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ELZBIETA GUJSKA, MARTA CZARNOWSKA

WPLYW WARUNKOW EKSTRAKCJI I HYDROLIZY NA WYNIK
OZNACZANIA ZAWARTOSCI KWASU FOLIOWEGO I FOLIANOW
W SOKU JABLKOWYM

Streszczenie

Soki owocowe fortyfikowane witaminami moga sta¢ si¢ wygodnym zrédtem sktadnikéw biologicznie
aktywnych, w tym kwasu foliowego i naturalnie obecnych w owocach jego pochodnych, folianéw. Zwiaz-
ki te wykazuja jednak niska stabilno$¢ chemiczng, co znacznie utrudnia ich oznaczanie. Na podstawie
danych literaturowych i badan wlasnych mozna stwierdzi¢, ze kazdy material biologiczny wymaga zasto-
sowania odmiennych warunkow przeprowadzenia efektywnej ekstrakcji i hydrolizy badanych sktadnikow
przed oznaczeniem ich metoda HPLC. Celem badan byta ocena wptywu warunkow ekstrakeji (pH buforu,
czas/temperatura) i hydrolizy (ilo$¢ plazmy krwi szczura RP jako zrodta koniugazy folianowej) na ozna-
czenie zawartosci kwasu foliowego i foliandw w badanym materiale. Najwigksza zawarto$¢ kwasu folio-
wego (32,62 - 34,53 pg/100 ml soku) uzyskano, prowadzac ekstrakcje w buforze fosforanowym o pH =
7,0 w temp. 100 °C przez 15 min. Najwicksza natomiast zawartos¢ formy metylowej (4,23 - 4,29 g
5CH;FH,/100 ml soku) oznaczono, prowadzac ekstrakcj¢ w buforze fosforanowym o pH=6,1, w temp.
100 °C/15 min. Rézny dodatek plazmy krwi szczura — przy tych samych warunkach ekstrakcji — nie wpty-
nat istotnie (o = 0,05) na wynik oznaczenia zardowno kwasu foliowego, jak i formy SCH;FH,,

Stowa kluczowe: sok jabtkowy, kwas foliowy, foliany, hydroliza, ekstrakcja, HPLC

Wprowadzenie

Kwas foliowy (kwas pteroinoglutaminowy) nalezy do rodziny rozpuszczalnych
w wodzie witamin z grupy B [3, 9, 13, 31]. Naturalnie w zywnoS$ci wystepuja jego
zredukowane pochodne, formy wieloglutaminowe, foliany. Nazwa foliany dotyczy
szeregu zwigzkow, w ktorych kwas pteroinowy jest zwigzany z jedng lub wigkszg licz-
ba, nawet do siedmiu, reszt kwasu glutaminowego [24]. Poszczegdlne zwigzki r6znig
si¢ migdzy soba: stopniem utlenienia pierscienia pterydynowego, rodzajem grup jed-
noweglowych (metylowa, formylowa, forminowa, metylenowa, metynowa) wystepuja-
cych w pozycjach N-5 1 N-10 oraz liczba reszt kwasu glutaminowego [26, 31]. Foliany,
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w przeciwienstwie do kwasu foliowego, wykazuja niskg stabilno$¢ chemiczng. Kwas
foliowy jest formg najbardziej odporng na chemiczng degradacje i z tego wzgledu, jako
zwigzek syntetyczny, stosowany jest w suplementach diety i preparatach farmaceu-
tycznych [1, 2, 8, 32].

Foliany wystepujace naturalnie w zywnosci, w przewodzie pokarmowym ulegaja
dekoniugacji do monoglutaminiandéw przy udziale aktywowanej przez cynk hydrolazy
pteroinoglutaminowej. W takiej postaci sg wchtaniane do komérek sluzowki jelita,
gdzie wigkszo$¢ z nich jest redukowana przez reduktaze dihydrofolianowa (DHFR) do
di- i tetrahydrofolianow. Takze w watrobie foliany sg redukowane przez DHFR przede
wszystkim do formy 5-metylo-tetrahydrofolianu. Nastepnie transportowane sg do tka-
nek 1 ulegajg w nich przeksztatceniu do poliglutaminianow, jak i z z6lcia do krazenia
watrobowo-jelitowego [11, 25].

