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In the recent decade’s fats, primarily animal fats were held responsibility for the development of
different illnesses connected to nourishment. This approach slowly seems to turn about as the
importance of different fatty acids proves to be very important in human nourishment and in health
conservation. Concerning milk fat which was to be handled as public enemy recently we approach it
in a definitely positive way.

In the past decades during the experiments on animals light was thrown on the positive effects of
several compounds of milk fat concerning conjugated linoleic acids (CLA) as well. Conjugated
linoleic acids are those octadecadienic acids (C18:2) having conjugated double bond. After it turned
out that the CLA is having a significant physiological effect it was researched which food serves as
a rich CLA source. There are different types of conjugated linoleic acid and behind the changes of
the CLA content several mechanisms can take part depending on which process affected
significantly the CLA content of the given food. For instance a part of the CLA content of the raw
milk derives from the biological hidrogenisation reactions of the cow’s rumen. Concerning
processed food during certain technologies conjugated linoleic acids could arise. The possibility
emerges to encroach these processes in a way that they shift to the production of CLA content, so in
this respect we get a CLA rich product with favourable physiological effects. Accomplishing this
task is very complicated during which we also have to pay attention to that the growing of CLA
content should not draw down with other undesirable changes in the product. Our knowledge is
incomplete and on the other hand the different CLA isomers have different physiological effects.
According to our present knowledge the c9,t11-C18:2 isomer is having the biggest biological
activity, which is very effective in preventing and impending some tumours. For the exact
determination of food’s CLA content and following its changes we need up-to-date well
reproductive, easily disposable analytical methods.

We have need of modern well reproducible and easily executable analytical methods for the perfect
CLA content of foodstuffs and the monitoring of changes. In this paper we review the steps of the
feasible determination of the CLA content. We assay the problems of the sample’s preparation, and
we tell about the determination of the position and geometry of the double-bonds. We present
shortly the gas and liquid chromatographic separation methods.
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Az elmult néhany évtizedben a zsirokat, elsdsorban az allati eredetli zsirokat tették felelossé a
taplalkozassal osszefliggd kiilonbozo betegségek kialakuldsaért. Ez a szemlélet lassan megfordulni
latszik, hiszen egyre inkabb vildgossa valik a kiilonb6z6 zsirsavak fontossdga az ember
taplalkozasadban, sOt egészségének meglérzésében. Az igen sokdig kozellenségnek kikialtott
tejzsirrél, ma mar egyértelmiien pozitivan szolhatunk.

Az elmult évtized allatkisérletei soran a tejzsirban taldlhato tobb vegytilet elonyds hatdsara deriilt
fény; az Gn. konjugdlt linolsavakat (roviditve CLA) is beleértve. Konjugalt linolsavnak azon
oktadekadiénsavakat (C18:2) neveziink, melyek konjugalt kettds kotés rendszerrel rendelkeznek.
Miutan kideriilt, hogy a CLA jelentds ¢lettani hatdssal bir, vizsgalni kezdték, hogy mely
¢lelmiszerek szolgalhatnak gazdag CLA-forrasként. Tobbféle konjugélt linolsav van és a CLA
tartalom valtozasai mogott eltéré mechanizmusok ,,bujhatnak meg”, attol fiiggéen, hogy az adott
¢lelmiszer CLA szintjét mely folyamatok befolydsoljak jelentosen. Példaul a nyerstej CLA
tartalmanak egy része feltehetden a tehenek benddjében zajlo bioldgiai hidrogénezési reakcidkbol
szarmazik. Feldolgozott élelmiszereknél, egyes technologiai 1épések soran is keletkezhetnek
konjugalt linolsavak. Felmeriil annak lehetdsége, hogy ezen folyamatokba gy avatkozzunk be,
hogy a CLA termelddés iranyaba tolddjanak el, s ezaltal CLA-ban gazdag, kedvezd élettani hatasu
terméket kapjunk. Ennek megvalodsitasa bonyolult feladat, melynek soran arra is vigydzni kell, hogy
a CLA tartalom ndovekedése ne jarjon egylitt egyéb, nem kivéanatos valtozasokkal a termékben.
Ismereteink korantsem teljesek, rdadéasul az eltérd CLA izomerek eltérd élettani hatassal birnak.
Jelenlegi ismereteink szerint a ¢9,t11-C18:2 izomer bir a legnagyobb bioldgiai aktivitassal, egyes
daganatok megeldzésében és gatlasdban igen hatékony.

