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DOROTA MARTYSIAK-ZUROWSKA, ANDRZEJ STOLYHWO

SZKODLIWE DLA ZDROWIA IZOMERY TRIENOWYCH KWASOW
TLUSZCZOWYCH W MLEKU POCZATKOWYM I NASTEPNYM
DO ZYWIENIA NIEMOWLAT

Streszczenie

Kwasy tluszczowe zawierajace uktad trzech sprzgzonych wiagzan podwdjnych TCFA (trienoic
conjugated fatty acids) sa produktami oksydacji lipidow szkodliwymi dla zdrowia niemowlat i jako takie
moga stanowi¢ znacznik stopnia zaawansowania utlenienia ttuszczu mleka poczatkowego (infant formulae
IF) i nastgpnego (follow-on formulae FF). Zbadano zawarto§¢ TCFA w tluszczu wolnym i w ttuszczu
zwiazanym IF i FF. Liczbowo zawarto§¢ TCFA wyrazono umownie jako parametr K [%] begdacy
stosunkiem absorbancji uktadu trzech sprzgzonych wiazan podwdjnych kwaséow thuszczowych
(analityczna dilugos¢ fali 268 nm) do absorbancji charakterystycznej dla grup karbonylowych
triacylogliceroli (218 nm). Prébke odniesienia stanowit tlhuszcz dojrzatego mleka ludzkiego. Parametr K
ttuszczu mleka ludzkiego wynosit maksymalnie 0,60 £0,03% (N=9), podczas gdy rozpigtos¢ K ttuszczu
badanych IF i FF zawierala si¢ w granicach: minimalnie 4,49 +0,27%, maksymalnie 12,40 +0,73% w
zalezno$ci od producenta IF i FF (5 réznych producentéw, tacznie 17 produktéw). Rozbieznos$ci w
zaawansowaniu stopnia utlenienia lipidow maja zwiazek z jako$cig i ilo$cia dodawanych olejow
roslinnych oraz z zastosowana technologia produkcji IF i FF. Majac na uwadze szkodliwo$¢ dla zdrowia
produktéw oksydacji lipidéw, zwtaszcza dla niemowlat i matych dzieci, zasugerowano wprowadzenie
limitu parametru K tluszczu IF i FF na maksymalnie 6%. Sposréd 17 badanych produktéw 22% spetniato
te wymagania.

Stowa Kkluczowe: mleko ludzkie, mleko poczatkowe, mleko nastgpne, oksydacja lipidéw, trienowe
wiazania sprz¢zone, chromatografia cieczowa.

Wprowadzenie

Mileko poczatkowe (infant formulae IF) i nastgpne (follow-on formulae FF) dla
niemowlat produkowane jest najczg$ciej na bazie mleka krowiego. Sktad ttuszczu
mleka krowiego rézni si¢ znaczaco od ttuszczu mleka ludzkiego. Réznice te dotycza
gtéwnie udzialu niezbednych nienasyconych kwasow tluszczowych (NNKT), proporcji
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kwaséw ttuszczowych (KT) nasyconych, monoenowych i polienowych; zawartosci i

sktadu tokoferoli oraz struktury stereospecyficznej triacylogliceroli [13, 14, 15, 24, 29].
Dla rozwijajacego si¢ organizmu dziecka szczegdlnie wazne sa dtugotancuchowe

wielonienasycone kwasy tluszczowe (LC PUFA). Kwasy te stanowia gtéwny budulec

tkanek uktadu nerwowego i mézgu dziecka [2, 10]. W ciagu pierwszych dwéch lat
moézg dziecka praktycznie podwaja swoja masg, z okoto 600 g u niemowlecia do okoto

1100 g u 2-letniego dziecka. Blisko 60% suchej masy mézgu stanowia sktadniki

lipidowe, zwtaszcza fosfolipidy zawierajace znaczne ilosci LC PUFA [9, 25]. Stad

zwigkszone zapotrzebowanie organizmu dziecka na prekursory tj. kwas linolowy

C18:2 n-6 (LA) i kwas linolenowy C18:3 n-3 (ALA), ktére nastepnie sa w organizmie

dziecka metabolizowane do LC PUFA odpowiednio rodzin n-3 i n-6 [5, 10, 14].