Gloéwna rola, jaka pelni kwas foliowy i jego pochodne w ludzkim organizmie,
sprowadza si¢ do przenoszenia jednostek jednoweglowych niezbednych w wielu reak-
cjach metabolicznych (biosynteza puryn, przemiany niektérych aminokwasow). Biorg
udziat w szeregu reakcji syntezy komponentow DNA, RNA 1 biatek. Stanowig Zrdédio
grup metylowych (forma 5-methyltetrahydrofolian) niezb¢dnych w procesie remetyla-
cji homocysteiny do metioniny [5, 31, 32].

Stopien wykorzystania w organizmie folianéw z réznego rodzaju produktéw wa-
ha si¢ w zakresie od 25 do 50 % [9, 11]. Wyniki badan z ostatnich lat wskazuja, ze
biodostepnos¢ folianéw z owocow, warzyw oraz watroby moze stanowi¢ nawet 80 %
biodostgpnosci kwasu foliowego [24]. Kwas foliowy moze wchlania¢ si¢ nawet
w 100 %, gdyz jako monoglutaminian nie wymaga hydrolizy [25].

Spozycie folianéw przez osoby doroste, wedtug zalecen zywieniowych, powinno
wynosi¢ od 300 do 400 pg/dzien, zaleznie od kraju [6, 11, 25]. Instytut Medycyny
w USA ustalil $rednig zalecang norme spozycia RDA folianéw na 320 pg/dzien [11].
Zalecane dzienne spozycie folianéw dla kobiet w cigzy obowigzujace w Polsce to
450 pg/dzien.

Nieprawidtowa dieta jest gtowna przyczyna wystgpienia niedoboru folianow
w organizmie. Na niedobory tej witaminy szczeg6lnie narazone sa mtode kobiety, kto-
re ograniczajg spozycie pokarméw bogatych w foliany, aby utrzymaé szczuply sylwet-
ke [24]. Wyniki wielu badan potwierdzaja, ze zbyt mata ilo§¢ folianow w diecie mio-
dych kobiet wptywa negatywnie nie tylko na ich stan zdrowia, ale takze potomstwo
[15]. Niedobor tej witaminy w organizmie przysztych matek zwigksza np. ryzyko wy-
stapienia wad cewy nerwowej [2, 10, 21]. Inne skutki niedoboru kwasu foliowego
i folianow w diecie to homocysteinemia, zmiany miazdzycowe, zwigkszone ryzyko
wystgpienia nowotworoéw szyjki macicy, jelita grubego, pluc, przetyku, trzustki, ane-
mie, zaburzenia funkcjonowania uktadu nerwowego, zwigkszone ryzyko wystapienia
choroby Parkinsona i Alzheimera u 0so6b starszych [11, 15, 16, 21, 32].
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W celu zwigkszenia spozycia kwasu foliowego i folianow zaleca si¢: zwigkszenie
spozycia produktow naturalnie bogatych w foliany, jak réwniez produktow fortyfiko-
wanych kwasem foliowym, wprowadzenie obowigzku wzbogacania podstawowej
zywnos$ci kwasem foliowym (maki, ptatki $niadaniowe) czy przyjmowanie suplemen-
tow kwasu foliowego [6, 17]. Pierwszym krajem, ktory w 1998 r. wprowadzit obowig-
zek fortyfikowania produktéw zbozowych kwasem foliowym byly Stany Zjednoczone
[10, 21]. Badania z lat 1995 - 2005 przeprowadzone w krajach, w ktorych obowigzko-
we jest wzbogacanie kwasem foliowym wybranych produktow zywnosciowych (USA,
Chile, Kanada) wskazuja, ze jest to jedna ze skuteczniejszych metod zapobiegania
wystgpienia defektu cewy nerwowej. Fortyfikacja zywnosci kwasem foliowym wzbu-
dza jednak kontrowersje. Wiadomo, ze nadmierna ilo$¢ tego zwigzku w organizmie,
szczegolnie ludzi starszych, moze maskowa¢ diagnoze deficytu witaminy By, [11, 20,
25, 32] i przyspiesza¢ tym samym neurologiczne komplikacje, wchodzi¢ w reakcje z
innymi lekarstwami, a takze wspomaga¢ rozwoj nowotwordow [18]. Zarejestrowano
takze przypadki bardzo silnej alergii na syntetyczny kwas foliowy [26]. W Polsce nie
ma obowiazku dodawania do zywnos$ci kwasu foliowego, jednak na rynku dostepne sa
produkty nim wzbogacone.

