nowego Targu.

Maciorki Zywiono zgodnie z zapotrzebowaniem, wedhug tradycyjnego systemu zywie-
nia maciorek karmiacych [12]. Byl to okres Zywienia zimowego. Maciorki MP ofrzymywa-
ty: siano fakowe, $rut¢ owsiana i kiszonke z kukurydzy; maciorki OP — siano lakowe, érute
owsiang i wyslodki buraczane, natomiast maciorki POG — sianokiszonke i otrgby pszenne,
Skiad chemiczny i wartosé pokarmowa skarmianych pasz przedstawiono w tabeli 1.

Wszystkie maciorki, od ktérych pobierano proby mleka byty w wieku 3-4 lat i w 4. ty-
godniu laktacji. Na 2 godz. przed pobraniem prob jagnieta oddzielono od matek, nastepnie
recznie pobierano 100 ml préby mleka. Kazda z nich podzielono na dwie czgsci, jedna po-
sluzyta do okreslenia skiadu chemicznego mleka, druga do oznaczenia izomeréw CLA.

W paszach oznaczono sucha mase, popiét surowy, biatko ogélne, tluszcz surowy oraz
wiokno surowe, zgodnie z procedura AOAC [2]. Zawartos¢ skladnikéw wyrazono w pro-
centach.

Sktadniki ogdine mleka: biatko, tluszcz, laktoza, sucha masa i sucha masa beztluszczo-
wa (wyrazone w procentach), oznaczono na aparacie Milkoscan FT-120 firmy Foss metodg
spektrofotometrii w podczerwieni.

Ekstrakeje thiszezu mleka przeprowadzono zgodnie z metoda Rove-Gotlicba [2]. Ana-
lizg wybranych kwasow thuszezowych (C18) wykonano metoda chromatografii gazowej
w ukladzie gaz—ciecz, stosujac chromatograf gazowy firmy Hawlett Packard 5890, wypo-
sazony w detektor FID i kolumne DB-23 (dhugoéé 60 m, érednica wewnetrzna 0,25 mm,
grubod¢ filmu fazy cieklej polarnej 0,25 um). Izomery CLA oznaczono wykorzystujac
chromatograf cieczowy (Waters 625 LC) i detektor fotodiododowy (DAD; model 996,
Waters) i profesjonalne oprogramowanie Millennium 32 (ver. 4.00). Izomery CLA w préb-
kach mleka analizowane na dwéch kolumnach jonowymiennych impregnowanych jonami
srebra (ChromSpher 5 pum Lipids: 250x4,6 mm: Chrompack), zabezpieczonych kolumng

354



00°8L tLL ¥E'0L 00°511 00°59 00°LY 9¢'16 006 ws BYNCLY

60°1 06'0 65°0 960 890 80 $6'0 LD ws Syl

9L Y 68°¢ £8°9 v’y 86°¢ 9L'9 9L'¢ (w's SN/} N

(o6} ysy

LE] 9T'T 769 89°% 05't £5°1 6£°9 08°s (%) Amouns jordoy

(%) 21qy sprug

6£°¢ S0'6 [AN:4 £6°L 0g'Ll 1Z'6 679 60°0z (24) amoIns oo

{%4) 10enXD IRy

2¢'0 81'e +6'0 st'e 90 780 96°1 09°C (%4) £m01993 Pyensyg

(%) urnold apnig

| LL'6 6L°11 98°¢1 I1§°¢ 75'T ELFT 89°ZI1 (o) sujodo oxperg

(%) Janew Lig

9L06 SL°88 8878 £6'68 FE0S 00'vE 1°68 66°06 (24) esemn eyong
dind 1eaq [eaut Jeo Aoy uelq jeafm sBejiey adeIs wiod (eatt Je0 Aoy
supzoeinq BUBISMO o > auudzsd ENUOZSTY AzpKinyny T ougts