Przy produkcji IF i FF niedostatek wielonienasyconych KT w mleku krowim
uzupelniany jest przez dodatek olejow ro$linnych np. kukurydzianego i
stonecznikowego bogatych w kwas linolowy LA oraz oleju sojowego i rzepakowego
zawierajacych oprécz LA kwas linolenowy ALA [23, 24]. Dodatek olejéw w stosunku
do koncowej zawartosci tluszczu w IF i FF wynosi od 40 do 100%, w zaleznosci od
producenta i stosowanej przez niego technologii. Modyfikowane mleko w proszku
przeznaczone dla dzieci zawiera w 100 g od 21 do 27,7 g tluszczu, w tym od 1,4 do
5,1g kwasu linolowego C18:2 (n-6) (tj. od 300 do 1200 mg /100 kcal mleka gotowego
do spozycia) a w IF minimalnie 0,24 g kwasu linolenowego C18:3 (n-3) (50 mg
/100 kcal mleka gotowego do spozycia) [6, 7, 23]. Tak wigc IF i FF sa to produkty
wysokotluszczowe, zawierajace wielonienasycone KT podatne na utlenienie lipidow.

Thuszcz mleka w proszku w 95% wystepuje w postaci kuleczek tluszczowych
z otoczkami biatkowymi lub fosfolipidowo-biatkowymi. Czg$¢ tluszczu wystepuje
jako tluszcz wolny, tj. dajacy si¢ wyekstrahowa¢ bezposrednio hydrofobowym
rozpuszczalnikiem organicznym, np. heksanem [20, 29]. W modyfikowanym mleku
dla niemowlat zawarto$¢ ttuszczu wolnego wynosi do 2-3% [29].

W procesie technologicznym produkcji IF i FF wystepuje kilka punktéw
krytycznych, w ktérych dodane do mleka oleje zawierajace wielonienasycone KT w
sposdb szczegdlny narazone sa na utlenienie. Naleza do nich:

—  homogenizacja prowadzona dwustopniowo, z dostgpem powietrza, w temp. ok.
70°C;

— suszenie rozpylowe ujednoliconego substratu, przebiegajace w strumieniu
goracego powietrza. Temp. powietrza wlotowego wynosi 180 = 10°C,
wylotowego 75 + 5°C. W koncowej fazie suszenia proszek mleczny osiaga temp.
powietrza wylotowego, tj. 70-80°C.

—  poprawiajaca rozpuszczalno$¢ i zwilzalno§¢ aglomeracja wysokottuszczowego
proszku mlecznego, w trakcie ktérej proszek nawilzany jest wilgotnym
powietrzem, para wodna lub rozpylona w powietrzu woda do 8-15% jej
zawartosci, aby czastki uleglty zlepieniu w wigksze, porowate aglomeraty;
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—  dosuszanie proszku mlecznego po aglomeracji. Temp. powietrza wylotowego

w trakcie dosuszania wynosi ok. 55°C.

—  pakowanie gotowego IF i FF w opakowania zbiorcze w atmosferze powietrza;
—  dilugotrwate przechowywanie gotowego produktu, bez usunig¢cia powietrza

z wngtrza porowatych czastek proszku mlecznego [20, 29].

Majac na uwadze powyzsze punkty krytyczne istnieje racjonalne zagrozenie
oksydacji lipidéow w modyfikowanym mleku w proszku przeznaczonym dla niemowlat.
Podczas utlenienia tworza si¢ wolne rodniki, nadtlenki, wodoronadtlenki a w nast¢pne;j
kolejnosci liczne aldehydy, ketony, zwiazki karboksylowe, kwasy ttuszczowe
z uktadem sprz¢zonych wiazan podwdéjnych i potréjnych, zwiazki hydroksy-
epoksydowe, estry, alkohole, dimery i polimery [4, 5, 11, 12, 16, 30].

