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METODY WYKRYWANIA ZAFALSZOWAN SOKOW Z OWOCOW
JAGODOWYCH

Streszczenie

W artykule przedstawiono metody okreélania autentycznoéci sokéw z owocéw jagodowych. Soki
owocowe majg charakterystyczny skiad chemiczny pozwalajacy na ich identyfikacje. Do oznaczania
sktadu chemicznego sokow stosuje sie metody chromatograficzne, enzymatyczne, SIRA-MS, SNIF-NMR.
Podstawowym sposobem wykrywania zafatszowan sokéw jest poréwnywanie ich skiadu chemicznego z
ustalonymi warto$ciami standardowymi. '

Wstep

Zafalszowania zywnosci maja swoja wielowiekowa tradycje. Klasycznym tego
przyktadem jest dodawanie wody do wina. Z problematyka falszowania zywnosci
mozna si¢ spotkaé przy ocenie takich $rodkéw spozywczych, jak: napoje bezalkoholo-
we, wina, napoje wysokoalkoholowe, ocet, §rodki aromatyzujace, migso, wyroby we-
dliniarskie, oleje i inne.

Zafalszowania sokow owocowych stanowig powazny problem ekonomiczny. Do-
chody z tego rodzaju dzialalno$ci mogg sigga¢ milionéw dolaréw. Natomiast konsu-
ment ponosi straty, gdyz oczekuje produktu pelmowartosciowego, autentycznego, o
okreslonych cechach zywieniowych.

Sposoby zafalszowania sokéw owocowych rozwijaly sie stopniowo, od prostego
rozcienczania wodg i wprowadzania tanszych dodatkéw takich, jak: cukier, kwasy
organiczne, barwniki, innego typu soki owocowe, do bardziej wyrafinowanych metod
wykorzystujacych tzw. koktajle chemiczne, zaprojektowane tak, aby odpowiednio
zamaskowa¢ proces falszowania [13, 14, 18]. ‘

Postep techniczny sprzyja postgpowi w sposobach falszowania, co z kolei wyma-
ga stosowania coraz bardziej wysublimowanych technik analitycznych [15].
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W krajach wysokouprzemystowionych funkcjonuja organizacje zajmujace sie ba-
daniem autentycznos$ci sokéw owocowych. W oparciu o nowoczesne techniki analizy
instrumentalnej i statystycznej ustalaja one zawartoéci standardowe poszczegblnych
sktadnikow sokow owocowych, uwzgledniajac fakt, ze sktad sokéw owocowych pod-

lega wplywom wielu czynnikdw takich, jak: odmiana owocow, stopien ich dojrzatodct,
rodzaj uprawy, stan pogody oraz przebieg procesu technologicznego. Association of
the Industry of Juices and Nectars opracowata kodeks postgpowania — Code of Practice
przy ocenie sokéw owocowych [2].

Podstawowym sposobem wykrywania zafalszowan sokoéw owocowych jest po-
réwnywanie ich skiadu chemicznego z ustalonymi warto$ciami standardowymi [15].

Analiza antocyjanow w sokach owocowych

Analiza antocyjanéw shuzy do oceny autentyczno$ci sokéw z owocow jagodo-
wych, gdyz poszczegodlne soki réznia sig iloécia i rodzajem antocyjandow. Wedtug
Skrede i wsp. [16], w soku truskawkowym, w najwigkszej ilo§ci wystgpuje pelargoni-
dyno-3-glukozyd. Sok z czarnej porzeczki zawiera gtéwnie delfinidyno-3-rutynozyd i
cyjanidyno-3-rutynozyd oraz mniejsze iloéci delfinidyno-3-glukozydu i cyjanidyno-3-
glukozydu. Natomiast charakterystycznym antocyjanem soku malinowego jest cyjani-
dyno-3-soforozyd [1]. '