DipopsAm By S Aghno -oue;s Z eUoZSTy Let : uoneosiadg

dooyg ueuesomog
exszowod vomo)

doays weuno] ystjoq
eYsI0f BIMO BYSjo

OULRY Ysijod
nysjod soukIopy

otuarujofazozsipy

I5ppoy pash jo snjea reuoninnu pue uonisoduios feonuay)
zsed goAurmosors emourrexod psopem | Auzonuayo pepys

121981 - | ¥Rqe],

355



ochronng (10x3 mm). Izokratyczna elucje (1 ml/min) naniesionych na kolumng izome-
réw CLA (objetosc iniekcji: 20-80 pl) prowadzono przy temperaturze kolumn wynosza-
cej 25°C, wykorzystujac faze ruchoma skfadajaca sig z heksanu (98,3875%, v/v), kwasu
octowego (1,6%, v/v) i acetonitrylu (0,0125%, v/v), natomiast detekcje fotodiodows pro-
wadzono przy dhigosci fali réwnej 234 nm. Do izokratycznej elucji stosowano n-heksan
(95%) i acetonitryl (99,9%) czystosci HPLC (LabScan, Irlandia) oraz kwas octowy cz.d.a.
(POCh, Polska). Kalibracjg systemu HPLC przeprowadzone wykorzystujac wzorce po-
Jjedynczych izomeréw CLA cis-9, trans-11 i trans-10, cis-12 oraz mieszaniny izomeréw
CLA (Sigma, USA; Larodan Fine Chemicals AB, Szwecja) [7].

Wyniki opracowano statystycznie, wykorzystujac metode jednoczynnikowej analizy
wariancji, przy uzyciu pakietu SPSS 14.0. Istotnosé réznic pomigdzy rasami obliczono
przy uzyciu wielokrotnego testu rozstepu Duncana. Oszacowano réwniez wspdlczynniki
korelacji pomigdzy izomerami CLA a wybranymi skladnikami mleka.

Wyniki i dyskusja

Skiad chemiczny mleka badanych maciorek przedstawiono w tabeli 2. Mleko POG cha-
rakteryzowalo si¢ najwicksza zawartoscia thuszczu w porownaniu do mieka MP i OP, ale
réznice potwierdzone statystycznie (P<0,01) dotyczyty tylko POG i OP. Najwiekszg za-
warto$¢ biatka zarejestrowano w mleku merynosa polskiego (P<0,05), nastgpnie polskiej
owcy gérskiej, a najmniejszy (P<0,01) udziat tego sktadnika dotyczyt owcy pomorskigj.
Z kolei procentowa zawarto$¢ laktozy w mleku byta najmniejsza (P<0,01) u POG w po-
réwnaniu do MP i OP. Mleko badanych trzech ras nie ro:mito sie pod wzgledem zawarto-

Tabela 2 — Table 2

Sklad chemiczny mleka badanych maciorek
The chemical composition of studied ewes milk

Wyszczegdinienie MP POG OF Se
Specification LSM LSM LSM

Thuszez (%o) 6.93 7,98* 5,90% 0,31
Fat (%)

Biatko (%) 5,13% 4,63 4,04° 0,13
Protein (%)

Laktoza (%) 5,188 483" 5410 0,04
Lactose (%)

Sucha masa (%) 17,69 18,03 17,41 0,32
Total solids (%)

Sucha masa beztluszczowa (%) 6,84* 6,618 6,547 0.03

Solids not-fat (%)

MP —merynos polski — Polish Merino; POG — polska owca gérska ~ Polish Mountain Sheep; OP - owca
pomorska — Pomeranian Sheep;
A, B-P<0,01; a, b P<0,05
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Tabela 3 — Table 3

