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OCENA METOD OZNACZANIA Z’AWARTOSCI
KWASU FOLIOWEGO I FOLIANOW
W SOKACH OWOCOWYCH"

Streszczenie: Celem pracy byto oznaczenie kwasu foliowego i folianow w fortyfikowanych
sokach owocowych oraz zbadanie mozliwosci skrocenia metody ich oznaczania. W badanych
sokach stwierdzono o okoto 30% nizsze zawartosci kwasu foliowego niz deklarowane przez
producentow. W doswiadczeniu modelowym nie stwierdzono istotnego wptywu dodatku en-
zymow 1 ekstrakcji w temperaturze 100°C na wynik oznaczenia dodanego kwasu foliowego.
Wynika z tego, ze metodg oznaczenia kwasu foliowego mozna skroci¢ i pominac etapy: eks-
trakcji oraz hydrolizy. Etapy te miaty natomiast istotny wptyw (o= 0,05) na wynik oznaczenia
naturalnej formy foliandw, tj. 5-metylotetrahydrofolianu.

Stowa kluczowe: kwas foliowy, foliany, soki, fortyfikacja.

1. Wstep

Z badan epidemiologicznych wynika, ze istnieje zaleznos¢ pomigdzy niedostateczna
liczba grup metylowych w organizmie a podatnoscia komorek na transformacje no-
wotworowe [Kim 1999; Rampersaud i in. 2002; Schmutte i in. 1998]. Wskazuje sig
na zwigkszenie ryzyka wystapienia nowotworow szyjki macicy, jelita grubego, ptuc,
przetyku, trzustki. U ludzi podwyzszony poziom homocysteiny we krwi prowadzi
do zmian miazdzycowych [Boushey i in. 1995; Das 2003; Wald i in. 2002]. Folia-
ny sa niezbednym zrodtem grup metylowych w procesie remetylacji homocysteiny
do metioniny. Coraz wigcej danych wskazuje takze na rolg foliandéw w zachowaniu
funkcji poznawczych, demencji i chorobie Alzheimera [Lebiedzinska i in. 2004; Sel-
hub i in. 2000; Snowdon i in. 2000]. Prowadzone w ostatnich latach badania dostar-
czyly wielu dowodow, ze zwiazki te odpowiedzialne sa za choroby zwiazane z wa-
dami cewy nerwowej (WCN), zwlaszcza rozszczepem krggostupa i bezmozgowiem
[Boddie i in. 2000; Stevenson i in. 2000]. Jednym z dziatan, jakie podjeto w celu
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profilaktyki WCN, jest fortyfikacja produktow zywnosciowych kwasem foliowym
[Green-Raleigh i in. 2006; Oledzka i in. 2001]. W krajach europejskich zywnos$¢
wzbogacana kwasem foliowym jest dostgpna, jednak niektore kraje sprzeciwiaja sig
obowiazkowi jej fortyfikacji.

Waznym zagadnieniem w przypadku omawianych witamin jest ponadto ich
oznaczanie. Proces analityczny nastrecza wielu trudnosci ze wzgledu na mnogos¢
1 zroznicowanie naturalnych form, mate st¢zenie w materiatach biologicznych oraz
bardzo niska ich stabilno$¢ [Arcot i Shrestha 2005; Devi i in. 2008; Vahteristo i in.
1996]. Nalezy podkresli¢, ze dostepne dane dotyczace zawartosci folianow w zyw-
nos$ci nie sa wiarygodne, gdyz sa wynikiem stosowania roznych, niedostosowanych
do materiatu metod ekstrakcji i ilo§ciowego oznaczania tych zwiazkdéw. W konse-
kwencji moze to prowadzi¢ do blednego oszacowania spozycia foliandéw z dieta [ Ar-
cot iin. 2002; Arcot i Shrestha 2005; Gregory III i in. 1990; Puwastien i in. 2010].

