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W pracy przedstawiono wyniki badan nt. profilu kwasow tuszczowych
w mlekozastepczych preparatach do poczqtkowego Zywienia niemowlqt oraz
ich zmian w trakcie przechowywania. Spadek zawartosci wielonienasyconych
kwasow ttuszczowych (zawsze wiekszy w przypadku kwasu a-linolenowego n-3
niz linolowego n-6) oraz wysoki poziom wtornych produktow oksydacji lipidow
(reagujqcych z p-anizydynq) swiadczy o niskiej stabilnosci oksydacyjnej bada-
nych preparatow.

Hasta kluczowe: mlekozastepcze preparaty do zywienia niemowlat, wielonienasy-
cone kwasy tluszczowe, wtdrne produkty oksydacji lipidow.

Key words: infant formulas, polyunsaturated fatty acids, secondary products of lipid
oxidation.

Mlekozastepcze preparaty do zywienia poczatkowego niemowlat to produkty
wysokotluszczowe (od 21,0 do 27,7 g/100 g proszku), zawierajace nasycone, jedno-
i wielonienasycone kwasy tluszczowe (KT). W ich produkcji wykorzystywane sa
najtansze oleje roslinne. Olej palmowy stosowany jest jako zrodto kwasu palmity-
nowego, rzepakowy jako zroédto kwasu oleinowego, z kolei sojowy, kukurydziany
i stonecznikowy jako zrodto KT wielonienasyconych. Natomiast olej kokosowy jest
dobrym zrodtem KT $redniotancuchowych nasyconych (MCT) (1).

Zastosowanie mieszaniny olejow roslinnych umozliwia uzyskanie w mlekozastep-
czych preparatach profilu KT zblizonego do pokarmu kobiecego. Réwniez poprzez
zmieszanie thuszczu mlekowego z olejami mozliwe jest uzyskanie profilu KT zblizo-
nego do pokarmu kobiecego, co jednak nie zapewnia dlugiego okresu przydatnosci
do spozycia. Ttuszcz mlekowy dosy¢ tatwo hydrolizuje z uwolnieniem kwasu ma-
stowego, ktory odznacza si¢ bardzo niskim progiem wyczuwalnosci przez zmysty

*) Badania sfinansowano ze $rodkéw Funduszu Promocji Mleka poprzez Krajowy Zwiazek Spotdzielni
Mleczarskich, Zwiazek Rewizyjny w Warszawie.
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cztowieka (rzedu 1-2 ppm). Co prawda kwas mastowy nie stanowi zagrozenia dla
zdrowia, ale nie jest akceptowalny sensorycznie. Natomiast utlenione oleje roslinne,
ze wzgledu na bardzo wysoki prog wyczuwalnos$ci, nie sa identyfikowane przez
zmysl wechu cztowieka, mimo ze stanowia ewidentne zagrozenie dla zdrowia.

W mlekozastgpczych preparatach do zywienia niemowlat obecne sa, pochodza-
ce z olejow ro$linnych, kwasy: linolowy n-6 oraz a-linolenowy n-3. W organizmie
dziecka moga z nich powstawa¢ dtugotancuchowe wielonienasycone KT. Nieste-
ty, endogenna synteza dtugotancuchowych pochodnych, tj. kwasu arachidonowego
(AA) (n-6) oraz eikozapentaenowego (EPA) i dokozaheksaenowego (DHA) (n-3),
ze wzgledu na niedojrzatos¢ systemow enzymatycznych: desaturaz i elongaz, nie za-
wsze jest mozliwa. Dlatego Dyrektywa UE, dotyczaca sktadu preparatow do zywie-
nia niemowlat, dopuszcza suplementacj¢ dlugotancuchowych WNKT, szczegdtowo
okreslajac ich ilosci oraz proporcje w stosunku do calkowitej zawartosci thuszezu.
Zrédtem EPA i DHA (n-3) w preparatach sa najczesciej thuszcze ryb i ssakow mor-
skich oraz frakcjonowane lipidy zottka jaja (1, 2).