Az ¢élelmiszerek pontos CLA tartalmanak magallapitdsara, a valtozasok nyomon-kdvetésére
korszert, jol reprodukalhat6, konnyen elvégezhetd analitikai modszerekre van sziikség, Cikkiinkben
attekintjiik a CLA lehetséges meghatarozasanak egyes 1épéseit. Elemezziik a minta elokészitésének
problémait, szolunk a kett6s kotések helyzetének és geometridjanak meghatarozasarol. Roviden
bemutatjuk a gaz- és folyadék-kromatografias elvalasztasi modszereket



Bevezetés

Konjugalt linolsavnak (CLA) azon oktadekadiénsavakat (C18:2) neveziink, melyek konjugalt kettds
kotés rendszerrel rendelkeznek. Az utdbbi idében elényds élettani hatdsuk miatt keriiltek az
érdeklodés kozéppontjdba. A CLA legnagyobb mennyiségben a kérddzok szoveti zsirjaban és
tejzsirjaban fordul el6. A CLA izomerek koziil a tejzsirban, legnagyobb mennyiségben a 9-cisz,11-
transz-C18:2 izomer fordul eld, de Gjabb kutatdsok szerint ezen kiviil kisebb mennyiségben a 6,8-
C18:2 izomertdl a 12,14-C18:2 izomerig szinte minden helyzeti izomer megtalalhato, és ezen beliil
a kettds kotések rendelkezhetnek mind cisz, mind transz konfiguracioval (Kramer, Zhou 2001). Az
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mennyiségi meghatarozasa még a korszerli nagymiiszeres analitikai eszkozokkel is kihivast jelent.
Minta-el6készités: lipid-extrakcio és metilezés

A konjugalt linolsavak analizisére altaldban biologiai eredetli mintakbdl kertil sor, a legtobb esetben
tejtermékekbdl, vagy allati szovetekbdl. Az extrakciot lehetbleg a mintavételt kovetden azonnal el
kell végezni. Amennyiben ez nem lehetséges, a mintdkat azonnal le kell fagyasztani a hidrolizis és a
peroxidképzddés megakadalyozasa céljabol, ¢és —70°C-on kell tarolni a minta-elokészités
megkezdéséig (Kramer, Zhou 2001).

A minta-elokészités soran az els6 feladat a lipidek kioldasa a szovetekbdl, majd a nem lipid jellegli
szennyezddések eltavolitasa az extraktumbodl. A modszer kivalasztasa attdl fiigg, hogy mely lipid-
osztalyok CLA-0Osszetételének vizsgalata a cél. Az 0sszes lipid kioldasara a tej, és a sajt vizsgalata
esetében leggyakrabban a Folsch és mtsai (1957), illetve a Bligh és Dyer (1959) altal kifejlesztett
modszert (extrakcido kloroform/metanol/viz eleggyel) illetve ezen moddszerek valtozatait
alkalmazzak. Csokoladé esetében a Soxhlet-extrakciot is alkalmaztdk a lipidek kivonasara (Hurst és
mtsai 2001). Czauderna és mitsai tej, has, és béltartalom vizsgalata esetében lugos hidrolizist
kovetden a szabad zsirsavakat diklormetdnnal extrahaltdk. A CLA-tartalom meghatirozasanal a
savas eléroncsolassal jard extrakciés modszereket nem célszeri alkalmazni, mivel ezek a CLA
izomer-osszetételének megvaltozasat okozhatjak (Shantha, Decker, Ustunol 1992).

A lipidtartalom kiolddsa utdn a magasabb szénatomszamu zsirsavak esetében, mint példaul a CLA-
k, a gdzkromatografids meghatarozasokhoz illékony zsirsav-szarmazékok képzésére van sziikség. A
zsirsavakbol altalaban zsirsav-metil-észtereket képeznek (FAME), mivel ezek illékonysaga
nagyobb, mint a hosszabb szénlancu alkoholokkal képzett észtereké.

A metil-észterek elballitasara alkalmazott modszerek esetében harom feltételnek kell teljesiilnie:

1, A CLA-k helyzeti és geometriai izomerizacidja minimalis legyen.

