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WPLYW CZASU I TEMPERATURY PRZECHOWYWANIA NA
STABILNOSC KWASU FOLIOWEGO I FOLIANOW W WYBRANYCH
SOKACH OWOCOWYCH I OWOCOWO-WARZYWNYCH

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie wptywu czasu i temperatury przechowywania na stabilno$¢ kwasu fo-
liowego i folianow w fortyfikowanych sokach owocowych i owocowo-warzywnych. Zawartos¢ kwasu
foliowego i folianéw oznaczano w sokach §wiezych oraz po 3, 6 i 9 miesigcach przechowywania w temp.
20 - 22 °C i w chlodziarce (5 - 7 °C). W zadnym badanym soku nie stwierdzono istotnych ubytkéw kwasu
foliowego po 3 miesigcach przechowywania, niezaleznie od temperatury przechowywania. Najwigksze
straty zaobserwowano w sokach o najnizszym pH, wynoszacym 3,45 (sok klarowany owocowy) i 4,25
(sok typu przecierowego, owocowo-warzywny), po 9 miesigcach przechowywania. W badanych probkach
sokow oznaczono bardzo male ilosci tylko jednej zidentyfikowanej, naturalnej formy folianow, tj.
S-metylotetrahydrofolianu (SCH;FH,). Do 3 miesigcy przechowywania, zarowno w temp. 20 - 22 °C, jak
i chtodniczej, nie wykazano istotnych strat S-metylotetrahydrofolianu, ale juz po 9 miesiacach sktadowa-
nia stwierdzono ubytki tej witaminy, zwlaszcza w sokach przechowywanych w temperaturze pokojowe;.

Stowa kluczowe: kwas foliowy, foliany, soki, przechowywanie, HPLC

Wprowadzenie

Foliany w zZywnosci wystgpuja w wielu formach rézniacych sig¢ stopniem utlenie-
nia pierScienia pirazynowego, liczba dotaczonych reszt kwasu glutaminowego a takze
rodzajem jednoweglowego fragmentu, ktory jest dotaczony do tego pierscienia w po-
zycjach N-5 1/lub N-10 i decyduje w duzym stopniu o udziale foliandw w procesach
metabolicznych. Gdy rozpoznano biochemiczng funkcj¢ folianow, dowiedziono, ze ich
niedobor ma istotny wptyw na metabolizm i zdrowie cztowieka. Foliany biora udziat
w wielu reakcjach transferu jednowgglowej czasteczki, m.in. w biosyntezie pirymidyn
1 puryn, metabolizmie aminokwasow, utlenianiu mréwczanéw [21]. Foliany to zwiaz-
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ki, ktore sa niezbedne do podziatu komorek i prawidtowego rozwoju ptodu. Amino-
kwasy, takie jak: metionina, seryna, glicyna i histydyna, sq metabolizowane przez sze-
reg folianozaleznych reakcji [20]. Zawarto$¢ homocysteiny (Hcy) w osoczu takze jest
regulowana obecnoscia foliandw [18]. Hiperhomocysteinemia (tzn. podwyzszona za-
warto$¢ Hcey) jest jednym z czynnikdéw ryzyka chordb uktadu krazenia [7]. Oslabienie
tozyska na skutek hiperhomocysteinemii ma ujemny wplyw na caly przebieg ciazy.
Z kolei metionina, uformowana =z homocysteiny, jest przeksztalcana do
S-adenozylometioniny, ktéra jest donorem grup metylowych dla wielu reakeji, m.in. do
metylacji DNA [21]. London i Hyttan [15] oraz Fleming [6] stwierdzili duzo wigksze
zawartosci folianow w moczu kobiet ci¢zarnych niz u niebgdacych w ciazy. Za obni-
zenie st¢zenia folianow we krwi kobiet cigzarnych odpowiada prawdopodobnie wiele
mechanizmow.