Wielonienasycone KT sa wyjatkowo podatne na utlenianie; proces oksydacji na-
stgpuje w postepie geometrycznym proporcjonalnie do ich zawartos$ci oraz ilo$ci
wigzan nienasyconych. Szczegodlnie podatny na utlenianie jest kwas a-linolenowy
n-3, w mniejszym stopniu kwas linolowy n-6. Z licznych danych literaturowych
wiadomo, ze powstajace z nadtlenkow, wtorne produkty oksydacji lipidow (aldehydy,
ketony, zwiazki karboksylowe, estry, alkohole) odznaczaja si¢ dziatlaniem mutagen-
nym i kancerogennym (3-6). Stwierdzono réwniez wptyw ogrzewania olejow na
powstawanie KT izomerii trans. Mimo to, w ocenie bezpieczenstwa zdrowotnego
preparatow do zywienia niemowlat uwzglednia si¢ tylko jeden (w dodatku nietrwa-
ly) parametr jakim jest liczba nadtlenkowa. Producenci preparatow, zapewniajac az
2-letni okres ich przydatno$ci do spozycia, ignoruja zagrozenia wynikajace z obec-
no$ci wtornych produktéow oksydacji wielonienasyconych KT (4).

Norma PN-A-86908:2000 dotyczaca olejow nie definiuje poziomu jakichkolwiek
szkodliwych dla zdrowia wtoérnych produktow oksydacji lipidéw (7). Obrobka ter-
miczna podczas rafinacji olejow roslinnych (bielenie w temp. 175-225°C i dezodo-
ryzacja w temp. 240-270°C) prowadzi, w sposob nieuchronny, do powstawania
pierwotnych 1 wtérnych produktow utlenienia WNKT. Dodatkowo, podczas pro-
dukcji preparatéw do zywienia niemowlat, lipidy narazone sg na utlenianie w trakcie
homogenizacji (temp. ok. 70°C), suszenia rozpylowego (produkt w koncowej fazie
osiaga temp. 70—-80°C), aglomeracji i dosuszania (temp. 55°C). Ponadto, utlenianiu
lipidow sprzyja pakowanie gotowych preparatow w atmosferze powietrza (8).

Jako Zywnos¢ specjalnego przeznaczenia, mlekozastgpcze preparaty — zwlaszcza
do poczatkowego zywienia niemowlat — powinny zawiera¢ taki poziom antyoksy-
dantow, ktory skutecznie zapobiegaltby utlenianiu nienasyconych kwasow thuszczo-
wych. Z tego wzgledu stabilno$¢ oksydacyjna preparatow do zywienia niemowlat
jest najwazniejszym parametrem ich bezpieczenstwa zdrowotnego.

MATERIAL I METODY

Przedmiotem badan byly mlekozastgpcze preparaty do zywienia poczatkowego
niemowlat (od urodzenia do 6 miesigcy). Z kilkunastu dostgpnych na polskim ryn-
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ku preparatow wybrano najczg¢sciej reklamowane w $rodkach masowego przekazu
i kupowane przez rodzicow. Zakupiono preparaty przed uptywem 12—16 miesigcy
od terminu ich przydatnosci do spozycia, nastgpnie przechowywano w oryginalnych,
hermetycznie zamknigtych, opakowaniach (zgodnie z zaleceniami producentow).
Lacznie przebadano 6 réznych produktow: od producenta A — jeden preparat (Al),
producenta B —dwa (B1 i B2) i producenta C — trzy (C1, C2 i C3). Badania przepro-
wadzano jednoczesnie dla wszystkich preparatow w 6 powtorzeniach (n-6), natych-
miast po otwarciu hermetycznie zamknigtych opakowan.

Wyodrebnienie thuszezu z materialu badawczego, w celu wykonania analiz profilu
kwasow thuszczowych (KT) przeprowadzano w oparciu o zmodyfikowana metodyke
Toledo i Andren (9).

Analizg estrow metylowych KT wykonano metoda chromatografii gazowej (Agi-
lent Technologies), zgodnie z PN-EN ISO 5508 (10). Stosowano detektor ptomienio-
wo-jonizacyjny oraz kolumng kapilarng CP-Sil 88 o wymiarach 50 m % 0,25 mm i.o.
% 0,20 um. Rozdzial prowadzono w nastepujacych warunkach: temp. dozownika —
250°C (podziat strumienia: 50:1), kolumny — 180°C; detektora — 250°C; jako gaz
no$ny zastosowano hel. Kwasy tluszczowe identyfikowano na podstawie czasow
retencji w odniesieniu do czaséw retencji odpowiednich wzorcoéw (za pomoca pro-
gramu ChemStation, Agilent).