Jedna z grup produktéw utleniania lipidow stanowia kwasy tluszczowe
zawierajace uklad trzech sprzgzonych wiazah podwdjnych (trienoic conjugated fatty
acids TCFA). Kazdy powstaly TCFA moze by¢ jednocze$nie izomerem potozenia, jak
i konfiguracji geometrycznej. Mozliwo$¢ wystgpowania tak réznorodnych izomeréw
TCFA ma wpltyw na powinowactwo do nich enzyméw ustrojowych. I tak niektére
z tych izomeréw moga zajmowacé miejsce ALA w szlaku metabolicznym i stanowi¢
substrat do desaturacji i wydtuzenia tancucha we¢glowego. Prowadzi to do powstania
wielu nietypowych LC PUFA, o zupetnie odmiennych wiasciwosciach w stosunku do
LC PUFA naturalnych. Wbudowanie w biony komdrkowe nietypowych LC PUFA
drastycznie zmienia ich wtasciwosci i funkcjonowanie, co ma zasadnicze znaczenie dla
rozwoju uktadu nerwowego dziecka [1, 17, 30].

TCFA sa silnymi inhibitorami biosyntezy prostaglandyn [18]. U szczuréw
przyswajane z dieta KT zawierajace sprz¢zone uktady wigzan podwdjnych powoduja
powstawanie morfologicznych zmian w  watrobie [28]. Izomery trans
wielonienasyconych KT zmieniaja wtasciwos$ci fizjologiczne ptytek krwi i redukuja
ich agregacje [1].

Naturalnie TCFA wykryte zostaly w nasionach nagietka, pestkach owocu granatu,
w oleju z nasion chinskiego drzewa tungowego i surmii zwyczajnej [27]. W olejach
ro$linnych uwazanych powszechnie za oleje spozywcze TCFA naturalnie nie wystepuja.

Pewne ilosci KT zawierajacych uktad dwéch i trzech sprzezonych wiazan
podwdéjnych powstaja w olejach roslinnych w trakcie ich rafinacji, gléwnie na etapie
bielenia i odwaniania oleju [26]. Norma PN-A-86908:2000 [22] dotyczaca olejow
roSlinnych rafinowanych, ktére moga stanowi¢ substrat do produkcji mleka
poczatkowego 1 nastgpnego nie definiuje poziomu zawartosci TCFA. Jedynym
ograniczeniem w tym wzgledzie jest dopuszczalna zawartos¢ izomerdw trans KT do
2% (m/m), bez rozréznienia liczby wiazan podwojnych.

Wymagania w stosunku do IF i FF, zawarte w rozporzadzeniu Ministra Zdrowia
[23] i Dyrektywie UE [6, 7], nie limituja obecnosci ani poziomu wystgpowania
jakiejkolwiek substancji bgdacej produktem oksydacji lipidéw i nie wyczerpuja
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kontroli jakosci zdrowotnej produktu. Tym samym, niemowlgta sa potencjalnie
narazone na dziatanie szkodliwych dla zdrowia produktéw oksydacji lipidéw, ktére z
powodu niedoskonatej technologii moga by¢ w IF i FF obecne.

Niniejsza praca ma na celu okre§lenie obecno$ci i poziomu wystgpowania w
dostgpnych handlowo IF i FF dla niemowlat szkodliwych dla zdrowia kwaséw
tluszczowych zawierajacych trzy sprzezone wiazania podwodjne TCFA oraz
zaproponowanie limitu zawartosci tych izomeréw KT w modyfikowanym mleku
przeznaczonym dla niemowlat i matych dzieci.

Material i metody badan

Sposréd kilkunastu dostgpnych na polskim rynku rodzajéw mleka poczatkowego
1 nastgpnego dla niemowlat do badan wybrano te najcze¢Sciej kupowane. Pochodzace
od 5 r6znych producentéw IF i FF oznaczono literami od A do E. Laczna liczba prébek
wyniosta 17. Wszystkie IF i FF badano w okresie ich przydatnosci do spozycia,
niezwlocznie po otwarciu opakowania. Probke odniesienia stanowito dojrzate mleko
ludzkie uzyskane od 9 kobiet. Mleko ludzkie natychmiast po pobraniu zamrazano
(-22°C). Izolacjg ttuszczu prowadzono nie pézniej niz 24 godz. po pobraniu mleka.

Thtuszcz wolny ekstrahowano z proszku mlecznego i mleka kobiecego mieszanina
n-heksan: chlorek metylenu 7:3 (v:v) [21]. Ekstrakcje tluszczu zwiazanego
(zemulgowanego) przeprowadzono metoda Roese’go-Gottlieba [19].

