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W pracy oznaczono zawartosé patuliny i 5-HMF w sokach owocowo-warzyw-
nych pochodzqcych z produkcji komercyjnej oraz ekologicznej, znajdujacych
sie na rynku olsztynskim. We wszystkich analizowanych probkach stwierdzono
obecnosé tych substancyji, jednak ich stezenie w zadnym przypadku nie przekra-
czalo dopuszczalnych limitow. Badania nad zawartosciq 5-HMF wykazaly, ze
Jjego poziom wahat sie od 0,27 do 0,33 ug/dm’ w sokach komercyjnych, podczas
gdy w sokach z produkcji ekologicznej od 0,09 do 0,26 ug/dm’. Patuline wy-
kryto w 10 analizowanych sokach (100% probek) na poziomie od 0,21do 11,76
ug/dm’. Wyniki badarn wskazuja, ze patulina i 5-HMF nie wydajq sie by¢ proble-
mem w sokach na bazie jablek na rynku olsztynskim.

Hasta kluczowe: mikotoksyny, patulina, 5S-HMF, soki owocowo-warzywne.
Key words: micotoxins, patulin, 5-HMF, fruit and vegetable juices.

Z dynamiki rynku zywno$ci wynika, ze wspdtczesny konsument skupia uwage na
warto$¢ odzywcza nabywanej zywnosci, poszukuje produktéw, ktore spetnia jego
oczekiwania w zakresie smaku, §wiezosSci, ekologii i pochodzenia. Chetniej sa na-
bywane tradycyjnie wytwarzane wedliny i pieczywo, naturalnie dojrzewajace sery,
czy $wiezo wycisnigty sok. Atutem zywnosci ekologicznej jest certyfikat produkcji
ekologicznej. Kontrola procesu na wszystkich etapach produkcji i przetworstwa,
zapewnia okres$lona jako$¢ produktéw ekologicznych oraz zwigksza zaufanie kon-
sumentow (1).

Prowadzone w ostatnich latach kontrole jakosci wykazaty wiele uchybien doty-
czacych produktéw branzy sokowniczej. Sytuacja ta, spowodowana jest wprowadze-
niem do obrotu w duzych sieciach handlowych marek wiasnych tzw. private labels,
ktore sa 0 20—30% tansze od produktow markowych. Obnizenie ceny nie odbywa si¢
bez konsekwencji, jaka jest pogorszenie jakosci wytwarzanych wyrobow. Mikroor-

* Badania naukowe sg fragmentem prac wykonanych w ramach projektu badawczego whasnego finan-
sowanego przez MNiSW nr N N312 439837.
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ganizmy zidentyfikowane w sokach owocowych maja swe zrodto w surowcu, z kto-
rym sa wprowadzane do zaktadow i przetworni (2). Zagrozenia biologiczne zwiazane
z zywnoscia stanowia m.in. bakterie, wirusy, a takze produkty wtérnego metabolizmu
grzybow toksynotworczych zwane mikotoksynami (3). Szacuje sig, ze dotychczas zi-
dentyfikowano ok. 400 mikotoksyn, wsérdd ktorych najlepiej poznane to aflatoksyny,
ochratoksyny, trichoteceny, fumonizyny, zearalenon oraz patulina (3, 4).

Patulina (PAT) jest wtérnym metabolitem produkowanym przez grzyby z rodzaju
Penicillium, Aspergillus 1 Byssochlamys (4). Sposrod nich, najwazniejszy jest ro-
dzaj Penicillium expansum (5). Toksyna ta, wystepuje przede wszystkim w jabtkach
1 produktach z jabtek. Sporadycznie mozna ja spotka¢ w innych owocach, takich
jak: gruszki, morele, ananasy, banany, brzoskwinie i winogrona (6). Diugotrwale
narazenie na mikotoksyny moze by¢ przyczyna wielu przewlektych chorob (7). Pa-
tulina powoduje m. in. zapalenia, owrzodzenia i krwawienia, choroby uktadu po-
karmowego, uszkodzenia jelit, w tym zwyrodnienie komorek nabtonkowych, wy-
kazuje dziatanie rakotworcze, teratogenne, genotoksyczne, immunotoksyczne oraz
neurotoksyczne (6). Stad wynika koniecznos¢ stalego kontrolowania poziomu tych
substancji w zywno§ci i paszach dla zwierzat (4).