Znanych jest wiele metod pozwalajacych oznaczy¢ antocyjany takich, jak: chro-
matografia bibutowa, chromatografia cienkowarstwowa i wysokosprawna chromato-
grafia cieczowa. Nie ma watpliwosci, ze technika HPLC jest najbardziej odpowiednia
do oznaczania antocyjanéw, spotyka si¢ jednak wiele wariantow wykorzystania tej
metody [8]. Przyklad warunkow rozdziatu antocyjanéw podaja Koswig i Hofsommer
[10]:
® kolumna: Hypersil ODS, 250 x 4,6 mm, 5 um,

e temperatura: 40°C,
e wielko&¢ przeptywu: 1,0 ml / min,
s detekeja: detektor UV, 518 nm,
e cluenty: A -—woda/ kwas mrowkowy (90:10); (v:v),
B — woda/ kwas mréwkowy/acetonitryl (40:10:50); (v:viv),
e pradient:

Czas [min] Y%A %B
0 88 12
26 70 30
35 0 100
38 0 100
43 88 12

45 2% 12
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Rys. 1. Chromatogramy antocyjanéw sokéw [10].
Fig. 1. Chromatograms of anthocyanins in juices [10].

a. z maliny

a. from raspberry

b. z czerwonej porzeczki

b. from redcurrant

c. z czarnej porzeczki

c. from blackcurrant
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Rys. 2.
Fig. 2.
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Chromatogramy antocyjanéw sokow [9].

Chromatograms of anthocyanins in juices [9].

a. truskawkowego

a, strawberry

b. truskawkowego z dodatkiem soku z czarnego bzu

b. strawberry with addition of elderberry juice

c. truskawkowego z dodatkiem soku z buraka czerwonego
c. strawberry with addition of red beet juice
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Kazdy sok owocowy ma charakterystyczny profil chromatograficzny antocyja-
now, tak zwany fingerprint, ktéry pozwala na jego identyfikacje (rys. 1). Poprzez po-
roOwnanie wykresu nieznanej probki z charakterystycznym wykresem autentycznego
soku mozna stwierdzi¢ czy analizowana probka jest autentyczna czy zafalszowana
(rys. 2). O skutecznosci proponowanej metody Swiadczy zestawienie analiz autentycz-
nych i zafalszowanych sokéw owocowych, podane w tab. 1. Istnieje mozliwo$¢ popel-
niania bledow i nie rozpoznania soku zafalszowanego. Jednak nalezy podkresli¢, ze
wszystkie probki, ktére zostaly okreslone jako autentyczne rzeczywiscie nimi byty [7,
8,9,10,17]. '

Tabela 1l
Zestawienie skutecznosci analizy prébek autentycznych i zafatszowanych [8].
Evaluation of usability of HPLC method for juices adulteration analyses [8].
Liczba pro- Ocena / Evaluation
bek Prébki sokow . . . -
.. prawidlowa zla watpliwa niemozliwa
Number of Samples of juices - . .
correct wrong suspicious impossible
samples
z czerwonych winogron 1
5 3 - 1
/red grape/
z czarnej porzeczki 1
? /black currant/ 6 ! !
z wisni -
> /cherry/ > i T
10 autentyczne /authentic/ 7 - 1 2
9 zafalszowane /adulterated/ 7 2 - -

Analizujac antocyjany nalezy zwroci¢ uwagg na fakt, ze sa one zwiazkami mato
stabilnymi i ich zawarto§¢ zmienia si¢ w czasie procesu technologicznego i przecho-
wywania. Najwigksze zmniejszenia zawarto$ci antocyjanow (o 50%) obserwowano
podczas obrébki termicznej, ale miato to niewielki wplyw na obraz chromatograficzny.
Typowy chromatogram otrzymano po wszystkich etapach procesu technologicznego.
Natomiast dtuzsze przechowywanie powodowato znaczne obnizenie wysokos$ci pikow.
Piki stopniowo obnizaly sie, a nastepnie zanikaly, co §wiadczyto o polimeryzacji anto-
cyjanéw [8].

Analiza zawarto$ci kwaséw organicznych w ocenie zafalszowan sokéw owocowych

Podstawowymi kwasami organicznymi wystepujacymi w sokach owocowych sa
kwasy: cytrynowy, jablkowy i izocytrynowy. Durst i Wrolstad [5] okre§lili $rednie ich
zawarto$ci w sokach malinowych z roznych odmian malin. Wynosity one odpowiednio
1,7 g/100 ml, 66,1 mg/100 ml i 44,0 mg/100 ml. Zawarto§¢ wymienionych kwasow
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organicznych oraz stosunek kwasu cytrynowego do kwasu izocytrynowego sg rézne
dla réznych sokéw owocowych, stad ich przydatno$é w ocenie zafalszowan tych so-
kéw.