Grupy izomerdw CLA w thiszezu mleka badanych maciorek (/100 g thuszezu)
The groups of CLA isomers in milk fat of studied ewes (g/100 g fat)

lIzomery CLA MP POG op
gt Se

CLA isomers LSM LSM LSM

trans, trans {tf) 0,09" 0,224 0,05° 0,02
cis, trans/trans, cis* (cv/ic) 0,12* 0,08 0,047 0,02
cis, cis (cc) 0,08° 0,324 0,138 0,03
cis9, trans1] CLA 1,16° 1,29° 0,35 0,15
Izomery CLA ogélem 1,46 1,91° 0,56" 0,19

Total CLA isomers

MP — merynos polski — Polish Merino; POG - polska owca gérska — Polish Mountain Sheep: OP — owca
pomorska — Pomeranian Sheep

*cis, trans/trans, cis —izomery tej konfiguracii bez cis9, trans! 1 —isomers of this configuration without
cis9, iranstl

A, B-P<),01; a, b—P<0,05

sci suchej masy, natomiast udziat suchej masy bezttuszczowej byt najwigkszy (P<0,01) u
merynaosa polskiego.

Podobne wartosci odnosnie do sktadu mieka merynosa polskiego uzyskali Ciuryk i wsp.
[5], ale w 3. miesiacu laktacji. Mleko POG pod wzglgdem zawartosci biatka i laktozy nie
roznilo si¢ od wloskiej dojonej rasy sarda utrzymywanej na pastwisku, zawarto$¢ thuszczu
byla wigksza niz u wspomnianej rasy, jak i u greckiej rasy chios [1, 16]. Najmniejszy pro-
cent tluszezu w mleku owcy pomorskiej mozna przypisa¢ udziatlowi w diecie wystodkéw
buraczanych, Wplyw burakéw na obnizenie tego sktadnika w mleku kréw byt obserwowa-
ny bardzo wczesnie, a cytowany przez Van Soest [20].

Najwicksza zawartos¢ wszystkich grup izomeréw CLA zanotowano w thuszczu mle-
ka POG (tab. 3). Wysokim poziomem tych izomeréw charakteryzowalo sie tez mieko
merynosa polskiego, a najmniejszy udziat (P<0,01) byt w mleku owcy pomorskiej (tab.
3). Glowny izomer ¢9,¢11 dominowat u POG, ale jego udziat procentowy w stosunku do
wszystkich izomeréw byl wigkszy u merynosa polskiego (67,53% vs. 79,45%). U owcy
pomorskiej zawarto$¢ tego izomeru byla najmniejsza (P<0,01), a procentowy udziat wy-
nosit 62,5 (tab. 3).

Uzyskane w niniejszych badaniach granice udziatlu kwasu zwaczowego, bedacego
dominujacym wsrod izomeréw CLA, sg zblizone do wynikéw Partidario i wsp. [14] dla
owiec portugalskich (67-74%). Park i wsp. [13] okreglili udziat ¢9,¢11 w mleku owczym na
76-82%. W tych granicach mieéci sie tylko mleko merynosa polskiego. Zawartosé ¢9,¢11
okreflona w tluszczu mleka owcy pomorskiej w niniejszych badaniach byla taka sama,
Jaka uzyskali Tsiplakou i wsp. [18] oraz Or-Rashid i wsp. [11] dla owiec fryzyjskich i

kanadyjskiej rasy rideou-arcott, wykorzystujac do oznaczet chromatografie gazowa.
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Tabela 4 — Table 4

Zawartos¢ kwasow thuszczowych C18 w thuszezu micka badanych maciorek (/100 g thiszczu)*
The C18 fatty acids content in milk fat of studied ewes (g/100 g fat)*

Kwasy tluszczowe MP POG op S

v [+]
Fatty acids LSM LSM LSM
C18:1 411 1,774 2,114 1,142 0,14
C18:2 2,304 2,114 1,46® 0,18
C18:3 n3 0,49" 2,068 0,25¢ 0,03

MP — merynos polski — Polish Merino; POG — polska owca gorska — Polish Mountain Sheep; OP — owca
pomorska — Pomeranian Sheep

A, B -P<0,01; a, b- P<0,05

*Oznaczenia wykonano przy uzyciu chromatografii gazowej — values obtained using gas
chromatography