Rézny stopien stabilnosci folianow w surowcach naturalnych i w produktach
utrudnia proces analityczny [5, 30]. Badania przeprowadzone przez niezalezne zespoty
wykazaty, ze kazdy materiat biologiczny wymaga zastosowania innych parametrow do
przeprowadzenia efektywnej ekstrakcji 1 hydrolizy przed oznaczeniem zawartosci fo-
lianow metoda mikrobiologiczng lub HPLC [22, 27, 29]. Autorzy sugeruja takze ko-
nieczno$¢ poprawienia tabel dotyczacych zawartosci folianow w zywnosci, ktore byty
oznaczane wczesniej stosowanymi metodami [1, 12, 15]. Bardzo istotny jest sposob
pozyskiwania omawianych zwigzkow: odpowiednio dobrane warunki ekstrakcji, hy-
drolizy, oczyszczania ekstraktow przed rozdziatem metoda wysokosprawnej chroma-
tografii cieczowej HPLC. Ogrzewanie probki prowadzi do denaturacji biatek, ktore
wigzg foliany oraz enzymow, ktore katalizujg ich degradacje czy tez przemiany w inne
formy. Co wigcej foliany w produktach spozywczych wystepuja w postaci zwigzkow
poliglutaminowych, ktére nalezy podda¢ dekoniugacji do mono- lub diglutaminianéw,
stosujac hydrolaze y-glutamylowa, potocznie nazywang koniugaza folianowa. Najcze-
Sciej stosowanymi zrodtami tego enzymu sg: plazma ludzka, plazma krwi szczura,
nerka $wini czy trzustka kurczecia [1, 2, 8, 14, 28].

Z uwagi na wzrastajacg liczbe dostepnych na rynku produktéw fortyfikowanych
iich znaczenie dla zdrowia cztowieka, pojawia si¢ zapotrzebowanie na wiarygodna,
szybka metode oznaczania zawartosci dodanego kwasu foliowego i naturalnie wystg-
pujacych folianow. Zawarto$¢ folianow jest powszechnie oznaczana diugotrwata
1 pracochlonng — niemajacg zastosowania w praktyce przemystowej — metoda mikro-
biologiczng. Niewatpliwg zaletg metody HPLC jest to, ze pozwala na separacje¢ i ilo-
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sciowe oznaczenie réznych form folianow [2]. W literaturze brakuje porownywalnych
danych dotyczacych wpltywu temperatury i czasu ekstrakcji, pH buforu oraz zrodia
pochodzenia hydrolazy y-glutamylowej na stabilno$¢ kwasu foliowego i1 folianow
w ekstrakcie.

Celem podjetych badan byto okre§lenie wptywu roznych warunkéw ekstrakcji
1 hydrolizy na zawartos¢ folianow w soku owocowym.

Material i metody badan

Material badawczy stanowit klarowany sok jabtkowy z deklarowang na opakowa-
niu zawartoscig kwasu foliowego w ilosci 30 ug/100 ml. Sok zakupiono w hipermar-
kecie na rynku olsztynskim. Oznaczenia wykonano na 4 probach w trzech powtdrze-
niach.