Obecnie do oznaczania skfadu kwaséw organicznych wykorzystuje si¢ wysoko-
sprawna chromatografie cieczowa i metody enzymatyczne. Zaleta HPLC jest mozli-
woS§¢ rownoczesnego oznaczania i identyfikacji réznych kwaséw organicznych, co
pozwala na uzyskanie informacji zar6wno o autentyczno$ci produktu, jak i o jego
zmianach mikrobiologicznych. W metodach HPLC jako detektory wykorzystuje sig
najczesciej detektor refraktometryczny lub detektor UV. Zastosowanie tych detektoréw
wymaga procedur oczyszczajacych w celu eliminacji interferujacych cukréw i zwigz-
kéw fenolowych, co negatywnie wpltywa na szybko$¢ i prostote oznaczen. Ten pro-
blem moze by¢ wyeliminowany poprzez uzycie detektora konduktometrycznego w
polaczeniu z chemicznym supresorem chromatografii jonowej. Na rys. 3. i rys. 4.
przedstawiono chromatogramy autentycznych sokdéw wisniowych oraz sokéw wisnio-
wych z dodatkiem 10% soku z buraka czerwonego i 10% soku z czarnej jagody. Warto
podkresli¢, ze ta metoda pozwala na réwnoczesng identyfikacje i oznaczanie jondéw
nieorganicznych, w szezegb6lnoéci jonéw chlorkowych i azotanowych [6].

Do oznaczania kwaséw organicznych cze$ciej wykorzystuje sie metody enzyma-
tyczne, charakteryzujace sig¢ wysoka specyficznoscia i doktadnoscia [12].
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Rys. 3. Chromatogramy autentycznego soku wisniowego (-) i soku wisniowego z 10% dodatkiem soku
z buraka czerwonego (---). Wzrost stgZenia kwasu cytrynowego, chlorkéw i azotanéw spowo-
dowany jest dodatkiem soku z czerwonego buraka [6].

Fig3. Chromatograms of authentic cherry juice (-) and cherry juice with 10% of red beet juice (---) .
Citric acid, chlorides and nitrates increase due to the addition of red beet juice [6].
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Rys.4. Chromatogramy autentycznego soku winiowego (-) i soku wisniowego z 10% dodatkiem soku
z czarnej jagody (---). Obserwowany jest wzrost stezenia kwasu izocytrynowego pochodzacego
z czarnej jagody [6].

Fig. 4. Chromatograms of authentic cherry juice (—) and cherry juice with 10% of blackberry juice (---).
Isocitric acid increases due to the addition of blackberry juice [6].

Wykrywanie dodatku cukru do sokéw owocowych

Soki znajdujace sie w handlu czesto sa otrzymywane przez rozcienczenie kon-
centratéw sokow owocowych do naturalnych stezen. W pewnych przypadkach produ-
cenci dodaja wiecej wody niz to wynika z przyjetych norm.

W celu maskowania rozcienczenia woda, do soku dodaja cukry pochodzenia
przemystowego i kwasy organiczne. W wigkszosci sokéw owocowych zawartos¢ natu-
ralnych cukréw jest ograniczona do glukozy, fruktozy i sacharozy. W celu odréznienia
cukru naturalnego od cukru dodanego stosuje si¢ spektrometri¢ masowa (SIRA-MS —
Stable Isotope Ratio Analysis by Mass Spectrometry), pozwalajaca okresli¢ stosunki
izotopéw: *C/2C, B0/*0 i *H/'H. Udzial izotopéw poréwnuje sie ze standardami,
ktérym jest w przypadku tlenu i wodoru woda morska (SMOW — Standard Medium
Ocean Water), a w przypadku wegla — belemnit (PDB — Pee Dee Belemnite). Metody
izotopowe okreslaja doktadnie odchylenie od przyjetych standardow:

30 = (Rprébka - Rsmow/ Remow) 1000 [13]
Rsmow = 0,0039948

& D = (Rprsbka - Rsmow/ Rsmow) 1000 [13]
RSMOW = 0,000316
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8"C = (Ryrevka - Repp/Repp) 1000 [13]
Rppr=0,011237
R ,rs61a— Stosunek izotopow w probee,
R smow, R por — Stosunek izotopow w standardach.