Badania prowadzone w Polsce wskazuja na mate spozycie folianow z dieta, po-
zwalajace na pokrycie $rednio okoto 50 - 60 % dziennego zapotrzebowania [3, 19],
biorac pod uwagg zalecane spozycie dla 0os6b dorostych w ilosci 400 pg dziennie [9].
Najbogatszym zrodtem folianow sg m.in. rosliny straczkowe, podroby (watroba), droz-
dze, warzywa zielonolistne, pomarancze oraz orzechy. Aby zwigkszy¢ zawarto$¢ tej
witaminy w diecie, zaleca si¢ spozywanie przynajmniej 5 porcji warzyw i owocoOw
dziennie [5]. Alternatywnym sposobem zwigkszenia zawartosci folianow jest uzupet-
nianie diety suplementami lub produktami fortyfikowanymi syntetycznym kwasem
foliowym. W niektorych krajach istnieje obowigzek wzbogacania wybranych produk-
tow kwasem foliowym. W Polsce nie ma takiego obowiazku, ale dostepny jest szeroki
asortyment produktow wzbogacanych. Wsrdd nich znaczaca grupg stanowia soki, nek-
tary 1 napoje owocowe, zbozowe produkty $niadaniowe, przetwory mleczne oraz wy-
roby cukiernicze [13]. Kwas foliowy jest redukowany do formy czterowodorowej
i nastgpnie metylowany podczas transportu w jelitach. Proces ten jest jednak limitowa-
ny i nadmiar kwasu foliowego (> 280 ug w jednej dawce) moze pojawic si¢ we krwi
[11]. Wzbogacanie zywno$ci kwasem foliowym wzbudza wiele kontrowersji ze
wzgledu na nie do konca wyjasnione konsekwencje dla zdrowia nadmiaru syntetycz-
nego kwasu foliowego w organizmie czlowieka. Kwas foliowy nie jest naturalnym
koenzymem i jego dlugotrwaly wpltyw na zdrowie jest wcigz nieznany [16]. Dlatego
tez kraje europejskie nie zdecydowaly si¢ na obligatoryjne wzbogacanie wybranych
produktéw kwasem foliowym, jak ma to miejsce w USA, Kanadzie i w niektorych
krajach Ameryki Lacinskie;j.

Soki owocowe i owocowo-warzywne sa nosnikami wielu sktadnikow odzyw-
czych, w tym witamin, i moga by¢ dobrym uzupehlieniem codziennej diety. Krotki
okres wegetacji w Polsce ogranicza dostep do Swiezych owocow 1 warzyw w ciagu
catego roku, dlatego rozwija si¢ rynek sokéw 1 napojow owocowo-warzywnych. Moga
one sta¢ si¢ istotnym zrodtem skladnikdéw biologicznie czynnych, w tym folianow.
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Niezbedna jest przy tym odpowiednia promocja produktéw wzbogacanych, jak row-
niez edukacja zywieniowa konsumentow. Na ostateczna zawartos¢ foliandw i1 kwasu
foliowego w produktach wzbogacanych wplyw moga mie¢: dobér surowca, jego Swie-
70$¢ oraz warunki, w jakich jest przechowywany, temperatura procesu produkcyjnego
(pasteryzacja), warunki transportu i magazynowania wyrobow gotowych oraz okres ich
sktadowania a takze rodzaj opakowania produktu, ktore powinno maksymalnie ograni-
cza¢ dostep promieniowania stonecznego.

Celem pracy bylo okre$lenie wptywu czasu i temperatury przechowywania na
stabilno$¢ kwasu foliowego i folianow w wybranych, fortyfikowanych sokach owoco-
wych i owocowo-warzywnych.