Niebezpiecznymi zwiazkami wystgpujacymi w zywnosci sa rowniez furfurale.
Pod wptywem procesow cieplnych, jak rowniez dtugiego przechowywania, w zyw-
nosci zachodzi szereg nastepujacych po sobie reakcji miedzy cukrami redukujacymi
a aminokwasami, peptydami lub biatkami, ktére zawieraja wolna grup¢ aminowa
1 prowadza do utworzenia licznej grupy nowych zwiazkéw chemicznych (8). Reak-
cje te okreslane sa jako reakcje Maillarda, inaczej nazywane reakcjami nieenzyma-
tycznego brazowienia. W reakcji 1,2 — enolizacji przy pH = 7 oraz w §rodowisku
kwasnym tworza si¢ glownie furfurale (F), je§li w probce wystegpuja pentozy, lub
hydroksyfurfurale (HMF), jesli w probce wystepuja heksozy (8). Zwiazki te, sa nie-
pozadane w produktach spozywczych. Pozostaje takze kontrowersyjna sprawa ich
toksycznosci czy mutagennosci. Sg one uzywane do oceny jako$ci procesu oraz cech
organoleptycznych koncowego produktu (8). 5-hydroksymetylofurfural (5-HMF)
wystepuje w wielu produktach spozywczych, tacznie z kawa, suszonymi owocami,
sokami owocowymi, miodem, mlekiem i chlebem (9, 10). Od lat badania nad zawar-
toscia HMF w produktach spozywczych budza zainteresowanie, gdyz wykazuje on
aktywno$¢ mutagenna i destruktywne dziatanie na ni¢ DNA. Konsekwencja obec-
no$ci HMF w zywnosci sa objawy toksyczne wskazujace na ten zwiazek oraz jego
pochodne, sulfoksymetylofurfural (SMF) oraz chlorometylofurfural (CMF). Sa to
substancje prawdopodobnie cytotoksyczne, genotoksyczne, mutagenne, rakotwor-
cze, przez co moga powodowacé raka jelita grubego, skory i watroby (10). Obecno$é
5-HMF jest postrzegana jako wskaznik pogorszenia jakoSci produktu. Substancja
ta, jest wypadkowa procesu dehydratacji ketonopentoz, zachodzacego szczeg6lnie
w $rodowisku wysokiej temperatury i zakwaszenia (6). Ta chemiczna konwersja
zostata stwierdzona podczas przechowywania sokow pomaranczowych, w ktorych
poziom HMF wyraznie wzrost (6). Stad zard6wno 5-HMEF, jak i patulina sa waznymi
markerami jako$ci sokow owocowych (9).

Dopuszczalne poziomy patuliny w §rodkach spozywczych ujmuje Rozporzadze-
nie Komisji (WE) nr 1881/2006 — z dnia 19 grudnia 2006 r. ustalajace najwyzsze
dopuszczalne poziomy niektorych zanieczyszczen w srodkach spozywcezych (11).
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Wedhug tego dokumentu maksymalny dopuszczalny poziom zanieczyszczenia patu-
ling $Srodkéw spozywczych wynosi:

— soki owocowe, koncentrat sokdw owocowych po rozcienczeniu woda oraz nek-

tary owocowe — 50 pg/kg,

— napoje spirytusowe, jabtecznik i inne sfermentowane napoje otrzymywane z ja-

btek lub zawierajace sok jabtkowy — 50 pg/kg,

— produkty z jabtek, w tym kompot jabtkowy, puree jabtkowe przeznaczone do

bezposredniego spozycia — 25 pg/kg,

— sok jabtkowy i produkty z jabtek, w tym kompot jabtkowy i puree jabtkowe, dla

niemowlat i matych dzieci, jako takie oznakowane i sprzedawane — 10 pg/kg,

— zywno$¢ dla niemowlat, inna niz przetworzona zywnos$¢ na bazie zboz dla nie-

mowlat i matych dzieci — 10 pg/kg.

Do oznaczania patuliny w owocach i sokach owocowych wykorzystuje si¢ meto-
de¢ TLC, HPLC, GC oraz ELISA (12). Przy oznaczaniu HMF w produktach spozyw-
czych glownie stosuje si¢ metode HPLC-UV, LC-MS/MS, GC-MS i metode¢ MEKC
(10). Zaproponowano takze metodg refraktometryczng z paskami testowymi Re-
flectoquant® HMF przez firme Merck pozwalajaca na analize iloéciowa tego analitu
w przedziale od 1—60 mg/dm’ Test pozwala na szybka kontrole jakosci produktu.