W ro$linach udzial poszczegodlnych izotopdéw jest charakterystyczny dla danego
gatunku, a odchylenia moga by¢ spowodowane réznymi czynnikami jak:
e rOznice w metabolizmie,

e pochodzenie,
¢ niektore procesy fizyczne np. parowanie.

Owoce jagodowe, z ktorych otrzymuje sig soki, naleza do szlaku metabolicznego
C;. W takich sokach mozna wykry¢ dodatek cukréw pochodzacych z roélin szlaku C4
(trzcina cukrowa, kukurydza), gdyz stosunek izotopéw wegla w roslinach szlaku C;
jest mniejszy o okoto 29 promili niz w ro$linach szlaku C,. Nie mozna natomiast ta
metoda wykry¢ zafalszowania sokow z owocow jagodowych, polegajacego na dodatku
cukru buraczanego, gdyz burak cukrowy nalezy rowniez do ro$lin C;. W tym przypad-
ku, jak rowniez do wykrywania sokéw otrzymanych przez rozcienczenie koncentra-
tow, stosuje si¢ metode pomiaru stosunku izotopéw tlenu *0/'°0 i wodoru *H/'H.
Woweczas nalezy skorzystaé z faktu, ze woda w owocach zawiera wigcej izotopu tlenu
'®0 i deuteru w poréwnaniu z wodami gruntowymi [4, 13].

Dodatek cukru buraczanego do sokéw z owocoéw jagodowych mozna wykry¢ sto-
sujac metodg SNIF-NMR (Site-Specific Natural Isotope Fractionation Nuclear Magne-
tic Resonance), czyli metod¢ wyznaczania wzglednego obsadzenia frakcji izotopow
przy wykorzystaniu jadrowego rezonansu magnetycznego. Opiera sie ona na fakcie, Ze
zawarto$¢ deuteru w specyficznych miejscach czasteczki cukru jest wieksza w cukrach
naturalnie wystgpujacych, anizeli w cukrze buraczanym.

Soki owocowe poddaje sig¢ fermentacji, a otrzymany alkohol destyluje si¢ ilo-
$ciowo 1 analizuje za pomoca spektrometru NMR. Rejestrowane sa ilo§ci deuteru
zwigzanego z weglem w grupach metylowych etanolu. Ilosci te sa mniejsze w przy-
padku dodania cukru buraczanego [11].

Metody izotopowe sa dos¢ zawile i nietatwe w rutynowej analizie, chociaz w
pewnych przypadkach niezbgdne. Dlatego nadal waznymi pozostaja inne metody kon-
troli autentycznosci cukréw w sokach owocowych, ktore sg latwiejsze w uzyciu i tan-
sze. Wérod metod chromatograficznych jedng z najlepszych jest analiza cukréw wyko-
rzystujaca pulsacyjny detektor amperometryczny i ulepszone kolumny aniono-
wymienne. Pozwala ona na detekcje oligosacharydow wystepujacych w sokach owo-
cowych 1 buraku cukrowym, nawet w stezeniu 40 ppm [3].

Zawarto$¢ cukréw mozna tez oznaczy¢ metodami enzymatycznymi. Wskazni-
kiem zafatszowan jest stosunek glukozy do fruktozy, ktéry wg Kodeksu Postgpowania
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AIIN [2] powinien wynosi¢ dla autentycznego soku truskawkowego 0,75—1, soku ma-
linowego 0,6—0,95, z czarnej porzeczki 0,6-0,9.

Oznaczanie skladu aminokwasowego sokoéw jako kryterium oceny ich
autentycznosci

Potaczenie soku z obcym, czgsto tanszym rodzajem soku owocowego moze byé
rozpoznane poprzez analizg spektrum wolnych aminokwaséw. Stosunkowo latwo jest
wykry¢ dodatek obcych aminokwasow do takiej mieszaniny. Nadmierne rozciefczenie
sokdw powoduje obnizenie st¢zenia aminokwaséw, co pozwala wykry¢ ten rodzaj
zafalszowania.