Separacje triacylogliceroli TAG, w formie 2% roztworu ttuszczu wydzielonego
z IF 1 FF oraz z mleka ludzkiego w n-heksanie, prowadzono technika HPLC [3, 26],
zuzyciem chromatografu cieczowego HP 1050 z matryca fotodiodowa (DAD),
stosujac  fazg¢ ruchoma n-heksan:propanol-2:acetonitryl — 18:24:58  (v:viv).
Chromatogramy zapisywano jednoczesnie w dwéch kanatach — 268 nm oraz 218 nm,
wykorzystujac program Chem Station. Szeroko$¢ wiazki w obu przypadkach wynosita
5 nm. Wypetnienie kolumny: ODS-C;g, 250 x 4,6 mm, wielko$¢ ziaren 5 pm.
Szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1,0 ml/min.

Ze wzgledu na znaczna réznorodno$¢ izomeréw TCFA, ktére moga powstac
w wyniku proceséw technologicznych stosowanych przy produkcji IF i FF ich izolacja,
analiza i identyfikacja jest stosunkowo trudna. Z tego wzgledu za najkorzystniejsza
uznano metodg bezposredniego oznaczania zawartosci TCFA w thuszczu.

Nasycone i nienasycone kwasy tluszczowe wystgpujace w olejach roslinnych
1 thuszczach zwierzgcych oraz natywne triacyloglicerole nie absorbuja promieniowania
UV powyzej 220 nm. Natomiast niektére produkty oksydacji lipidéw wykazuja
maksimum absorbancji przy dtugosci fali powyzej tej wartosci, np. wodoronadtlenki —
240 nm, aldehydy — 235-240 nm, uklad dwoch sprzgzonych wiazan podwdjnych
w tancuchu weglowodorowym — 233 nm. Réwniez uktad trzech sprzg¢zonych wigzan
podwdjnych wykazuje silng absorbancje¢ w zakresie UV z maksimum absorbancji przy
256 nm, 268 nm (analityczna dlugo$¢ fali) i 283 nm (rys. 1). W niniejszej pracy
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wlasnie t¢ cechg izomeréw TCFA wykorzystano do ich bezposredniego oznaczenia
w badanych prébkach lipidow.

W celu scharakteryzowania zawartosci TCFA w tluszczu mleka poczatkowego
i nastgpnego w niniejszej pracy zastosowano pomiar instrumentalny. Istota pomiaru
polega na okresleniu stosunku sumy absorbancji triacylogliceroli zawartych w prébce
przy 268 nm do absorbancji przy 218 nm [8].
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Rys. 1. Widmo UV kwasu oktadekatrienowego C18:3 all cis-9,11,13 (z uktadem trzech sprz¢zonych
wiazan podwéjnych).

Fig. 1. UV spectrum of oktadecatrienoic acid C18:3 all c¢is-9,11,13 (with trienoic conjugated double
bonds).
Wiyniki i dyskusja

Kwasy ttuszczowe KT zawierajace uktad dwoch i trzech sprzgzonych wiazan
podwdjnych stanowia jedne z pierwszych wtérnych produktéw autooksydacji lipidow
[4]. Zawarto$¢ w tluszczu TCFA moze stanowi¢ znacznik (marker) stopnia
zaawansowania oksydacji lipidow bogatych w wielonienasycone KT w IF i FF.

Przyktadowe chromatogramy TAG zarejestrowane przy dtugosci fali §wiatta 268 i
218 nm przedstawiono na rys. 2. Uzyta przy detekcji waska wiazka spektralna (5 nm)
umozliwia selektywny wybér tylko takich TAG rozdzielonych technika HPLC, ktére
absorbuja w okreslonym obszarze widma. Natomiast na podstawie chromatograméw
zarejestrowanych przy A=218 nm okreslono sktad TAG prébek tluszczu mleka (rys.
2a).
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Fig. 2.

Chromatogramy HPLC-DAD TAG ttuszczu mleka poczatkowego dla niemowlat (A.IF).
A HPLC-DAD chromatograms of TAG of fat in infant formulae (A.IF).