Wzorcami byly: kwas foliowy (PGA), 5-metylotetrahydrofolian (SCH;FH,), te-
trahydrofolian (FH4) zakupione w firmie Sigma Aldrich i przygotowane wedlug meto-
dy opisanej przez Koningsa [19]. St¢zenie standardow obliczano przy uzyciu wspot-
czynnikow absorpcji molarnej podanych przez Blakleya [4].

Enzym a-amylaze (E.C. 3.2.1.1, A-6211) zakupiono w firmie Sigma Aldrich. Ja-
ko zrédto hydrolazy y-glutamylowej zastosowano plazme krwi szczura; 50 ml Swiezej
plazmy krwi szczura (Europa Bioproducts Ltd, Cambridge) dializowano 12 h w temp.
4 °C, w celu usunigcia endogennych folianow, stosujac 0,05 M bufor fosforanowy
o pH = 6,1 z dodatkiem 0,1 % 0,1 M 2-merkaptoetanolu [14]. W czasie dializy bufor
zmieniano trzykrotnie. Plazme krwi szczura przechowywano w matych porcjach (1 ml)
w temp. -70 °C nie dluzej niz 3 miesiace.

Przygotowanie probki do analizy ma decydujacy wptyw na zawartos¢ folianow
w ekstrakcie i oznaczanie za pomocag HPLC. Na stopien zniszczenia foliandow moze
mie¢ wptyw: pH buforu uzytego do ekstrakcji, rodzaj zastosowanych antyoksydantow
dodanych do buforu w celu przeciwdziatania utlenianiu zredukowanych form folianow
czy tez forma wystepujacych folianow w badanej probce [13, 27]. Na podstawie da-
nych literaturowych [1, 2, 12, 14, 22, 26, 28] dotyczacych oznaczania folianéw w ro6z-
nych surowcach i produktach spozywczych wybrano nastgpujace warunki ekstrakcji
1 hydrolizy:

— do ekstrakeji stosowano bufor fosforanowy 0,1 M o pH = 6,11 7,0,

— czas 1 temperatura ekstrakcji: 15 min/100 °C; 60 min/ 70 °C,

—  zrodto hydrolazy y-glutamylowej: plazma krwi szczura (RP) w ilosciach 0,1; 0,25;
0,5 ml.
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Probka soku jablkowego — 10 ml / Sample of apple juice — 10 ml

Ekstrakcja / Extraction
+ 15 ml bufor fosforanowy / phosphate buffer pH + 15 ml bufor fosforanowy / phosphate buffer
=6.1 pH=70
1 % (w/v) askorbinian sodu / sodium ascorbate; 1% (w/v) askorbiniansodu/ sodium ascorbate;
0,1 % (v/v) 2-merkaptoetanol / 0,1 % (v/v) 2-merkaptoetanol /
2-mercaptoethanol) 2- mercaptoethanol)
15min/100°C 60 min/70°C 15min/100°C 60 min/70°C

' ' ' '

Chtodzenie wlodzie / Cooling in ice

‘ b b '

a-amylaza (20 mg) / a-amylase (20 mg)

! v v ' v

Rat Plasma RP RP RP RP RP
RP 0,25 0,5ml 0Jlml 0.25 0,5ml
0lml ml ml

v v v v

Inkubacja (37 °C/ 4 h), ogrzewanie przez 5 min we wrzacej fazni wodnej, chtodzenie wlodzie
Incubation (37 °C/ 4 h), heating for 5 min in boiling water bath, cooling in ice

S S | S R

Dwukrotne wirowanie (2.7,000.g x 20 min, 4 °C), zlanie supematantu, uzupehienie kolbek buforem
ekstrakcyjnym do 50 ml
Two centrifugation procedures (27,000 g x 20 min, 4 °C), pouring supematant into flasks, adding extraction
buffer and making up to 50 ml