Przeprowadzone badania miaty na celu oznaczenie zawarto$ci patuliny i 5S-HMF
w sokach owocowo-warzywnych pochodzacych z produkcji komercyjnej oraz eko-
logicznej, znajdujacych si¢ w obrocie na terenie Olsztyna.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowily soki owocowe pochodzace: z produkcji komercyjnej
(n = 6) oraz z produkcji ekologicznej (n = 4) zakupione w sieciach handlu detalicz-
nego na terenie Olsztyna (tab. I). Oznaczanie zawarto$ci patuliny i 5S-HMF w ba-
danych sokach wykonywano w trzech rownoleglych powtdrzeniach z podwojnym
dozowaniem probki na kolumng.

Tabela |. Materiat do badan
Table I. Test material

Nr probki Rodzaj soku Produkcja Wyglad
1 Jabtkowo-winogronowy komercyjna klarowny
2 Jabtkowy komercyjna klarowny
3 Jabtkowo-malinowy komercyjna metny
4 Jabtkowo-$liwkowy komercyjna metny
5 Brzoskwiniowo-jabtkowo-marchwiowy komercyjna metny
6 Marchwiowo-jabtkowo-morelowy komercyjna metny
7 Jabtko — czarna porzeczka ekologiczna klarowny
8 Jabtkowy ekologiczna klarowny
9 Jabtko — mango ekologiczna metny

10 Jabtkowo-marchwiowy ekologiczna metny
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Analizg probek sokow w kierunku oznaczania zawartosci patuliny i 5-hydroksy-
metylofurfuralu przeprowadzono metoda HPLC wg R6j 1 Przybytowski (13) oraz
Gokmen i Acar (6).

Przygotowanie probek analitycznych

5 cm’ probki soku przenoszono do cylindra miarowego poj. 100 cm’. Sok ekstra-
howano trzykrotnie za pomoca octanu etylu, a do potaczonych ekstraktow doda-
wano 1,5% weglanu sodu 1 wytrzasano. Oddzielona gbrna warstwe saczono przez
saczek ilosciowy migkki wobec bezwodnego siarczanu sodu. Przesacz odparowano
za pomoca wyparki prézniowej, pozostawiajac 2 cm’ roztworu, ktére dosuszano
w strumieniu azotu o czystosci 4,0. Sucha pozostato$é rozpuszczano w 500 mm’
wody zakwaszonej (pH 4,0) i saczono przez filtr strzykawkowy firmy Millipore.
Tak przygotowana probke poddano analizie HPLC w celu oznaczenia zawarto$ci
patuliny i 5-HMF.

Analiza HPLC

Rozdziat chromatograficzny badanych probek przeprowadzono technika wyso-
kosprawnej chromatografii cieczowej w uktadzie faz odwroéconych (HPLC — RP)
na aparacie LC-10A firmy Shimadzu. Warunki rozdzialu chromatograficznego: ko-
lumna chromatograficzna — Phenomenex® Synergy 4u Hydro — RP 80A, 250 % 4,6
mm z prekolumna Phenomenex® Security Guard Cartiges AQ C18 4 x 3,0 mm; faza
ruchoma: acetonitryl — woda (75 : 25, v/v); temp. rozdziatu: 20°C; predkosc¢ przepty-
wu: 1 cm’/min; obj. nastrzyku: 50 mm’; detektor spektrofotometryczny z matryca
fotodiod SPD — M 20 A, detekcja przy di. fali L =254 nm.

Robocze roztwory wzorcowe patuliny oraz 5-hydroksymetylofurfuralu przygoto-
wano poprzez sporzadzenie serii rozcienczen wzorcoOw podstawowych patuliny (fir-
ma Romer Labs®) i 5-HMF (firma Sigma Aldrich) w wodzie zakwaszonej o pH=4.
Interpretacje ilosciowa i jako$ciowq otrzymanych chromatogramoéw przeprowadzo-
no na podstawie poréwnania czasu retencji i wielkos$ci pola powierzchni pikéw pa-
tuliny i 5-HMF w probkach standardowych o znanym stezeniu, a czasem retencji
1 wielko$cia pola powierzchni pikow analitéw w probkach badanych.