2, A melléktermék képzddés minimalis legyen.

3, A metilezés teljesen végbemenjen. Ez kiilondsen azokban az esetekben jelenthet problémat,
mikor a zsirsavak nem szabadon, hanem észterk6tésben vannak jelen a mintaban.

A szabad karboxilcsoporttal rendelkezd CLA-k metilezése a sav-katalizalt észterezési reakciokon
alapuld modszerek koziil a bor-trifluorid-metanol (BFs/MeOH), illetve a sosav-metanol
(HCI/MeOH) reagenseket alkalmazé modszerekkel mar szobahdmérsékleten, 10 perc alatt is
megvalosithato.

Az észterkotésben 1évé CLA-k esetében csak bazikus katalizisen alapuld atészterezési reakcioval,
natrium-metilat (NaOMe) reagenssel lehet maradéktalanul elvégezni az metilezést
szobahdmeérsékleten. A sav-katalizalt atészterezési reakciok mind a BF3/MeOH, mind a
HCI/MeOH reagens esetében szobahOmérsékleten nem valosithatdak meg maradéktalanul, csak
60°C felett, 20 perces kezelés esetében. Ilyen koriilmények kozott azonban a sav-katalizis elvén



miikodé modszerek megvaltoztathatjdk a mintdban a CLA-k helyzeti és geometriai izomer-
Osszetételét, valamint szamottevd melléktermék képzddéssel jarnak. A bazikus katalizisen alapuld
natrium-metilatos modszer 20°C-100°C kozott 20 perc reakcididé alkalmazasa soran sem
valtoztatja meg a CLA izomerek aranyat, és nem jar szamottevo allil-metoxid képzddéssel sem
(Park és mtsai 2001).

Amennyiben szabad karboxilcsoportot tartalmazé CLA-t szeretnénk metilezni, alkalmazhatok a
sav-katalizisen alapuld reakciok, de csak alacsony hémérsékleten (20°C). Amennyiben zsirsav-
észtereket kivanunk atészterezni metil-észterekké, bazikus katalizisen alapuld metilezési modszert
kell alkalmazni, mivel a sav-katalitikus modszerek esetében az atészterezéshez sziikséges magas
hémérsékleten és hosszabb iddtartam alatt nemkivanatos atalakuldsok kdvetkezhetnek be.

Gazkromatografias szétvalasztas

Jelenleg még a nagy felbontassal rendelkezé modern kapillaris oszlopok segitségével sem oldhato
meg tokéletesen a kiilonb6ozé CLA-izomerek szétvalasztasa. A legjobb szétvalasztast eddig a 100 m
hossz1 100% cianopropil-szilikon all6fazist WCOT oszlopokkal érték el. Ezeknél a kolonnéknal, a
homérséklet-programtol fiiggetleniil, a CLA-metil-észtereck (CLA-FAME) retencios ideje a
linolénsav-metil-észter (C18:3n-3-FAME) és az n-6-eikozadiénsav-metil-észter (C20:2n-6-FAME)
retencios ideje kozé esik. Ebben a retencids idd-intervallumban ezeken az oszlopokon a
heneikozilsav-metil-észter (C21:0-FAME) kivételével gyakorlatilag nem elual mas FAME (Kramer
¢és mtsai 1998, Roach és mtsai 2000, Precht, Molkentin 2000). A C21:0-FAME CLA-FAME-hez
viszonyitott relativ retenciés ideje az alkalmazott hdémérséklet-program fiiggvényében kis
mértékben ingadozhat, igy zavard hatdsa mas-mas CLA-FAME esetében jelentkezhet. Bar a tejzsir
esetében azonositottak ot eikozadiénsav (C20:2) izomert, amelyek FAME szarmazéka szintén a
CLA-FAME-kal egyiitt eludl az oszloprol, ezek mégsem okoznak jelentds interferenciat, mivel
koncentraciojuk a tejzsirban 1-2 nagysagrenddel kisebb, mint a CLA-izomereké (Precht, Molkentin
2000). Ezen GC oszlopok esetében a metilezés soran keletkezé metoxi melléktermékek a CLA-zona
utan elualnak, igy interferenciat ott nem okoznak (Kramer és mtsai 1997).