S S S S

Saczenie do buteleczek z ciemnego szkta (25 ml), przechowywanie — 70 °C
Filtering into dark glass bottles (25 ml), storage at—70 °C

v v v v

Oczyszczanie ekstraktow; 4 ml probka naniesiona na kondycjonowang kolumne Bakerbond SPE. J.T.,

zebranie 4 ml eluatu
Cleaning the extracts, 4 ml sample placed on a preconditioned Bakerbond SPE. J.T. column, collecting 4 ml
of eluate.
Analiza HPLC / HPLC analysis

Rys. 1. Schemat procesu przygotowania probek.
Fig. 1. Diagram showing the preparation procedure of samples.
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Przygotowanie probek obejmujace ekstrakcje 1 ilos¢ dodanej plazmy krwi szczura
do dekoniugacji przedstawiono na rys. 1. W czasie przygotowywania probki byty
chronione przed utlenianiem si¢ folianow poprzez przedmuchiwanie azotem, przygo-
towywanie przy przyciemnionym $wietle oraz chtodzenie w lodzie kazdorazowo po
ogrzewaniu. Probki przygotowano w trzech powtorzeniach.

Oczyszczanie probek przeprowadzono w kolumnach Bakerbond spe J. T. [Baker
7091- 03 (czwartorzedowa amina)], bezposredno przed analizg HPLC [14]. Kolumny
kondycjonowano 5 ml metanolu i 5 ml wody. Nastepnie przez kolumne przepuszczano
4 ml ekstraktu probki (przeptyw 1 kropla/min). W celu usunigcia sktadnikow zanie-
czyszczajacych, kolumny przeplukiwano 5 ml wody. Foliany i kwas foliowy wymy-
wano 0,1 M octanem sodu zawierajagcym 10 % (m/v) chlorku sodu cz.d.a., 1 % (m/v)
kwasu askorbinowego i 0,1 % (v/v) 0,1 M 2-merkaptoetanolu. Pierwsze porcje eluatu
(0,7 ml) wylewano, a nastepne 4 ml zbierano do kalibrowanych probéwek i nanoszono
na szczyt kolumny HPLC.

Rozdzial folianow prowadzono w kolumnie chromatograficznej Phenomenex Sy-
nergi 4 u Hydro-RP 80A, C18 (250%4,6 mm, 4 um) wedtug metody opisanej przez
Jasterbova i wsp. [14] przy uzyciu chromatografu cieczowego Schimadzu seria LC-
10A. Zastosowano chromatografi¢ gradientowa z odwroconymi fazami, z przeptywem
1 ml/min. Fazg ruchomg stanowil acetonitryl i 30 mM bufor fosforowy o pH = 2,3.
Objetos¢ probki 50 ul, temp. kolumny 25 °C, temp. w autosamplerze 8 °C. Gradient
rozpoczynat si¢ od 5 % udziatu (v/v) acetonitrylu i byt tak utrzymywany przez pierw-
sze 8 min przed zwickszeniem do 17,5 % (v/v) acetonitrylu w ciggu 17 min. Catkowity
czas rozdzialu wynosit 41 min. Dhugos$¢ fali wzbudzenia w detektorze fluorescencyj-
nym wynosita 290 nm, za$ dtugos$¢ fali emisji 360 nm. Dlugos¢ fali w detektorze spek-
trofotometrycznym (UV-VIS) z matrycg fotodiod wynosita 290 nm. Piki byty identyfi-
kowane na podstawie czasu retencji wzorca i probki. Obliczenia zawartosci kwasu
foliowego oraz poszczegolnych form foliandw dokonywano na podstawie wzorca ze
znang zawartoscig foliandw, nanoszonego kilkakrotnie na szczyt kolumny chromato-
graficznej podczas calej serii oznaczen.

Wyniki przedstawiono jako wartosci §rednie z trzech powtorzen. Poddano je ana-
lizie statystycznej, stosujac tréjczynnikowa analize wariancji. Istotnos¢ réznic pomie-
dzy warto$ciami $rednimi oceniano testem Duncana. Analiz¢ statystyczng wykonywa-
no przy uzyciu programu Statistica 2008.