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej, uwzgledniajac podstawowe
miary statystyczne (X, s, RSD). Istotno$¢ réznic migdzy grupami okreslono testem
Duncana.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

W celu oznaczenia zawartosci patuliny oraz 5-HMF wykorzystano metodg wyso-
kosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Zastosowanie tej metody pozwolito
na otrzymanie pelnych rozdzialéw chromatograficznych patuliny oraz 5-HMF w ba-
danych préobkach sokéw (ryc. 1 1iryc. 2).

Ustalono zakres roboczy metody oznaczania patuliny i 5S-HMF w badanych pro-
duktach, a sporzadzone 5-punktowe krzywe wzorcowe oznaczanych substancji po-
stluzyty do przeprowadzenia analizy ilosciowej badanych analitow w wybranych
sokach. Krzywe wzorcowe patuliny i 5S-HMF opisuja rownania:

patulina— y=510%; R’*=0,9999; 5-HMF — y=4-10"x; R*=0,9867.
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Ryc. 1. Przyktadowe chromatogramy: wzorca 5S-HMF (A) o stezeniu 0,05 (ug/cm’) i wzorca patuliny (B)
o stezeniu 0,025 (ug/cm’).
Fig. 1. Example of chromatogram of 0.05 (ug/cm®) 5-HMF (A) and 0.025 (ug/cm®) patulin (B) standards (B).

Material do badan stanowity soki na bazie jabtek, klarowne i metne z produkcji
komercyjnej i ekologicznej. W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono, iz
poziom patuliny w sokach komercyjnych ksztaltowat si¢ na poziomie od 0,87 (sok
brzoskwiniowo-jabtkowo-marchwiowy, metny) do 11,76 pg/dm’ (sok marchwio-
wo-jabtkowo-morelowy, me¢tny) (RSD od 1,44 do 6,30%). W sokach ekologicznych
poziom PAT wahat sig od 0,21 (sok jabtkowo-marchwiowy, metny) do 1,74 pg/dm’
(sok jabtko—mango, mgtny), za§ RSD od 1,09 do 7,09% (ryc. 3).

Uzyskane wyniki badan dotyczace patuliny oceniano pod wzgledem przekrocze-
nia najwyzszych dopuszczalnych poziomoéw zawartych w Rozporzadzeniu Komisji
(WE) nr 1881/2006 — z dn. 19 grudnia 2006 r. ustalajacym najwyzsze dopuszczalne
poziomy niektdrych zanieczyszczen w Srodkach spozywczych (11). We wszystkich
badanych probkach sokow zawarto$¢ tej mikotoksyny nie przekraczata 50 pg/kg.
Wigkszy jej poziom oznaczono w sokach komercyjnych, klarownych i metnych niz
w sokach z produkcji ekologicznej. W badaniach Pokrzywy i wspotpr. (4) zawartosé
patuliny stwierdzono w 2 z 50 badanych probek soku jablkowego. Uzyskane wy-
niki nie przekraczaty dopuszczalnej zawartosci tej mikotoksyny, przyczym jeden
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miescit si¢ w zakresie do 25% obowiazujacego najwyzszego dopuszczalnego po-
ziomu (NDP), natomiast drugi pomigdzy 76 —100% NDP. Badania przeprowadzone
przez Marin i wspotpr. (14) w kierunku oznaczania patuliny w sokach owocowych
réwniez nie wykazaly obecnosci tej mikotoksyny w zakresie przekraczajacym naj-
wyzszy dopuszczalny poziom tej substancji ustanowiony przez Komisj¢ EU. Yuan
1 wspolpr. (15) przebadali 95 produktéw z jablek, w ktorych srednia zawarto$¢ pa-
tuliny wynosita 20,4 pg/kg. Badania te wykazaty rowniez, iz mozliwa jest redukcja
poziomu patuliny w sokach jabtkowych (0 46,2%) w wyniku procesu przetwarzania
do wytworzenia produktu finalnego.
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Ryc. 2. Przyktadowy chromatogram probki soku komercyjnego (probka numer 6).
Fig. 2. Exemple of chromatogram of commercial juice sample (sample number 6).
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Ryec. 3. Srednia zawarto$é patuliny w badanych sokach (pg/dm?).
Fig. 3. Mean content of patulin in analysed juices (ug/dm®).
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HMF jest postrzegany jako gtdwna interferencja przy oznaczaniu patuliny. Sepa-
racja tych dwoch zwiazkéw jest wymagana dla rzetelnego oznaczenia zawartosci
patuliny w sokach (14). Poziom 5-HMF w sokach komercyjnych wahat si¢ od 0,27
(sok jabtkowy) do 0,33 pg/dm’ (sok jabtko —malina) (RSD od 2,59 do 7,11%), nato-
miast w sokach ekologicznych — od 0,09 pg/dm’ (sok jabtko — czarna porzeczka) do
0,26 pg/dm’ (sok jabtkowy) (RSD od 0,94 do 2,69%). Wyniki tych analiz oceniano
na podstawie dopuszczalnej zawartosci S-HMF okreslonej przez Migdzynarodowa
Federacje Producentéw Sokow Owocowych (IFFJP), ktéra dla soku jabtkowego
wynosi 50 mg/dm’ . Jak obrazuje ryc. 4, wszystkie badane soki zawieraty dopusz-
czalne zawarto$ci 5-HMF. Najwyzsze stezenie — 0,33 pg/dm’ oznaczono w soku
tradycyjnym, najnizsze — 0,09 pg/dm’ w soku ekologicznym.
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Ryc. 4. Srednia zawarto$é¢ 5-HMF w badanych sokach (ug/dm®).
Fig. 4. Mean content of 5-HMF in analysed juices (ug/dm’).