Kwas zwaczowy powstaje gléwnie na drodze endogennej syntezy, przy udziale A9 desa-
turazy z kwasu wakcenowego w gruczole mlekowym [15]. Jego zawartos¢ zalezy w duzej
riierze od zywienia zwierzat. Zywienie pastwiskowe powoduje wzrost aktywnosci A9 de-
saturazy { wzmaga produkcje ¢9,¢11 [9]. Na zawartoé¢ tego izomeru w thuszczu mleka POG
moglo mie¢ wplyw stosowanie w diecie sianokiszonki, w ktorej, wprawdzie mniej anizeli
w trawie, ale wigcej niz w sianie, znajduje sie kwasu linolenowego dostarczajacego w pro-
cesie biohydrogenezy prekursora (C18:1 #11) do endogennej syntezy CLA [8] (tab. 4).

Zawarto$¢ pozostalych izomeréw nalezacych, tak jak i kwas zwaczowy, do grupy
ct/tcCLA byla najwigksza u MP, a najmniejsza (P<0,01) u owey pomorskiej (tab. 3). Pro-
centowy ich udzial w stosunku do ogélnej sumy izomeréw CLA u MP, OP i POG wynosit,
odpowiednio: 8,22%; 7,14%; 4,19%. Sehat i wsp. [17] oznaczyli udziat tej grupy izome-
row, z wylaczeniem 9,711, w serze owczym na 10-13%. W obrebie tej grupy znajduja sie
izomery ¢10,c12 oraz #7,¢9. Udziat tego ostatniego, poza ¢9,¢11, jest uznawany za najwiek-
szy (8,5-16% [14]; 3-18 [15]). Khanal i Dhiman [8] okreslili izomer 10,c12 jako trzeci, co
do jego udzialu w obrebie wszystkich izomeréw CLA. Wzrost produkeji £10,c12CLA w
Zwaczu jest zwiazany ze wzrostem jego zawartosci w mleku i obnizaniem w nim zawarto-
sci tluszezu [3]. W niniejszych badaniach zawartosé tego izomeru byla niedetektowalna.

Wigksza zawartosé izomeréw z grupy #CLA (P<0,01) odnotowano w mleku POG w
poréwnaniu do MP i OP (tab. 3). Najwiekszy byt réwniez procentowy udziat tej grupy
izomerow (11,5%) u POG, za$ u MP i OP wynosit odpowiednio 6,12% i 8,92%. Podobne
rezultaty (8-12%) w mleku portugalskich ras owiec dla izomeréw #f CLA uzyskali Partida-
rio i wsp. [14]. Udziat tych izomeréw w serze owczym wynosit 5-9% [17].

Ttuszez mleka polskiej owey gorskiej charakteryzowat sig takze wigksza (P<0,01) zawar-
toscig izomeréw cc CLA (tab. 3). Najwigkszy ich udzial w stosunku do wszystkich izome-
réw odnotowano dla owcy pomorskiej, zas najmniejszy dla MP. W badaniach tluszczy mleka
i sera owiec portugalskich izomery z grupy cc CLA byly niedetektowalne, chociaz do ozna-
czen, podobnie jak w niniejszych badaniach, wykorzystywano metodg Ag~HPLC [14].
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Tabela 5— Table 5

Wspétezynniki korelacji potnigdzy izomerami CLA a skladnikami mleka
Correlation coefticients between CLA isomers and milk components

Izomery CLA Thiszez Biatko Laktoza
CLA isomers Fat Protein Lactose
trans, trans* (i) 0,49%* 0,19 —0,62%*
cis, trans/ trans, cis (ct/tc) 0,47%+ 0,42+ —0,40

cis, cis (ec) 0,46** 0,08 —0,69%*
cis9, trans11 CLA 0,49%* 0,42+ —0,43*
Izomery CLA og6lem 0,53** 0,38* —0,52*+