Oceng sktadu KT w mlekozastgpczych preparatach do zywienia poczatkowego
niemowlat (A1, B1 i B2 oraz C1, C2 i C3) prowadzono w okresie ich przydatnosci
do spozycia: po zakupieniu i po 12 miesiacach przechowywania (w warunkach zgod-
nych z zaleceniami producenta).

Natomiast oceng zawarto$ci wtornych produktow utleniania KT powstajacych
z rozpadu nadtlenkéw badano w oparciu o probg anizydynowa (11). Jest to jedna
z najlepszych, pewnych i powtarzalnych oraz powszechnie stosowanych metod, po-
legajaca na spektrofotometrycznym oznaczeniu produktéw reakceji a- i f-aldehydow
(glownie 2-alkendéw oraz 2,4 alkenoidow) z p-anizydyna (12). Oceng zawarto$ci
wtornych produktow oksydacji w mlekozastepczych preparatach do zywienia po-
czatkowego (A1, B1 i B2 oraz C1, C2 i C3) prowadzono w okresie ich przydatnosci
do spozycia: po zakupieniu, 3, 6, 9 i 12 miesiacach przechowywania.

Odczynniki uzyte w badaniach: chloroform, lodowaty kwas octowy, p-anizydyna
oraz izooktan pochodzity z firmy POCH (Polskie Odczynniki Chemiczne), natomiast
standardy kwasow tluszczowych zakupiono w firmie Sigma-Aldrich.

Analiza statystyczna

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej z zastosowaniem programu
STATISTICA 10. W ocenie istotnosci statystycznej roznic migdzy Srednimi przyjeto
poziom istotnosci p<0,05 i zastosowano odpowiednie testy.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Sktad kwasoéw tluszczowych (KT) w mlekozastgpczych preparatach do zywienia
niemowlat byt zréznicowany. Réznice dotyczyly przede wszystkim zawartosci KT
sredniotancuchowych (C6-C12), ktore w preparatach od producenta B obecne byty
w $ladowych ilosciach. Natomiast w pozostatych preparatach (A1, C1, C2 i C3) ich
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sumaryczna zawarto$¢ wynosita odpowiednio: 9,54; 6,70; 7,25 oraz 8,23%. Najwick-
sze zréznicowanie dotyczyto zawartosci kwasu laurynowego, ktory w preparatach
B1 i B2 obecny byt w ilosciach kilkunastokrotnie mniejszych niz w pozostatych
preparatach. Preparaty B1 i B2 odznaczaly si¢ najwyzsza zawarto$cia kwasu palmi-
tynowego C16 (tab. I).

Roéznice w zawarto$ci KT nienasyconych w bedacych przedmiotem badan prepa-
ratach z reguly byly statystycznie istotne. Zawarto$¢ kwasu oleinowego, n-9 (C18:1)
miescita si¢ w zakresie 42,34-45,96%, natomiast linolowego n-6 (C18:2) w zakresie
16,36—-19,06%. Nieco wigksze zréznicowanie (4,32-5,22%) stwierdzono w przypad-
ku kwasu linolenowego n-3 (C18:3). We wszystkich badanych preparatach stwier-
dzono obecno$¢ niewielkich ilodci (0,06-0,13%) KT izomerii trans (tab. I).

Stwierdzone roznice w sktadzie KT nasyconych, jedno- i wielonienasyconych,
w badanych preparatach, wynikaja z zastosowania w nich ttuszczu z réznych zrodet.
Zgodnie z deklaracja producenta preparat A1 zawieral wylacznie ttuszcze roslinne.
W preparatach od producenta B, oprocz olejéow roslinnych, obecne byty: thuszcz
z z6ltka jaja (bogaty w fosfolipidy i cholesterol) oraz olej z ryb. Natomiast prepa-
raty od producenta C zawieraty oleje roslinne oraz olej z ryb. Wysoka zawartos¢
$redniotancuchowych nasyconych KT w preparatach od producenta A i C byta naj-
prawdopodobniej konsekwencja zastosowania w ich produkcji oleju kokosowego.
Oprocz witamin rozpuszczalnych w thuszczach poszczeg6lne preparaty zawieraty
antyoksydanty, pochodzace z zo6ttka jaja lub thuszczow rybnych, co moze thumaczy¢
zroznicowanie ich stabilnosci oksydacyjne;.