A cianopropil-szilikon alapu allofazist oszlopok esetében elGszor a cisz,transz-, és a transz,cisz-,
majd a cisz,cisz-, ezt kovetden a transz,transz-CLA izomerek elualnak (Kramer, Zhou 2001, Sehat
¢és mtsai 1998). A cisz,transz-CLA izomerek koziil a retencios id6 az ,,n” érték novekedésével né.
Ugyanazon helyzeti izomer esetében a cisztransz-CLA izomer el6bb jelenik meg a
kromatogramon, mint a transz,cisz-CLA izomer. Cisz,cisz-CLA izomerek esetében az ,,n” érték
novekedésével az eluciés 1d6 n6. A transz,itransz-CLA izomerek esetében az ,n” érték
novekedésével az elucios id6 csokken (Kramer, Cruz-Hernandez, Zhou 2001).

A szétvéalasztas mindsége a bioldgiai mintdk esetében altalaban rosszabb, mint a sztenderdekben.
Ennek az oka az, hogy elébbiekben egyes CLA-izomerek mennyisége adja a CLA-tartalom
talnyomo6 részét. Példaul az emberi zsirszOvetben, és a szarvasmarhak zsirjaban a legnagyobb
mennyiségben (75-85%-a a CLA-tartalomnak) eléfordulé 9c,11t-CLA izomer nem valaszthatd
gazkromatografiaval szét a teljes CLA-tartalomnak mintegy 7%-at kitevé 7t, 9c-CLA izomert6l. A
7t, 9c-CLA izomer ugyanis a 9c,11t-CLA izomer kromatografias cstcsanak felszallo agaban
helyezkedik el (Yurawecz és mtsai 1998).

A tejmintak teljes zsirsavtartalmanak kevesebb, mint 1%-at teszi ki a CLA-tartalom. Egyéb mintak
esetében a CLA koncentracid még ennél is kisebb lehet. A CLA-k és a tdbbi nagyobb
koncentracioban jelen 1évd zsirsav egyiittes analizise altalaban nem valdsithaté meg. Tobbnyire két
kiilon analizisre van sziikség. Az elsd analizis soran toményebb oldatbol analizaljuk a CLA-
izomereket, majd 10-30-szor higabb oldatbol a nagyobb mennyiségben jelen 1évé zsirsavakat
(Kramer, Cruz-Hernandez, Zhou 2001).



A kettos kotések helyzetének és geometriajanak meghatarozasa

A CLA-izomerek metil-észter szarmazékai EI (elektron-iitkGztetéses) tomegspektrumuk alapjan
nem kiilonboztetheték meg egymastol (Roach és mtsai 1999). Azonban a CLA izomerek 4-metil-
1,2,4-triazolin-3,5-dionnal (MTAD) képzett szarmazékai [Dobson 1998, Martin és mtsai 2000),
valamint a 2-alkenil-4,4-dimetiloxazolin szarmazékok (Roach és mtsai 1999) magas diagnosztikai
értéki  El-tomegspektrumot adnak, melynek segitségével meg lehet allapitani, hogy hol
helyezkednek el a kettds kotések a molekulaban.

A két szarmazékképzési modszer koziil a DMOX-modszer elonye, hogy a CLA konjugalt kettds
kotéseinek konfiguracioja valtozatlan marad a termékben, igy a detektidlast megel6z6
gazkromatografias szétvalasztasban a CLA-k konjugalt kettds kotéseinek helyzeti és geometriai
izoméridja is szerepet jatszik. A masik modszerben csak a kettds kotések helye (azaz a MTAD
addici6 helye) befolyésolja a gazkromatografias szétvalasztast, a geometriai izomériara vonatkozo
informaci6 elveszik a szarmazékképzés soran. A DMOX-mddszer felhasznalhatd egyéb zsirsavak
azonositasara is, mivel az atalakulas a zsirsavak karboxilcsoportjanal, vagy a FAME-k metil-észter
funkcids csoportjanal kovetkezik be. A MTAD-mddszer ellenben csak a konjugalt dién-strukturat
tartalmazo zsirsavak szerkezeti vizsgalatara alkalmas.