Material i metody badan

Materiat do badan stanowity soki zakupione w sklepach w Olsztynie:

— owocowe klarowane: czarna porzeczka (1) i pomarancza (2),
— owocowe typu przecierowego: jablko (3) i pomarancza (4),
—  OWOCOWO-Warzywne przecierowe:

- marchew, brzoskwinia, pomarancza, jabtko (5),

- marchew, pomarancza, banan, jabtko (6).
Okres przydatnosci do spozycia wszystkich sokow byl nie krotszy niz 10 miesigcy.
Soki byty wzbogacone witaminami, w tym kwasem foliowym, w ilo$ci 30 pg/100 g.

Zawarto$¢ kwasu foliowego i folianéw oznaczano w sokach swiezych i w sokach
przechowywanych w temp. 20 - 22 °C (pokojowej) oraz w temp. 5 - 7 °C (chtodniczej),
przez 3, 6 1 9 miesigcy. Oznaczenie kwasu foliowego i folianow wykonywano metoda
HPLC. Wzorce: 5-metylotetrahydrofolian (SCH3FH,) i tetrahydrofolian (FH4) pocho-
dzily z firmy Sigma Aldrich i zostaly przygotowane wedlug metody opisanej przez
Koningsa [12]. Stezenie standardow obliczano przy uzyciu wspotczynnikow absorpcji
molarnej podanych przez Blakleya [4].

Enzym a-amylaze (E.C. 3.2.1.1, Sigma Aldrich A-6211) rozpuszczano w 0,1 M
buforze fosforanowym o pH = 7,0 w ilo$ci 2 mg/ml, bezposrednio przed analiza, aby
unikna¢ zanieczyszczenia bakteriami, ktore moga syntetyzowac foliany w czasie inku-
bacji. Hydrolaze y-glutamylowa pozyskano z plazmy krwi szczura (Europa Biopro-
ducts Ltd., Cambridge) i przygotowano w sposob opisany we wczesniejszej publikacji
[8].

Wszystkie probki do ekstrakcji przygotowywane byly w przyciemnionym po-
mieszczeniu. Do probowek wirowniczych Oak Ridge PPCO (Nalgene Co.) o poj.
50 ml odwazano 10 g probki. Dodawano 25 ml 0,1 M buforu fosforanowego (pH =
6,1) z nastgpujacymi dodatkami: 2 % (w/v) kwasu askorbinowego i 0,2 % (v/v)
2-merkaptoetanolu. Prébki intensywnie wytrzasano i ogrzewano w tazni wodnej
w temp. 100 °C przez 15 min, od czasu do czasu wstrzasajac. Nastepnie probki schia-
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dzano w tazni lodowej do temp. 20 °C, dodawano 0,25 ml hydrolazy y-glutamylowe;j
i 1 ml a-amylazy. Probki inkubowano w temp. 37 °C przez 4 h. Nastepnie ogrzewano
przez 5 min w temp. 100 °C i chtodzono w tazni lodowej. Probki wirowano przez
20 min (12000 rpm) w 4 °C. Supernatant zlewano do kolbek miarowych z ciemnego
szkta o pojemnosci 50 ml. Do osadu pozostatego w probdéwkach dodawano 10 ml
0,1 M buforu fosforanowego, wstrzasano i ponownie wirowano. Uzyskany supernatant
zlewano do tych samych kolbek miarowych. Objeto$¢ kolbek uzupetniano do znaku
miarowego 0,1 M buforem fosforanowym i cato$¢ saczono przez saczki karbowane do
buteleczek o pojemnosci 25 ml.

Oczyszczanie probek przeprowadzano w kolumnach Bakerbond spe J. T. (Baker
7091-03 [czwartorzgdowa amina]), a rozdzial w kolumnie chromatograficznej Pheno-
menex Synergi 4a Hydro-RP 80A (4 pum, 250 x 4,6 mm), wedlug metody opisanej
przez Jastrebowa i wsp. [10], przy uzyciu chromatografu cieczowego Shimadzu seria
LC-10A. Identyfikacje¢ i obliczanie zawartosci kwasu foliowego i folianow wykony-
wano na podstawie wzorca ze znana zawartoscia folianow. Wzorzec nanoszono kilka-
krotnie na szczyt kolumny chromatograficznej podczas catej serii oznaczen.