Zwigkszajace si¢ nieustannie wymagania rynku, a przede wszystkim coraz bar-
dziej $wiadomych konsumentoéw, zmuszaja do poszukiwania nowych rozwiazan.
W dobie mody na ,,zdrowa” zywnos¢ rodzi sig potrzeba opracowania nowych i udo-
skonalania aktualnie stosowanych metod oznaczania sktadnikow biologicznie ak-
tywnych w naturalnych produktach zywno$ciowych i wzbogacanych. Na rynku po-
jawia si¢ coraz wigcej produktoéw fortyfikowanych kwasem foliowym. Dos¢ liczna
1 znaczaca grupe stanowia soki, nektary i napoje owocowe. W kilkudziesigciu sokach
przebadanych w Katedrze Towaroznawstwa i Badan Zywnosci UWM w Olsztynie
stwierdzono r6zna zawarto$¢ kwasu foliowego, nie zawsze zgodna z iloscia dekla-
rowang przez producentow. W wielu przypadkach ilo$¢ dodanego kwasu foliowego
byta kilkakrotnie wyzsza od ilosci deklarowanej, a takze — pomimo deklaracji —
w kilku sokach nie stwierdzono jego dodatku. Tylko nieliczni producenci wywiazali
si¢ ze zobowiazan podanych na etykiecie, wzbogacajac soki deklarowang iloscia
kwasu foliowego. W sytuacji, kiedy nie jest do konca wyjasnione, jakie skutki dla
organizmu moze mie¢ jego nadmierne spozycie, szczegdlng kontrola nalezy objac¢
rynek produktéw wzbogacanych ta witaming, a takze promowa¢ produkty naturalnie
bogate w foliany. Istnieje zatem potrzeba opracowania metody oznaczania kwasu
foliowego i folianow, ktora nie bedzie czasochtonna, a przede wszystkim znajdzie
zastosowanie w praktyce przemystowej [Arcot i Shrestha 2005]. Potrzebe taka wi-
dza nie tylko producenci zywnosci, w interesie ktorych lezy podawanie zawartosci
cennych sktadnikéw na etykietach swoich produktow, ale tez konsumenci, zainte-
resowani racjonalnym planowaniem swojej codziennej diety. Obecnie jedna z naj-
powszechniej stosowanych metod oznaczania zawartos$ci kwasu foliowego i jego
pochodnych sa metody chromatograficzne.

Celem pracy byto zbadanie mozliwosci skrocenia czasu przygotowania probek
do oznaczenia kwasu foliowego i folianow w sokach owocowych technika wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej HPLC. W przypadku badania endogennych fo-
liandw w zywnosci zachodzi konieczno$¢ dodawania specyficznych enzymow, ktore
maja za zadanie uwolnienie ich z potaczen z biatkami lub polisacharydami, a takze
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sa niezbedne do dekoniugacji form poliglutaminowych folianow. Natomiast w zyw-
no$ci fortyfikowanej, gdzie zawartos¢ endogennych folianow jest niska, a kwasu
foliowego wysoka, starano si¢ odpowiedzie¢ na pytanie, czy stosowanie enzymow
moze zosta¢ pominigte.

2. Metodyka

Materiat do badan stanowity zakupione w supermarkecie dwa rodzaje sokéw owo-
cowych: klarowany 1 przecierowy. Zawarto$¢ kwasu foliowego i folianow oznacza-
no bezposrednio po otworzeniu opakowan sokow i przed uplywem terminow przy-
datnosci sokéw do spozycia przy uzyciu 4 roznych metod. Metoda I, obejmujaca:
przygotowanie probki, ekstrakcje, oczyszczanie oraz rozdzial chromatograficzny
technika HPLC, zostata opracowana na podstawie danych literaturowych [Vahteri-
sto iin. 1996; Arcot i in. 2002; Arcot i Shrestha 2005; Jastrebova i in. 2003].

2.1. Przygotowanie enzymow

o-amylaze (E.C. 3.2.1.1, A-6211) zakupiono w firmie Sigma-Aldrich i rozpuszczono
(20 mg/1 ml) w 0,1 M buforze fosforanowym uzywanym do ekstrakcji (pH = 7,0).
Enzym hydrolaze-y-glutamylowa pozyskiwano z plazmy krwi szczura. 50 ml
swiezej plazmy krwi szczura (Europa Bioproducts Ltd, Cambridge) dializowano
12 godz. w temp. 4°C w celu usunigcia endogennych folianoéw, stosujac 0,05 M bufor
fosforanowy o pH = 6,1 z dodatkiem 0,1% 2-merkaptoetanolu [Jastrebova i in. 2003].
W czasie dializy bufor zmieniano trzykrotnie. Plazm¢ krwi szczura przechowywano
w matych porcjach (1 ml) w temp. —70 °C przez okres nie dtuzszy niz 3 miesiace. Ak-
tywno$¢ enzymu sprawdzano przy uzyciu kwasu pteroilotri-L-glutaminowego.