Wiadome jest, iz 5-HMF jako produkt reakcji Maillarda powstaje z heksoz w $ro-
dowisku kwasnym w procesie ogrzewania oraz dlugotrwalego przechowywania
produktow. W odniesieniu do przeprowadzonych analiz wszystkie badane soki od-
znaczaly si¢ niskim stopniem przetworzenia i byly produktami o krotkim termi-
nie przydatno$ci. Prawdopodobnie z tego wzgledu zawartosci S-HMF w badaniach
wiasnych stwierdzono na tak niskim poziomie. Badania przeprowadzone przez Ga-
spara i Lucena (9) w Portugalii okre$lajace zawarto$s¢ S-HMF w sokach jablkowych
metnych i klarownych wskazuja na wysoka jakos¢ tych produktow. W obu rodza-
jach sokéw jego stezenie wyniosto 0,2 mg/dm’.

Opublikowane prace dotyczace kontroli poziomu 5-HMF w sokach owocowych
swiadcza o zwigkszajacej si¢ jakosci tych produktdéw. Jednoczesnie poznanie czyn-
nikéw powodujacych tworzenie si¢ tego zwiazku w produktach spozywczych po-
zwala na znaczne obnizanie jego zawartosci.
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WNIOSKI

1. Oznaczone poziomy patuliny i 5-HMF w sokach na bazie jabtek pochodzacych
z produkcji komercyjnej i ekologicznej nie przekroczyly najwyzszych dopuszczal-
nych poziomoéw wskazanych , jako obligatoryjne przez obowiazujace prawo.

2. Obecnos$¢ patuliny i 5-HMF w sokach, ktorych gtéwnym komponentem sa
jablka nie stanowi ryzyka zagrozenia zdrowia potencjalnego konsumenta tych pro-
duktéw, aczkolwiek badania nad spozyciem szkodliwych substancji wystepujacych
na wyzszym poziomie niz NDP w produktach na bazie r6znych owocow powinny
by¢ przeprowadzone i udokumentowane.

M. Polak-Sliwinska, L. Lamejko, M. S. Kubiak

PATULIN AND 5-HMF CONTENT IN FRUIT AND VEGETABLE JUICES
FROM ECOLOGICAL AND COMMERCIAL PRODUCTION

Summary

The aim of this study was to determine the content of patulin and 5-HMF in fruit and vegetable juices
from ecological and commercial production, available in the Olsztyn market. In total analysed samples,
these substances were present, but within the admissible limits.

The study of 5-HMF content showed that its levels ranged from 0.27 pg L™ to 0.33 ug L™ in juice
from commercial production, while in the juice from organic production — from 0.09 pg L™ to 0.26
pg L. Patulin in concentrations ranging from 0.21 pg L™ to 11.76 ug L™ was detected in ten samples
(100% ). The results of this study show that patulin and 5-HMF do not seem to be a problem in apple-
based juices available in the Olsztyn market. Although incidence and levels of patulin found were low,
constant surveillance is recommended, since the occurrence of the toxin in apple products is dependent
on many factors.
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