Objasnienia: / Explanatory notes:

Symbole

zapisany przy dlugosdci fali 218 nm i szeroko$ci wiazki spektralnej 5 nm; wiazka odniesienia
550 nm, szeroko$¢ wiazki 10 nm / UV detection at 218 nm, bandwidth (BW) 5 nm; reference
wavelenght at 550 nm, BW 10 nm.

zapisany przy dtugosci fali 268 nm i szerokosci wiazki spektralnej 5 nm; wiazka odniesienia
550 nm , szeroko$¢ wiazki 10 nm / UV detection at 268 nm, BW 5 nm; reference wavelenght at
550 nm, BW 10 nm.

kwasow tluszczowych: L — kwas linolowy, Ln — kwas linolenowy, O — kwas oleinowy, P —
palmitynowy, S — stearynowy, M — mirystynowy, Lr — laurynowy. Kolejnos¢ liter nie oznacza
kolejnosci rozmieszczenia KT w poszczegdlnych pozycjach sn-1, sn-2 i sn-3 glicerolu. /
Symbols of fatty acids: L — linoleic acid, Ln — linolenic acid, O — oleic acid, P — palmitic acid, S
— stearic acid, M - myristic acid, Lr — lauric acid. The letter sequence does not represent
stereospecific distribution of fatty acids in position sn-1, sn-2 and sn-3 of glicerols.

Liczbowo stosunek absorbancji wyrazano w procentach jako parametr K

stanowiacy stosunek sumy pol powierzchni pikéw TAG zarejestrowanych przy 268 nm
do sumy p6l powierzchni pikéw TAG zarejestrowanych przy 218 nm (1).

K

_ suma pol powierzchni pikow TAG zarejestrowanych przy 268 nm

ey

-100, [%]

suma pol powierzchni pikéw TAG zarejestrowanych przy 218 nm
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Rys. 3. Wartos$ci parametru K tluszczu mleka poczatkowego IF, nastgpnego FF i tluszczu mleka
ludzkiego (P = 95%, Ax = 5,87%).

Fig.3. ‘K’ parameter values of fats in infant formulae IF, follow-on formulae FF, and of the human
milk fat (P = 95%, Ax = 5,87%).

Pomimo wystgpowania w mleku kobiecym naturalnych, fizjologicznych
procesow oksydacji lipidéw pod wptywem m.in. cyklooksygenazy i lipooksygenazy, w
badanych prébkach tluszczu mleka ludzkiego stwierdzono tylko $ladowa obecnos$é
TCFA. W przypadku mleka ludzkiego $rednia warto$¢ K ttuszczu wolnego wynosita
0,29% (zakres: od <0,05% do 1,40%), ttuszczu zwiazanego 0,09% (zakres: od <0,05%
do 0,59%), podczas gdy ttuszczu IF i FF od 4,43% (ttuszcz zwiazany, B.IF) do 13,59%
(ttuszcz wolny, A.IF), w zalezno$ci od producenta (rys. 3)

Na podstawie przeprowadzonego testu t-Studenta obliczono, ze warto$ci
parametru K tluszczu wolnego statystycznie nie odbiegaty od wartosci K tluszczu
zwiazanego. Wystgpowanie TCFA nie zalezy wigc od formy w jakiej triacyloglicerole
wystepuja w badanym mleku IF i FF.

Sposréd badanego mleka w proszku najnizsza warto$¢ parametru K stwierdzono
w ttuszczu mleka poczatkowego i nastepnego producenta B. Srednia wazona wynosita
odpowiednio 4,49 + 0,27% i 6,22 + 0,37%. Najwyzsza $rednia wazona warto$¢
stosunku absorbancji K wykazywat ttuszcz mleka poczatkowego wytworzonego przez
producenta A — 12,40 £ 0,73%.