Wiyniki i dyskusja

Na podstawie rozdziatu chromatograficznego wzorca kwasu foliowego i poszcze-
g6Inych form folianéw w badanych uktadach modelowych, w probkach soku zidenty-
fikowano kwas foliowy oraz jedng forme¢ folianow: S-metylotetrahydrofolian
(5CH3FH,). Uzyskane wyniki przedstawiono w tab. 1. Przeprowadzone badania po-
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zwolily na okres$lenie wptywu réznych warunkow ekstrakcji na zawarto$¢ kwasu fo-
liowego i foliandéw w badanym soku. Najwigkszg zawarto$¢ kwasu foliowego (32,62 -
34,53 ug/100 ml soku) oznaczono przy zastosowaniu ekstrakcji w buforze fosforano-
wym o pH = 7,0 przez 15 min w 100 °C. Wartos$ci te roznily si¢ istotnie (a = 0,05) od
wynikoéw uzyskanych przy zastosowaniu innych wariantow warunkow ekstrakceji (pH =
7,0, 60 min/70 °C; pH = 6,1, 15 min/100 °C; pH = 6,1, 60 min/70 °C), przy ktérych
zawartos¢ kwasu foliowego miescita si¢ w przedziale od 22,91 do 28,13 pug/100 ml
soku.

Tabela 1l

Zawarto$¢ kwasu foliowego 1 SCH3FH, w soku jabtkowym, oznaczona w réznych warunkach ekstrakcji i
hydrolizy [pg/100 ml soku].

Content of folic acid and SCH3;FH, in apple juice as determined under different conditions of extraction
and hydrolysis [pg/100 ml juice].

Warunki ekstrakeji i hydrolizy
Conditions of extraction and hydrolysis
lliéif;iinej Kwas foliowy SCHsFH,
Czas | Temperatura y—glL}lltamylo}\lkvej Folic acid Silmgth}flltftra_
pH buforu Time Temperature [ml] [1/100 ml] y /rloo(()) lail
buffer pH [min] [°C] Added amount of (e ]
y-glutamyl hydrolase
[ml]
6,1 15 100 0,1 24,49 £0,66 ab* | 4,28 +0,35 e*
6,1 15 100 0,25 26,31 £0,56 be 429+0,18¢
6,1 15 100 0,5 28,13+ 1,95 ¢ 423+0,14 e
7,0 15 100 0,1 34,53 +£0,54 d 2,84+0,16b
7,0 15 100 0,25 33,53+0,53 d 2,81+0,24b
7,0 15 100 0,5 32,62 +2,83d 2,75+0,08 b
6,1 60 70 0,1 23,74+ 040ab | 3,91 40,09 de
6,1 60 70 0,25 23,47 +0,12 ab 3,55+0,30 cd
6,1 60 70 0,5 2291+0,75a 351+0,01 ¢
7,0 60 70 0,1 25,34 +1,59 ab 2,03+£0,00 a
7,0 60 70 0,25 24,87 +0,18 ab 1,98 0,03 a
7,0 60 70 0,5 25,16 +1,30 ab 2,05+0,06 a

Objasnienia: / Explanatory notes:

* — warto$¢ §rednia + odchylenie standardowe / mean value + standard deviation.