Wyniki przedstawiono jako $rednig z trzech powtdrzen. Istotno$¢ rdznic pomig-
dzy warto$ciami $rednimi oceniano testem Duncana przy uzyciu programu Statistica
2010.

Wiyniki i dyskusja

Na rys. 1. i 2. przedstawiono zawarto$¢ kwasu foliowego we wzbogaconych,
swiezych sokach oraz przechowywanych w temp. 20 - 22 °C i w temp. 5 - 7 °C przez 3,
6 1 9 miesigcy.

Zawarto$¢ kwasu foliowego w sokach $wiezych wahata si¢ od 18,7 do
68,1 ug/100 g soku. Wartosci te tylko w jednym przypadku byty zgodne z wartoscia
zadeklarowana przez producenta soku, wynoszaca 30 ug/100 g soku, a w dwdch przy-
padkach znacznie przewyzszaly wartosci deklarowane. Dwa oceniane soki zawieraly
ponad 30 % mniej kwasu foliowego, a w jednym (6) nie stwierdzono go wcale, mimo
deklaracji producenta o zawarto$ci na poziomie 30 ug/100 g. Mozna zatem przypusz-
czaé, ze producenci nie zawsze podaja rzetelna informacj¢ na etykiecie produktu, tym
samym wprowadzaja klienta w blad. Z kolei zbyt duza zawarto$¢ kwasu foliowego
wskazuje, ze producenci moga stosowaé tzw. naddatki technologiczne w celu
uwzglednienia ewentualnych strat w czasie przechowywania. Mniejsze zawartosci
kwasu foliowego od wartosci deklarowanych we wzbogacanych sokach owocowych
stwierdzili takze Lebiedzinska i wsp. [14].
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Objasnienia: / Explanatory notes:

1 - sok owocowy klarowany o pH = 3,45 / clarified fruit juice of pH = 3.45

2 - sok owocowy klarowany o pH = 4,70/ clarified fruit juice of pH = 4.70

3 - sok owocowy przecierowy o pH = 4,38 / fruit puree and fruit juice of pH =4.38

4 - sok owocowy przecierowy o pH = 5,01 / fruit puree and fruit juice of pH = 5.01

5 - sok owocowo-warzywny o pH= 4,25 / fruit-vegetable juice of pH = 4.25

6 - sok owocowo—warzywny o pH= 4,72/ fruit—vegetable juice of pH = 4.72

Wartosci $rednie oznaczone tymi samymi literami dla kazdego rodzaju soku nie rdznig si¢ statystycznie

istotnie (p < 0,05) / Mean values denoted by the same letters for each type of juice do not differ statistical-

ly significantly (p < 0.05).

Rys. 1. Zawarto$¢ kwasu foliowego w sokach $§wiezych i przechowywanych w temp. 20 - 22 °C przez 3,
619 miesigey.

Fig. 1.  Content of folic acid in fresh juices and in juices stored at temperatures from 20 to 22 °C for 3,
6, and 9 months.
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Objasnienia jak pod rys. 1. / Explanatory notes as under Fig. 1.

Rys. 2. Zawarto$¢ kwasu foliowego w sokach swiezych i przechowywanych w temp. 5 - 7 °C przez 3, 6
1 9 miesigcy.