A szarmazékképzéses EI-MS modszerek alkalmasak a GC-vel szétvalasztott CLA-kben a kettds
kotések helyzetének megallapitasara. Nem alkalmasak viszont a geometriai izoméria felderitésére.
Az MS vizsgalatok eléfeltétele azonban az, hogy a CLA-szarmazékok egymastol és a tobbi zsirsav-
szarmazéktol elvaljanak a GC-s analizis sordan. A DMOX szadrmazékok esetében a legtobb
diagnosztikus ion, amelyet arra hasznalunk, hogy a CLA-k kettds kotéseinek helyét megallapitsuk,
egyéb zsirsavak tomegspektrumaban is szerepel (Roach 2001).

A CLA-ben 1év6 kettds kotések geometriai izoméridjarél GC-FTIR vizsgélatok alapjan kaphatunk
tajékoztatast. Ennek soran a GC-bdl tdvozd komponenseket egy folyamatosan mozgd infravords
szubsztratra kondenzaltatjak alacsony hémérsékleten, a vivogazt pedig vakuum szivja el. Ezt
kovetden a fagyott allapotu komponenst fokuszalt IR sugérzas éri, majd a transzmittalt IR sugarzas
detektaldsa kovetkezik. A rotacios spektrumok tanulmanyozasa alapjan tudunk kovetkeztetni a
kettds kotések geometridjara. A konjugalt kettds kotést tartalmazo zsirsavak gyenge, de egyediilallo
abszorpcios savokat adnak, amelyek lehetdvé teszik a geometriai izomerek megkiilonboztetését is
(Mossoba 2001).

Folyadékkromatografias analizis

Forditott fazist folyadékkromatografiaval, C18 (oktadecil) allofazison a CLA-k szétvalasztdsa nem
oldhatd6 meg maradéktalanul. Azonban a gazkromatografids elvalasztast javitani lehet, ha a
félpreparativ forditott fazisi oszlopon elézetesen elvalasztott CLA tartalmu frakcidt juttatjuk a
gazkromatografba (Werner, Luedecke, Shultz 1992).

Forditott fazisu folyadékkromatografias vizsgalatok soran a CLA-izomerek a linolsavval egyiitt
eludlnak egy egynemii C18-dién frakcidoban. A legtobb ODS oszlop hasznélhaté erre a célra.
Eluensnek leggyakrabban acetonitril:viz elegyet hasznalnak, vagy tiszta acetonitrilt. Utobbi esetben
a kinyert frakciobol az acetonitril kdnnyen eltavolithato. A detektalas megoldhaté mind UV, mind
refraktometrids detektorral. Elébbi esetben a konjugalt kettds kotéseket tartalmazod molekulak
esetében 230nm koriili hulldmhosszon célszerli mérni az abszorpciot.

A folydékkromatografidss modszerek koziill a CLA-k szétvalasztdsa jelenleg az eziistion-
folyadékkromatografias eljarasok hasznalata a leggyakoribb. Ennek soran a CLA-t egy, vagy tobb
sorba kotott, vékony eziistréteggel bevont oszlopon valasztjak szét. A CLA-bdl leggyakrabban metil
észtereket képeznek, mint a gazkromatografiads vizsgalatoknal, és az izomereket acetonitril/hexan
eluenssel izokratikusan valasztjdk szét. A felbontéas jelentdsen javithatdé a sorba kotott oszlopok
szamanak emelésével. Az eziistion-kromatografidban a CLA-k a kettds kotések eltérd



konfigurécioja és a konjugalt dién funkcids csoport eltérd helyzete alapjan valnak szét egymastol. A
CLA-k harom csoportba osztva jelennek meg a kromatogramon, elészor a transz/transz-, majd a
cisz/transz-, transz/cisz-, és végiil a cisz/cisz-izomerek. Egy adott csoporton beliil minél messzebb
vannak a kettds kotések a karboxil-csoporttdl, annal kisebb a komponensek retencios térfogata.
Adott helyzeti izomer esetében a Cisz/transz és a transz/cisz par nem minden esetben valaszthaté el
eziistion-kromatografiaval, a transz/transz és a cisz/cisz par viszont igen (Yurawecz, Morehouse

2001).

A detektalas UV, vagy diodasoros detektorral (DAD) torténik. Mas szarmazékképzési

modszerek és eluens-Osszetétel alkalmazasaval a felbontas tovabbi javulasa érheté el (Nikolova-
Damyanova, Momchilova, Christie 2000).
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