2.2. Ekstrakcja

Wszystkie probki przygotowywane byly w przyciemnionym pomieszczeniu. Do
proboéwek wirowniczych Oak Ridge PPCO (Nalgene Co.) o pojem. 50 ml od-
mierzano 10 ml soku. Dodawano 20 ml 0,1M buforu fosforanowego (pH = 7,00)
z dodatkami: 2% (w/v) kwas askorbinowy i 0,1% (v/v) 2-merkaptoetanolu. Probki
ogrzewano w temp. 100°C przez 15 min w fazni wodnej, wstrzasajac trzykrotnie, po
czym ochtadzano w tazni lodowej do temperatury pokojowej. Nastgpnie dodawano
0,25 ml hydrolazy y-glutamylowej pipeta automatyczng i 1 ml roztworu a-amylazy.
Probki inkubowano w temperaturze 37°C przez 4 godz., po czym, w celu inaktywa-
cji enzymoOw, ogrzewano przez 5 min we wrzacej tazni wodnej i chtodzono w tazni
lodowej. Probki wirowano przez 20 min (12 000 rpm) w temp. 4°C. Ptyn znad osadu
po odwirowaniu zlewano do kolbek miarowych o pojem. 50 ml. Do pozostatego
w probowkach osadu dodawano 10 ml 0,1 M buforu fosforanowego pH = 7,0 i po-
nownie wirowano (12 000 rpm/20 min/4 °C). Uzyskany supernatant zlewano do
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tych samych kolbek miarowych. Objetos¢ kolbek uzupetniano do znaku miarowego
0,1 M buforem fosforanowym pH = 7,0 i catos¢ saczono przez saczki karbowane do
buteleczek o pojemnosci 25 ml. W czasie przygotowywania probki byty chronione
przed utlenianiem si¢ foliandw poprzez przedmuchiwanie azotem.

2.3. Oczyszczanie probek

Probki oczyszczano na kolumnach Bakerbond spe J. T. [Baker 7091 — 03 (czwar-
torzedowa amina)], bezposrednio przed analiza HPLC. Kolumny kondycjonowano
5 ml metanolu i 5 ml wody. Nastepnie przez kolumng przepuszczono 4 ml ekstrak-
tu z probki (przeptyw 1 kropla/min). W celu usunigcia z matryc sktadnikow za-
nieczyszczajacych kolumny przeptukiwano 5 ml wody. Foliany wymywano 0,1 M
octanem sodu zawierajacym 10% (w/v) chlorku sodu cz.d.a., 1% (w/v) kwasu askor-
binowego 1 0,1% (v/v) 2-merkaptoetanolu. Pierwsza porcje eluatu (0,7 ml) wylano,
druga porcje (4 ml) — odmierzono i zebrano do analizy HPLC [Jastrebova i in. 2003].

2.4. Analiza HPLC

Analize chromatograficzna przeprowadzono metoda opisang przez Jastrebova i in.
[2003]. Foliany rozdzielono na kolumnie chromatograficznej Phenomenex Synergi
4 u Hydro-RP 80A, C18 (250 x 4,6 mm 4 micron). Zastosowano chromatografig
gradientowg z odwroconymi fazami z przeptywem 1 ml/min. Faz¢ ruchoma sta-
nowit acetonitryl i 30 mM bufor fosforowy o pH = 2,3. Objgtos¢ probki wynosita
50 pl, temperature kolumny ustawiono na 25°C, a temperatur¢ w autosamplerze na
8 °C. Gradient rozpoczynat si¢ od 5-procentowego udziatu (v/v) acetonitrylu i byt
tak utrzymywany przez pierwsze 8 min przed zwigkszeniem do 17,5% (v/v) ace-
tonitrylu w czasie 17 min. Catkowity czas rozdziatu wynosit 41 min. Dlugos¢ fali
wzbudzenia w detektorze fluorescencyjnym wynosita 290 nm, dtugos¢ fali emisji
360 nm, dlugos¢ fali w detektorze spektrofotometrycznym (UV-VIS) z matryca
fotodiod ustawiono na 290 nm. Piki identyfikowano na podstawie czasow reten-
cji wzorca i probki. Obliczenia zawartosci kwasu foliowego i folianow dokonano
na podstawie wzorca. Powtarzalno$¢ metody wykazano wielokrotnie, powtarza-
jac oznaczenia zawartosci kwasu foliowego 1 5-metyltetrahydrofolianu (SCH,FH,)
na tej samej probce, obliczajac warto$¢ sredniej, odchylenia standardowego oraz
wspotczynnika zmiennosci.