Total CLA isomers

**Istotnosc statystyczna przy P<0,01 — Statistical significance at P<0.0}
*Istotnos¢ statystyczna przy P<0,05 — Statistical significance at P<0.05

Wszystkie oznaczone grupy izomeréw CLA i 9,111 byly dodatnio (P<0,01) skorelowa-
ne z zawartoscia tuszezu w mleku (tab. 5). We wszystkich przypadkach wystapit réwniez
dodatni zwiazek z procentowym udziatem biatka w mleku, ale istotne (P<0,05) zaleznosci
odnotowano dla grupy ct/1cCLA, ¢9,¢11 oraz ogolnej sumy izomeréw CLA (tab. 5). Kore-
lacje pomiedzy zawartoscia laktozy a grupami izomeréw CLA byly ujemne i w wiekszosci
wysoko istotne statystycznie (tab. 5). Dodatni i wysoko istotny zwiazek ¢9,/11CLA z za-
wartoscig thuszczu i biatka w mleku potwierdzili Carta i wsp, [4] w badaniach mieszancow
owiec sarda x lacoune. Tsiplakou i wsp. [19] okreslili ujemny zwiazek CLA z zawartodcia
tluszezu w mleku owiec greckich. Nalezy zaznaczy¢, ze interpretacja uzyskanych korela-
¢ji pomigdzy grupami izomeréw CLA a skladnikami mleka w prezentowanych badaniach
wymaga ostroznosci, ze wzgledu na mata liczebnoéé materiahu.

Otrzymane wyniki wskazuja, iz sposréd badanych rodzimych ras owiec, mleko polskiej
owcy gorskiej odznaczalo sig najwicksza zawartoscig korzystnego dla zdrowia cztowieka
izomeru ¢9,¢11 oraz innych grup izomeréw CLA, na co moglo mie¢ réwniez wplyw za-
stosowanie innych pasz w ramach zywienia zimowego. Udziat gléwnego izomeru byt naj-
wigkszy w micku merynosa polskiego. Najmniejsza zawartos¢ wszystkich grup badanych
1izomeréw CLA odnotowano w thuszczu mleka owcy pomorskiej.

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki zawartogci grup izomeréw CLA z wykorzy-
staniem argentometrycznej chromatografii cieczowej (Ag™—HPLC) nalezy traktowaé jako
wstepne. Badania sa kontynuowane na innych polskich rasach utrzymywanych w ujedno-
liconych warunkach srodowiskowych.
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The preliminary determination of conjugated linoleic
acid 1somers in milk of Polish sheep breeds by silver
ion liquid chromatography (Ag'-HPLC)

Summary

The purpose of the presented study was to determine the content of different CLA isomers’ groups
including 9,111 in sheep milk. The experiment was carried out on three domestic sheep breeds:
Polish Merino (MP), Pomeranian Sheep (OP) and Polish Mountain Sheep (POG). The milk samples
were collected from 30 ewes (10 for each breed), which were at the age of 3-4 years and at the 4®
week of lactation. CLA isomers were detected using silver ion liquid chromatography {Ag—HPLC).
The highest content of ¢9,411CLA isomer was recorded in milk of POG ewes. Milk from MP was
characterized by considerable level of the mentioned isomer as well (P<0.01) in compatison with OP
sheep. [n milk fat of POG the total CLA isomers content was the highest (P<0.01), but proportion of the
main isomer ¢9,¢11 was higher in MP milk (79% vs. 67,5%). The # and cc CLA isomers were higher
{(P<0.01)in POG milk, while ct/fc isomers showed the highest value in MP milk. The lowest proportion
of alt groups of CLA isomers (cc, #1, c#/tc) has been found in OP milk. All groups of CLA isomers, as
well as 9,11 isomer were positively (P<0.01) correlated with fat content in milk. Positive correlations
(P=<0.05) with protein content were determined for ct#cCLA group, ¢2,¢11 and total CLA isomers.
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