Wartos$ci $rednie oznaczone ta samg literg nie r6znig si¢ statystycznie istotnie (a0 = 0,05) / Mean values
denoted by the same letter do not differ statistically significantly (o = 0.05).
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Statystycznie istotne (a0 = 0,05) zréznicowanie zawarto$ci oznaczonej formy
5CH;FH,4 uzyskano we wszystkich zastosowanych warunkach ekstrakcji. Najwigksza
zawarto$¢ SCH;FH, (4,23 - 4,29 ug/100 ml soku) uzyskano przy prowadzeniu ekstrak-
¢ji w buforze fosforanowym o pH = 6,1 przez 15 min/100 °C. Najmniejszg natomiast
zawarto$¢ SCH3FH, (1,98 - 2,05 ug/100 ml soku) oznaczono, kiedy ekstrakcja prowa-
dzona byta w buforze o odczynie oboje¢tnym, tj. pH = 7,0 przez 60 min w 70 °C. Wyni-
ki te byly co najmniej dwukrotnie nizsze od najwyzszych warto$ci uzyskanych w do-
swiadczeniu, w ktorym zastosowano bufor o lekko kwasnym odczynie, tj. 6,1 1 krotkim
czasie ogrzewania (15 min) w temp. 100 °C. Istotnie wyzsze wyniki oznaczen natural-
nej formy foliandéw uzyskano, stosujac do ekstrakcji bufor fosforanowy o pH = 6,1;
zardéwno w temperaturze 100, jak i 70 °C. Mozna sadzié, ze czas ogrzewania byt takze
czynnikiem w istotny sposdb wplywajacym na destrukcje folianéw, poniewaz wyzsze
wyniki oznaczen uzyskano w probkach poddanych ogrzewaniu przez 15 min w temp.
100 °C, anizeli przez 60 min w temp. nizszej, tj. 70 °C, zaro6wno w przypadku probek
ekstrahowanych buforem o pH = 7,0, jak i pH = 6,1.

40

0,1 mlRP
00,25 ml RP
©0,5 ml RP

pg/100ml

15 min/100 °C, 15 min/100 °C, 60 min/70°C, 60 min/70 °C,
pH=6,1 pH=7,0 pH=6,1 pH=7,0

* Wartosci $rednie oznaczone tymi samymi literami, w tych samych warunkach ekstrakcji, nie réznig si¢
statystycznie istotnie (oo = 0,05) / Mean values denoted by the same letter, under the same extraction
conditions, do not differ statistically significantly (o = 0.05).

Rys. 2. Wplyw dodatku hydrolazy y-glutamylowej z plazmy krwi szczura (RP) na zawarto$¢ kwasu
foliowego w soku jabtkowym.

Fig. 2.  Effect of added y-glutamyl hydrolase from blood plasma of rats (RP) on content of folic acid in
apple juice.

Przeprowadzone badania umozliwity sprawdzenie, czy ilo§¢ dodanej koniugazy
folianowej, ktorej zrodto stanowita plazma krwi szczura (RP), ma istotny wpltyw na
ilo§¢ oznaczanych folianéw i kwasu foliowego. Dotychczas rdzni badacze stosowali
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dodatek tego enzymu w réznych ilosciach w zaleznosci od materiatu biologicznego [1,
12, 13, 14, 17, 23]. W badaniach — w tych samych warunkach ekstrakcji — kazdorazo-
wo stosowano dodatek réznych ilosci RP, tj. 0,1; 0,25 1 0,5 ml, do 10 ml probek soku.
Wyniki oznaczania zawartosci kwasu foliowego wskazuja na brak istotnych réznic
(o= 0,05) zastosowanych ilosci koniugazy folianowej w tych samych warunkach eks-
trakcji 1 hydrolizy (rys. 2).

5 4

a a
| .
a

_ a a
E 3 a B0,1 mlRP
8 El 00,25 ml RP
% a a a 00,5 mlRP
2 5

1 -

0 - T T T ]

15min/100°C,  15min/100°C, 60 min/ 70°C, 60 min/ 70° C,
pH=6,1 pH=7,0 pH=6,1 pH=7,0

* Wartosci $rednie oznaczone tymi samymi literami, w tych samych warunkach ekstrakcji, nie roznig si¢
statystycznie istotnie (o0 = 0,05) / Mean values denoted by the same letters, under the same extraction
conditions do not differ statistically significantly (o = 0.05).

Rys. 3.  Wplyw dodatku hydrolazy y-glutamylowej z plazmy krwi szczura (RP) na zawarto§¢ SCH;FH,
w soku jablkowym.

Fig. 3.  Effect of added y-glutamyl hydrolase from blood plasma of rats (RP) on content of SCH;FH, in
apple juice.