W trakcie 12 miesigcy przechowywania mlekozastepczych preparatow nie stwier-
dzono zmian zawartosci KT nasyconych i jednonienasyconych, co potwierdza ich
wysoka stabilnos¢ oksydacyjna. Stwierdzono natomiast znaczny spadek zawartosci
KT wielonienasyconych. Niezaleznie od zréznicowania sktadu frakcji lipidowe;,
kazdorazowo spadek zawartos$ci kwasu o-linolenowego n-3 byt wigkszy niz kwasu
linolowego n-6. Najwigksze straty kwasu a- linolenowego — az o 61% — mialy miej-
sce w trakcie przechowywania preparatu C3. W preparatach B1, B2 i C2 zawarto$¢
kwasu a-linolenowego w trakcie przechowywania zmalata odpowiednio o: 41, 46
1 55%. Stosunkowo mniejsze straty kwasu o-linolenowego dotyczyty preparatu Al
1 C1 (odpowiednio 18 i 17%) (tab. II).

W znacznie mniejszym stopniu w trakcie przechowywania malata zawarto$¢ kwa-
su linolowego n-6. Jego straty w preparatach od producenta C byty podobne i wy-
nosily odpowiednio C1 — 12, C2 — 16 1 C3 — 19%; natomiast w preparatach B1 i B2
straty byly znacznie nizsze (odpowiednio 6,1 i 2,8%). Najwigkszy spadek (o 21%)
zawartos$ci kwasu linolowego n-6 stwierdzono w preparacie Al. Z kolei, zawarto$¢
kwasu eikozapentenowego (EPA) zmalata podczas 12 miesigcy przechowywania do
ilosci $ladowych. Podobnie zawarto$¢ kwasu dokozaheksaenowego (DHA) w prepa-
racie B1 i C2 zmalata do ilosci §ladowych; natomiast w preparatach C3, B2 oraz C1
spadek zawarto$ci DHA byt mniejszy i wynosit odpowiednio: 13, 17 oraz 26% (tab.
II). Spadek zawartosci wielonienasyconych KT podczas 12 miesigcy przechowywa-
nia preparatow do zywienia niemowlat (w oryginalnych, hermetycznie zamknigtych
opakowaniach) wskazuje na nieskuteczna ostong antyoksydacyjna.

Skutkiem utleniania nienasyconych kwasow thuszczowych jest powstawanie nad-
tlenkéw 1 wodoronadtlenkow lipidowych, z ktérych nastepnie powstaja tzw. wtdrne
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produkty oksydacji. Zmiany zawarto$ci wtornych produktow oksydacji lipidow za-
wartych w mlekozastgpczych preparatach do zywienia poczatkowego niemowlat, do
ktorych zaliczamy a- oraz B-alkenale, nienasycone aldehydy i ketony, okreslano za
pomoca liczby anizydynowe;.

Uzyskane wyniki §wiadcza o zréznicowanej dynamice powstawania wtornych
produktéw oksydacji (ryc. 1). Badane preparaty w znacznym stopniu réznity si¢ pod
wzgledem liczby anizydynowej; po 1 m-cu przechowywania w preparacie B2 zawar-
tos¢ wtornych produktow oksydacji byta ponad 7-krotnie wyzsza niz w preparatach
Al, C1, C2 i C3. Zaobserwowane roznice byly statystycznie istotne (p<0,05). Na-
tomiast preparat B1 charakteryzowat si¢ najnizsza liczba anizydynowa, niezaleznie
od czasu przechowywania (ryc. 1).
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Ryec. 1. Zmiany liczby anizydynowej podczas przechowywania mlekozastgpczych preparatow do zywienia
poczatkowego niemowlat.

* roznice statystycznie istotne w stosunku do 1 miesiaca przechowywania preparatow (p<0,05)

Fig. 1. Changes in anisidine value during storage of breast-milk substitutes.