W poréwnaniu z opisang powyzej metoda I oznaczania zawartosci kwasu fo-
liowego i folianow w badanych sokach w kolejnych metodach pominigte zostaly
nastepujace etapy:

— wmetodzie II: dodatek roztwordw a-amylazy i hydrolazy y-glutamylowe;j, inku-
bacja oraz dwukrotne wirowanie;

— w metodzie III: trzykrotne wytrzasanie podczas ogrzewania w temp. 100°C/15
min, dodatek roztwordéw a-amylazy i hydrolazy y-glutamylowej, inkubacja oraz
dwukrotne wirowanie;
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— wmetodzie IV: ogrzewanie w temp. 100°C/15 min z trzykrotnym wytrzasaniem,
dodatek roztworow a-amylazy i hydrolazy y-glutamylowej, inkubacja oraz dwu-
krotne wirowanie.

3. Wyniki i dyskusja
W tabeli 1 przedstawiono skrocony opis czynnos$ci analitycznych zastosowanych
w metodach I, II, IIT i IV oznaczania kwasu foliowego i folianow w sokach klarowa-

nych i typu przecierowego.

Tabela 1. Diagram przygotowania probek do oznaczenia kwasu foliowego i folianow 4 metodami

Metoda
11 11T v
+

Etapy przygotowania probek

Ekstrakcja | Dodatek 0,1 M buforu fosforanowego pH = 7.0

Wytrzasanie + +

|+ |+ |=

Ogrzewanie 15 min/100°C + 3-krotne wytrzasanie

Ogrzewanie 15 min/100°C bez wytrzasania +

+

Dodatek a-amylazy (0,02 g na probke)

Dekoniugacja (dodatek roztworu hydrolazy y-glutamylowej
z osocza krwi szczura w ilosci 0,25 ml na probke)

Inkubacja (37°C/4 godz.)
Dwukrotne wirowanie (27 000 g x 20 min 4°C)

+

Oczyszczanie (SPE — ekstrakcja do fazy statej)

+ ]+ |+

Analiza HPLC (detektor fluorescencyjny i spektrofotometryczny)

Zrodto: opracowanie wiasne.

Tabela 2 przedstawia wyniki oznaczen kwasu foliowego i foliandéw w badanych
sokach uzyskanych przy zastosowaniu réznych metod ich pozyskania z materia-
hu biologicznego. Nie stwierdzono istotnych roznic w zawartosci kwasu foliowe-
go zardwno w soku A (klarowany), jak i soku B (przecierowy), przy zastosowaniu
wybranych 4 metod jego oznaczania. Na podstawie otrzymanych wynikéw moz-
na wnioskowac, ze kwas foliowy jako forma monoglutaminowa nie wymaga przed
oznaczeniem dekoniugacji, w przeciwienstwie do wieloglutaminowych form folia-
néw. Ponadto jako zwiazek syntetyczny dodany do produktu nie jest tak jak natu-
ralne foliany zwiazany z matryca produktu, wobec czego nie wymaga ogrzewania
1 wytrzasania podczas ekstrakcji. W metodzie IV pominicto nie tylko proces eks-
trakcji w temp. 100°C, ale takze etap dodawania enzymodw i inkubacji, co znacznie
skrocito czas wykonania analizy.