Fig. 2. Content of folic acid in fresh juices and in juices stored at temperatures from 5 to 7 °C for 3, 6,
and 9 months.
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We wszystkich badanych sokach nie stwierdzono istotnych ubytkow kwasu fo-
liowego po 3 miesiacach przechowywania (rys. 1 i 2). Ohrvik i Witthoft [17] nie
stwierdzili istotnych zmian zawartosci kwasu foliowego w sokach pomaranczowych
przechowywanych przez 35 dni. Brakuje natomiast danych dotyczacych wptywu dtuz-
szego czasu przechowywania na stabilno$¢ dodanego kwasu foliowego. W przedsta-
wionych badaniach najwigksze straty kwasu foliowego po 9 miesiacach przechowywa-
nia w temperaturze 20 - 22 °C wyniosty okoto 50 % w stosunku do zawartosci w soku
swiezym i dotyczyty soku klarowanego z czarnej porzeczki (1), ktorego pH byto duzo
nizsze niz pozostatych sokéw i wynosito 3,45. Dane literaturowe wskazuja, ze kwas
foliowy jest mniej stabilny w roztworach kwasnych o pH ponizej 5 [1, 2]. W sokach
przechowywanych w chlodziarce straty kwasu foliowego byly mniejsze. W dwoch
sokach (2 i1 4) przechowywanych zar6wno w temp. pokojowej, jak i w chlodziarce, nie
stwierdzono istotnych zmian zawartos$ci kwasu foliowego — pH tych sokow bylo wyz-
sze 1 wynosito 4,701 5,01.
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Objasnienia jak pod rys. 1./ Explanatory notes as under Fig. 1.

Rys. 3. Zawarto§¢ SCH;FH, w sokach §wiezych i przechowywanych w temp. 20 - 22 °C przez 3, 61 9
miesigcy.

Fig. 3.  Content of SCH3FH,4 (1g/100 g) in fresh juices and in juices stored at temperatures from 20 to 22
°C for 3, 6, and 9 months.

W probkach sokow oznaczono tylko jedna forme folianow, tj. S-metylo-
tetrahydrofolian (SCH3FH,). Przeprowadzone badania wskazuja na bardzo mata zawar-
tos$¢ naturalnych form foliandéw w réznych gatunkach sokow (rys. 3 i 4). Zawartos¢
SCH;FH,4 w sokach §wiezych wahata si¢ w granicach 0,54 - 6,08 ug/100 g. Najwicksza
zawarto$¢ stwierdzono w klarowanym soku z czarnej porzeczki, a najmniejsza —
w soku jabtkowym typu przecierowego (3). W sokach pomaranczowych: klarowanym
(2) 1 typu przecierowego (4) zawarto$¢ tej formy folianow byta na poziomie ponizej
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2 ug/100 g. Duzo wigksze zawarto$ci naturalnych foliandéw w sokach pomaranczo-
wych réznego rodzaju, w ilosci od 16 do 30 pug/100 g uzyskali Ohrvik i Witthoft [17].
Na tak mate zawartoSci folianow w badanych sokach decydujacy wplyw mogl mieé
dobdr surowca, a przede wszystkim jego $wiezos¢ oraz warunki, w jakich byt prze-
chowywany (temperatura, promieniowanie stoneczne), temperatura pasteryzacji,
a takze warunki transportu i magazynowania wyrobow gotowych. Badane soki owo-
cowo-warzywne roOwniez nie wyroznialy si¢ znaczaca zawartoscia folianow.
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Objasnienia jak pod rys.1./ Explanatory notes as under Fig. 1.
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Rys. 4. Zawartos¢ SCH3FH, w sokach $§wiezych i przechowywanych w temp. 5 - 7 °C przez 3, 6 1 9
miesigcy.

Fig. 4. Content of SCH;FH, in fresh juices and in juices stored at temperatures from 5 to 7 °C for 3, 6,
and 9 months.