Po 3 miesiacach przechowywania stwierdzono wyrazny, w niektoérych prepara-
tach az 8-20-krotny, wzrost liczby anizydynowej, co jest wynikiem przeksztalcen
weczesniej nagromadzonych nadtlenkéw 1 wodoronadtlenkéw. Natomiast w trakcie
dalszego przechowywania wykazano spadek zawarto$ci wtornych produktow, po-
dobnie do zaobserwowanych we wczesniejszych badaniach (13) zmian zawarto$ci
nadtlenkéw — pierwotnych produktow oksydacji lipidow. Swiadczy to o niskiej sta-
bilnos$ci zarowno pierwotnych, jak tez wtérnych produktéw oksydacji lipidow.

Potwierdzeniem powstawania wtdrnych produktéw oksydacji w trakcie przecho-
wywania (zwlaszcza w ostatnim etapie) mlekozastepczych preparatdw jest rOwniez,
wykazany w naszych wczesniejszych badaniach, wyrazny wzrost zawarto$ci zwiaz-
kow reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS). Poziom TBARS w bada-
nych preparatach po 12 m-cach przechowywania byt §rednio o 55% wyzszy niz po
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1, 3, 6 1 9 m-cach (13). Najwyzsze stezenie TBARS w preparatach B1 i B2 wynika
z wigkszych ilosci jedno- i wielonienasyconych KT (m.in. kwasu linolowego n-6
i a-linolenowego n-3), przy nizszej zawartosci KT nasyconych w poréwnaniu do
preparatow C1-C3 (tab. I).

Ze wzgledu na wysoka reaktywno$¢, wtorne produkty oksydacji (aldehydy oraz
ketony) moga wchodzi¢ w reakcje z grupami funkcyjnymi bialek zawartych w mle-
kozastepczych preparatach do zywienia niemowlat. Wptywa to na spadek wartosci
odzywczej biatek, a ponadto zmniejszona rozpuszczalnos¢ i pogorszenie jako$ci sen-
sorycznej (przebarwienia, nietypowe zwiazki smakowo-zapachowe).

Uzyskane wyniki §wiadcza nie tylko o zakresie, ale takze o dynamice procesow
peroksydacji. Skutkiem peroksydacji lipidow podczas przechowywania preparatow
do zywienia niemowlat byt spadek zawarto§ci WNKT; zawsze wigkszy w przypad-
ku kwasu a-linolenowego n-3 niz linolowego n-6 (tab. II). Powstajace pierwotne
produkty utleniania KT (nadtlenki i wodoronadtlenki) ulegaja przeksztatceniom do
wtornych produktéw oksydacji, co potwierdza gwaltowny wzrost liczby anizydy-
nowej po 3 m-cach przechowywania (ryc. 1). Wyrazny spadek liczby anizydynowe;j
w koncowym etapie przechowywania badanych preparatow, podobnie jak wykaza-
ny we wczesniejszych badaniach (13) wzrost stgzenia TBARS, §wiadczy o tym, ze
wtorne produkty oksydacji (aldehydy, ketony) reaguja z grupami funkcyjnymi biatek.

Wyniki badan dowodza, ze po uplywie roku stabilno$¢ oksydacyjna lipidow wy-
raznie spada, mimo ze zakupiony produkt jest jeszcze w okresie przydatnosci do
spozycia. By¢ moze ilo$¢, a zwlaszcza aktywnos$¢ przeciwutleniaczy (np. witamin:
A, D, E i C, selenu) w preparatach mlekozastepczych po tak dlugim okresie prze-
chowywania jest zbyt mata, zeby skutecznie zapobiegaé¢ autooksydacji WNKT, co
manifestuje si¢ spadkiem zawartosci wielonienasyconych KT oraz zmianami liczby
anizydynowej.