W badanych sokach stwierdzono zawartos¢ jednej formy folianow 5-metyloter-
tahydrofolianu. Najwyzsze zawartosci SCH,FH, w soku A (klarowany) oznaczono,
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Tabela 2. Zawarto$¢ kwasu foliowego i 5-methylotetrahydrofolianu (SCH,FH,) w sokach (ng/100 ml)
oznaczona przy zastosowaniu réznych metod

Kwas foliowy (5CH,FH,)
Metoda® (ug/ 100 ml)™ (ug/ 100 ml)”
kl:frool;::ny przes:(c)i(ef)wy sok A klarowany | sok B przecierowy
I 19,7£1,18*™ 21,540,99* 3,7+0,37° 2,7+0,17°
I 18,9+0,78* 19,8+1,57° 3,6+0,07° 2,2+0,19°
I 18,5+0,73* 20,6+1,40° 3,3+0,35° 2,2+0,09°
v 19,3+0,90° 21,041,572 3,3+0,14° 2,3+0,05°

*metody opisane w tab. 1; ** $rednia zawarto$¢ z trzech powtdrzen; *** wartosci §rednie oznaczo-
ne ta samgq litera w kolumnach nie r6znig si¢ istotnie przy o = 0,05.

Zrédlo: opracowanie whasne na podstawie wynikéw badan.

stosujac metode 1 1 II. W przypadku zastosowania metody I brak przeprowadzenia
hydrolizy za pomoca enzymow nie miat istotnego wpltywu na otrzymane zawartosci.
Wynikaé to moze z natury badanego soku, tzn. z formy folianéw, jakie wystepuja
w badanym materiale biologicznym. Analizowany sok stanowit mieszaning sokow
z roznych owocow z przewaga owocow cytrusowych. W owocach tych w przewa-
zajacej liczbie wystgpuja formy jedno-, dwu- lub najwyzej trojglutaminowe folia-
now, ktore nie wymagaja dekoniugacji przed oznaczeniem technika HPLC. Wazne
natomiast w tym przypadku bylo wytrzasanie probek w czasie ekstrakcji w tem-
peraturze 100°C. Pominigcie tego etapu spowodowalo obnizenie zawartosci formy
5-metylotertahydrofolianu oznaczonej metoda III i IV. W przypadku soku B (typu
przecierowego) zachodzita konieczno$¢ stosowania wszystkich etapoéw oznaczania
folianow. Najwyzsza (statystycznie istotna, a = 0,05) zawartos¢ SCH,FH, ozna-
czono, stosujac metode I. Wynika z tego, ze na wynik oznaczenia folianow istotny
wplyw ma material biologiczny, ktory jest ich zrédlem. Sok B typu przecierowego
prawdopodobnie zawierat wieloglutaminowe formy folianéw, ktére takze mogty by¢
zwigzane z polisacharydami. Konieczne wigc bylo przeprowadzenie hydrolizy za
pomoca hydrolazy-y-glutamylowej oraz a-amylazy w celu ich catkowitego uwolnie-
nia i oznaczenia.

4. Whnioski

Z przeprowadzonych badan modelowych wynika, Ze mozliwe jest skrocenie czasu
oznaczania zawartos$ci kwasu foliowego w sokach klarowanych i typu przecierowe-
go. Mozna pomina¢ w metodzie etapy: ekstrakcji w temperaturze 100°C, dodatku
enzymoOw 1 dlugiego czasu inkubacji, poniewaz kwas foliowy jako forma mono-
glutaminowa nie wymaga dekoniugacji, w przeciwienstwie do wieloglutaminowych
endogennych form foliandw. Oznaczanie naturalnych form tej witaminy w sokach
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wymaga przeprowadzenia zarowno ekstrakcji, jak i hydrolizy przy zastosowaniu od-
powiednich enzymow oraz wlasciwie dobranych parametrow czasu i temperatury do
rodzaju soku.
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EVALUATION OF METHODS FOR THE DETERMINATION
OF FOLIC ACID AND FOLATE IN FRUIT JUICES

Summary: The aim of the study is to examine folic acid and folate content in fortified fruit
juices and to shorten the method of these compounds determination. In the tested juices, fo-
lic acid was found at the level of about 30% less than declared by the manufacturers on the
product package. In the pilot study, no significant effect of enzymes addition and extraction
at 100 °C on the result of additive folic acid determination was observed. Thus, it can be
concluded that in folic acid determination method the extraction and hydrolysis steps can be
omitted. However, the mentioned steps had a significant effect on the result of natural folate
form, 5-methyltetrahydrofolate, determination.

Keywords: folic acid, folate, juices, fortification.