Nie stwierdzono takze istotnego wptywu (o = 0,05) dodatku réznych ilosci enzy-
mu na zawarto$¢ naturalnej formy folianu — SCH;FHy (rys. 3).

Analiza wariancji wykazata, Zze na zmiany oznaczonej ilosci kwasu foliowego
i formy 5CH;FH, statystycznie istotny wplyw miaty: pH buforu zastosowanego do
ekstrakcji oraz czas i temperatura ekstrakcji, natomiast ilo§¢ dodanego enzymu nie
miata istotnego wptywu (tab. 2).
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Tabela 2

Wiyniki analizy wariancji (F) okre$lajace wptyw pH buforu, ilosci dodanego enzymu oraz czasu i tempera-
tury ekstrakcji na zawarto$¢ kwasu foliowego i SCH;FH, w soku jablkowym.

Results of variance analysis (F-values) identifying the effect of pH of buffer, quantity of enzyme, time &
temperature on the content of folic acid and SCH3;FH,.

Rodzaj zmiennej Zawarto$¢ kwasu foliowego Zawarto$¢ SCH;FH,
Type of variable Content of folic acid Content of 5-methyltetrahydrofolian
pH buforu Q] *k 465%**
pH of Buffer
Tlos¢
0§c enzymu 0.05 13
Quantity of enzyme
Czas/temperatura |29+ .
Time/temperature

***istotne na poziomie p < 0,001 / significant at p < 0.001

Whioski

L.

(1]
(2]

(4]
(3]

Warunki ekstrakcji i hydrolizy odgrywaja istotng role w oznaczaniu kwasu folio-
wego 1 folianow. Przeprowadzone badania wskazuja na konieczno$¢ zastosowania
innych parametréw ekstrakcji i hydrolizy (pH, czas i temperatura ekstrakcji) do
oznaczen dodanego syntetycznego kwasu foliowego i folianow.

. Zaadaptowanie metody oznaczania kwasu foliowego i folianow w sokach owoco-

wych pozwoli na objecie petniejsza kontrolg produktow fortyfikowanych kwasem
foliowym, biorac pod uwage takze zawartos¢ naturalnie obecnych w nich folianow.
Jest to konieczne ze wzgledu na brak uregulowan prawnych dotyczacych wzboga-
cania zywnosci 1 suplementacji diety kwasem foliowym w Polsce i w Unii Europe;j-
skiej oraz w zwigzku z pojawiajacymi si¢ kontrowersjami dotyczacymi wplywu
nadmiaru kwasu foliowego na organizm cztowieka.
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EFFECT OF EXTRACTION AND HYDROLYSIS CONDOTIONS ON THE DETERMINED
CONTENT VALUE OF FOLIC ACID AND FOLATES IN APPLE JUICE

Summary

Vitamin-fortified fruit juices may be a convenient source of biologically active compounds including
the folic acid and folates, its derivatives, which naturally occur in fruits. However, those compounds show
a low chemical stability, which makes the determination of their content very difficult. Based on the refer-
ence literature and the authors’ own study, it has been found that any biological material needs different
conditions to be applied to the effective extraction and hydrolysis of its components prior to their determi-
nation using a HPLC method. The objective of the research was to determine the effect of different condi-
tions of extraction (pH of buffer, time/temperature) and hydrolysis (RP - quantity of plasma in the blood of
rats as a source of folate conjugase) on the content of folic acid and folates in the material analyzed. The
highest content of folic acid (32.62 - 34.53 pg/ 100 ml juice) was determined when the extraction was
performed using a phosphate buffer of pH = 7.0 at 100° C for 15 minutes. The highest content of methyl
form (4.23 - 4.29 pg SCH3FH,/ 100ml juice) was determined in the case of the extraction carried out in
a phosphate buffer of pH=6.1 at 100° C for 15 minutes. Different amounts of plasma in the blood of rats
added under the same conditions of extraction had not any significant effect (o =0.05) on the determined
content values of both the folic acid and SCH;FH,.

Key words: apple juice, folic acid, folates, hydrolysis, extraction, HPLC
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