Pozostate $rednie wazone wartosci parametru K wynosity: produkt A.FF — 10,33
+0,61%; produkt C.IF — 6,47 + 0,32%; produkt C.FF — 10,47 + 0,65%; produkt D.IF —
8,99 + 0,52%; produkt E.IF — 9,19 *+ 0,55; produkt E.FF — 10,74 £ 0,63.
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W olejach roslinnych w trakcie ich rafinacji powstaja pewne ilosci KT
zawierajacych uktady dwoéch i trzech sprzezonych wiazan podwéjnych. Gléwnym
,»zrédtem” TCFA jest etap bielenia oleju w temp. 175-225°C oraz odwaniania w temp.
240-270°C. Niemniej zasadnicza ilos¢ TCFA powstaje podczas produkcji IF i FF,
m.in. w trakcie suszenia rozpytowego produktu wzbogaconego w wysoko nienasycony
olej sojowy i rzepakowy. Skutkiem bardzo rozwinigtej powierzchni i kontaktu z tlenem
nastgpuja przyspieszone procesy oksydacji, ktére trwaja réwniez podczas
przechowywania mleka modyfikowanego w duzych opakowaniach zbiorczych, az do
momentu przepakowania gotowego produktu w atmosferze azotu w opakowania
jednostkowe. Tym samym normowanie jakosci oleju dodawanego do preparatéw do
zywienia niemowlat byloby tylko poétsrodkiem niezapewniajacym jakosci produktu
koncowego.

W  przekonaniu autoréw tolerancje zawartosci TCFA powinny dotyczy¢
gotowych produktéw przeznaczonych dla niemowlat i stanowi¢ kompromis pomiedzy
tym, co jest wymagane teoretycznie (brak), a tym co jest praktycznie osiagalne
(warto$¢ K od 4,49 do 12,40%).

Whioski

1. W tluszczu mleka ludzkiego stwierdzono tylko §ladowa obecno$¢ TCFA. Na 9
badanych prébek maksymalna $rednia wazona warto$¢ parametru K wynosita
0,60 £ 0,03%.

2.  Parametr K tluszczu ogdélnego mleka poczatkowego i mleka nastgpnego do
zywienia niemowlat wynosit od 4,49 do 12,40 %, w zaleznos$ci od producenta
preparatu.

3. Majac na uwadze szkodliwo§¢ produktéw autooksydacji lipidéw nalezatoby
uzupetni¢ normy jako$ciowe dotyczace mleka poczatkowego i mleka nastgpnego
o tolerancje zawartoS$ci tego typu substancji.

4.  Autorzy sugeruja wprowadzenie limitu warto$ci stosunku absorbancji K ttuszczu
mleka poczatkowego i nastgpnego dla niemowlat na maksymalnie 6% dla sumy
TAG tluszczu ogélnego izolowanego metoda Roese’go-Gattlieba. Taki poziom
stosunku absorbancji K stwierdzono w przypadku 22% analizowanych
produktow.

Praca wykonana w ramach PB 3 PO6T 032 234
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HEALTH IMPAIRING TRI-UNSATURATED FATTY ACIDS IN THE INFANT FORMULAS
Summary

Fatty acids containing a system of three conjugated double bonds in their structure (TCFA, i.e.
trienoic conjugated fatty acids) are products of lipid oxidation and appear harmful to infant health; as
such, they can be used as determinants to determine a degree of acid oxidation and its progress in the
infant formula IF and FF (follow-on formula). The TCFA content was determined in a free and bonded
acid contained in IF and FF, and expressed numerically as a ‘K’ parameter [%]. The ‘K’ parameter is a
ratio between the absorbance of the system of three conjugated double bonds in fatty acids (the analytical
wave length is 256 nm) and the absorbance characteristic for carbonyl groups of triacylglycerols (218
nm). A reference sample was acid contained in the mature human milk. The maximum ‘K’ parameter
value of human milk was 0.60 + 0.03% (N=9) whereas its range in the case of IF and FF studied was
between 4.49 + 0.27% (minimum) and 12.40 + 0.73% (maximum) and depended on the manufacturer of
IF and FF (there were 5 manufacturers who supplied 17 products in total). Discrepancies in the progress of
lipid oxidation degree are to be attributed to the quality and quantity of plant oils added to the formulas,
and to the manufacturing technology applied to produce IF and FF. Because of the harmfulness of lipid
oxidation products, especially to infants and little children, it was suggested that the ‘K’ parameter of fat
as contained in IF and FF should be limited to 6% at the most. From among all 17 studied samples, 22%
met this requirement.

Key words: human milk, infant formulae, follow-on formulae, lipid oxidation, conjugated trienoic double
bonds, liquid chromatography