Na rys. 3. 1 4. przedstawiono takze zmiany zawartosci SCH;FH, w sokach prze-
chowywanych przez 3, 6 i 9 miesigcy. Jedynie w soku (1), charakteryzujacym si¢ naj-
nizszym pH (3,45) stwierdzono istotne zmniejszenie poziomu tej formy folianow juz
po 3 miesiacach przechowywania w temp. 20 - 22 °C (rys. 3). W pozostatych sokach
po 3 miesiacach przechowywania, zarbwno w temp. pokojowej jak i chtodniczej, nie
zaobserwowano istotnych strat 5-metylotetrahydrofolianu, ale juz po 9 miesiacach
przechowywania stwierdzono istotne ubytki tej witaminy, przede wszystkim w sokach
przechowywanych w temp. 20 - 22 °C (rys. 3). W czterech sposrod sze$ciu badanych
sokow nie stwierdzono obecnosci folianow (3 1 4) lub wykazano Sladowe ich ilosci (2
i 6). Badajac trwalo$¢ folianow w soku pomaranczowym Ohrvik i Witthft [17] nie
stwierdzili istotnych zmian ich zawartosci po 21 i 35 dniach przechowywania w tempe-
raturze pokojowej. Autorzy sadza, ze znajdujacy si¢ w soku pomaranczowym kwas
askorbinowy przeciwdziata utlenieniu natywnych folianéw.
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Whioski

1.

Badane, wzbogacone witaminami soki charakteryzowaty si¢ zr6znicowana zawar-
toscia kwasu foliowego, nie zawsze zgodna z deklarowana przez producenta. Wy-
niki badan §wiadcza o przypadkowym, stabo lub wcale nickontrolowanym dodatku
kwasu foliowego w procesie produkcyjnym sokow.

Stwierdzono, ze roztwory syntetycznego kwasu foliowego odznaczaja si¢ znaczna
stabilnoscia. W Zadnym z badanych sokdéw nie stwierdzono istotnych ubytkow
kwasu foliowego po 3 miesiacach przechowywania w temp. 20- 22 °C i w temp. 5
- 7 °C. Najwigksze straty wynoszace odpowiednio okoto 50 1 20 % stwierdzono po
9 miesiacach przechowywania w sokach o najnizszym pH, tj. 3,45 (sok klarowany
z czarnej porzeczki) 1 4,25 (sok typu przecierowego, owWocowo-warzywny).
Zarowno soki klarowane, jak i przecierowe zawieraty bardzo mate ilo$ci natural-
nych folianow. Po 3 miesigcach przechowywania w obu zakresach temperatury nie
zaobserwowano strat 5-metylotetrahydrofolianu, ale juz po 9 miesiacach sktado-
wania stwierdzono istotne ubytki tej witaminy, przede wszystkim w sokach prze-
chowywanych w temp. 20 - 22 °C.

Badania wykonano w ramach projektu badawczego wlasnego, finansowanego

przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr N N312 213536.
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EFFECT OF TIME AND TEMPERATURE OF STORAGE ON STABILITY
OF FOLIC ACID AND FOLATES IN SOME SELECTED FRUIT
AND FRUIT-VEGETABLE JUICES

Summary

The objective of the research study was to determine the effect of time and temperature of storage on
the stability of folic acid and folates in fortified fruit and fruit-vegetable juices.

The contents of folic acid and folates were determined in fresh juices and in juices stored for 3, 6, and
9 months at temperatures ranging between 20 and 22° C and in juices stored in a refrigerator (5 to 7 °C).
No significant losses of folic acid were reported in any of the analyzed juices that were stored for 3
months, irrespective of the storage temperature. The highest losses were reported in the juices having the
lowest pH of 3.45 (clarified fruit juice) and 4.25 (fruit-vegetable puree type of juice) and stored for 9
months. In the juice samples analyzed, very low amounts of only one identified natural form of folates
were determined, i.e. of 5-methyltetrahydrofolate (SCH;FH,). No significant losses of 5-methyltetra-
hydrofolate were found to occur in juices stored not longer than for 3 months at temperatures ranging from
20 to 22 °C; however, in the juices stored for 9 months, there were reported losses of this vitamin, espe-
cially in the juices stored at a room temperature.

Key words: folic acid, folates, juices, storage, HPLC
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