Sposrdd 21 wolnych aminokwasdéw wyrdzniono 8, ktore stanowig podstawe do
rozrézniania sokéw owocowych; sa to: prolina, kwas asparaginowy, seryna, asparagi-
na, kwas glutaminowy, alanina, kwas y-aminobutyrowy i arginina. Reprezentuja one
okoto 90 do 95% wolnych aminokwaséw w wigkszosci sokdw owocowych i odpowia-
daja za charakterystyczne spektrum aminokwasow.

Analize sktadu aminokwasowego wykonuje si¢ z wykorzystaniem automatyczne-
g0 analizatora aminokwaséw metoda chromatografii cieczowej. Wybrane pojedyncze
aminokwasy mozna oznaczy¢ takze prostszymi metodami chemicznymi lub enzyma-
tycznymi. Opierajac si¢ na analizie proliny mozna wykry¢ zafalszowania tanim kon-
centratem winogronowym sokéw z czarnej porzeczki, czerwonej porzeczki, truskawki,
maliny, jezyny, czarnej boréwki. Wzrastajace zawartosci proliny we wzglednie defi-
cytowych sokach z czarnej i czerwonej porzeczki oraz maliny wskazuja na manipulacje
tymi sokami. Inna jest sytuacja w przypadku soku wisniowego, w ktorym prolina wy-
stepuje w sposdb naturalny w stezeniu podobnym jak w soku winogronowym. Jednak-
ze wykorzystanie calego spektrum aminokwasowego pozwala na weryfikacjg soku
wisniowego — przez dodanie soku winogronowego do soku wisniowego zawarto§¢
asparaginy znacznie spada, podczas gdy zawarto§¢ argininy znacznie wzrasta.

Charakterystyczng warto§cia pozwalajaca udowodni¢ rozcienczenie soku jest
liczba formolowa. Odzwierciedla ona zawarto$¢ wolnych aminokwaséw w soku i jest
poérednia miara sumy wolnych aminokwaséw [13]. Oznaczanie liczby formolowej
polega na doprowadzeniu soku do pH 8,0, dodaniu roztworu formaldehydu i ponow-
nym doprowadzeniu roztworu do pH 8,0 za pomoca 0,IN NaOH. Liczba formolowa
jest wiec iloécia ml 0,IN NaOH potrzebnego na doprowadzenie 100 ml soku do pH
8,0. Warto$¢ wspolczynnika jest zmienna dla roznych sokéw owocowych. W przypad-
ku soku z czarnej porzeczki wynosi 7-30 ml NaOH/100ml, soku z maliny 10-50, a z
truskawki 5-26 [2].



METODY WYKRYWANIA ZAFAESZOWAN SOKOW Z OWOCOW JAGODOWYCH 35

Podsumowanie

Analizujac soki z owocéw jagodowych pod wzgledem zafatszowan, nalezy ozna-

czyt zawartodé wielu sktadnikéw chemicznych i poréwnac je z wartosciami standar-

dowymi. Osad o autentyczno$ci nie moze ogranicza¢ si¢ do pojedynczego parametru.
Nalezy réwniez pamigtaé, ze sktad sokéw owocowych podlega wptywom wielu czyn-

nikéw i nie mozna wykluczyé wyjatkowych odchyleni powstatych w ekstremalnych
warunkach lub podczas procesu technologicznego. W tym przypadku sok nie musi by¢
zafalszowany. Dlatego powinny byé wykonane dalsze analizy, aby potwierdzi¢ czy
odchylenia sa specyficzne dla surowca lub zwiazane z procesem produkcyjnym, czy
niedeklarowanymi dodatkami.
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DETECTION OF ADULTERATIONS IN JUICES FROM BERRY FRUITS
Summary

Methods of analysis of authenticity juices from berry fruits were presented in the paper. Characteristic
compounds present in fruit juices enable their identification. To assay chemical composition of fruit juices
chromatographic, enzymatic, SIRA-MS, SNIF-NMR methods are employed. Comparison of chemical
composition with determined standards is a basic way of detection adulterations of juices.