W naszych wcze$niejszych pracach wykazano wysoki poziom pierwotnych pro-
duktéw oksydacji (nadtlenkow), mimo ze frakcja lipidowa badanych preparatow
zawierata gtéwnie KT nasycone oraz jednonienasycone; przy zawartosci WNKT
w ilosci 20-25% (13). Réznice w poziomie nadtlenkéw, w kolejnych miesiacach
przechowywania (1, 3, 6, 9 i 12 miesigcy), wynikaty z odmiennych proporcji KT
nasyconych, jedno- i wielonienasyconych, a takze zawartos$ci i aktywnos$ci antyok-
sydantéw (gldwnie witamin rozpuszczalnych w thuszczu) w poszczegolnych prepara-
tach (13). Fakt, ze juz po zakupieniu preparatow liczba nadtlenkowa osiagneta war-
tos¢ w przedziale 30—65 mEq O,/kg thuszczu §wiadczy o znacznym zaawansowaniu
procesow oksydacji. Przekracza to kilka- a nawet kilkunastokrotnie dopuszczalne
normy FAO/WHO dla rafinowanych olejow roslinnych, ktore zgodnie z normami
wynosza do 5,0 mEq O,/kg tluszczu (7). Podczas kolejnych miesigcy przechowy-
wania preparatéw do zywienia niemowlat obserwowano spadek zawartosci WNKT,
wahania (spadek i wzrost) liczby nadtlenkowej i powstawanie znacznych ilosci wtor-
nych produktéw utleniania (13).

Z badan innych autorow rowniez wynika, ze poziom nadtlenkow jest warto$cia
labilna, co wskazuje, ze nie moze by¢ wiarygodnym wskaznikiem oceny stopnia
zaawansowania proceséw utleniania nienasyconych KT, zawartych w lipidach obec-
nych w zywnosci (14, 15). Bardziej wiarygodnych danych dostarcza analiza wtor-
nych produktow peroksydacji lipidow (11).
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Fakt, ze w ocenie bezpieczenstwa zdrowotnego preparatéw do zywienia niemow-
lat uwzglednia sig tylko jeden, ponadto nietrwaly parametr, jakim jest liczba nadtlen-
kowa $wiadczy o catkowitej ignorancji zagrozen dla zdrowia najmtodszych. Tym bar-
dziej, ze cytotoksycznos¢ i genotoksycznos¢ wtornych produktéw oksydacji lipidow
znana jest od dawna (3). Mimo, iz preparaty do zywienia niemowlat uznawane sg za
zywnos¢ specjalnego przeznaczenia, ich bezpieczenstwo zdrowotne jest iluzoryczne.

WNIOSKI

1. Spadek zawarto$ci wielonienasyconych KT podczas przechowywania wskazu-
je, ze w zadnym z badanych preparatow do zywienia poczatkowego niemowlat nie
zastosowano skutecznej ostony antyoksydacyjne;j.

2. O braku stabilnos$ci oksydacyjnej badanych preparatdéw mlekozastgpczych
swiadczy wysoki poziom wtdrnych produktow oksydacji, reagujacych z p-anizydyna.

3. Zardéwno zmiany w skladzie kwasow ttuszczowych, jak tez wysoki poziom
wtornych produktéw oksydacji lipidéw nie tylko nie potwierdzaja bezpieczenstwa
zdrowotnego badanych preparatow, ale wskazuja na zagrozenie dla zdrowia nie-
mowlat.

G. Cichosz, H. Czeczot, A. Ambroziak, M. Kowalska

THE INFLUENCE OF STORAGE ON THE PROFILE OF FATTY ACIDS IN BREAST-MILK
SUBSTITUTES

Summary

Breast-milk substitutes are characterised by high fat content (21,0 — 27,7 g/100 g powder); They
contain saturated (FA), monounsaturated (MUFA) and polyunsaturated (PUFA) fatty acids. The PUFAs
are particularly susceptible to oxidation; the process of oxidation occurs exponentially in proportion to
their content and number of unsaturated bonds. Therefore, oxidative stability of breast-milk substitutes
is their most important health safety parameter.

Six commercial breast-milk substitutes were evaluated in terms of their fatty acid proportions, as well
as the content of secondary products of fatty acids oxidation resulting from the disintegration of peroxide
(anisidine value test) during storage. After 12 months of storage, a significant decrease in polyunsaturated
fatty acid contents (always greater for the n-3 a-linolenic than the n-6 linoleic acid) and high levels of
secondary products of lipid oxidation (reactive with para-anisidine) were observed. These results do not
merely fail to confirm that the tested breast-milk substitutes are safe, but rather indicate that they may
be harmful to infants’ health.
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