I. RUMBAK i sur.: Hrvatski casopis za prehrambenu tehnologiju, biotehnologiju
i nutricionizam 5 (3-4), 87-95 (2010)

87
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Stabilnost folata prilikom prerade i pripreme namirnica

Folate Stability During Food Processing and Different
Cooking Methods

Ivana Rumbak, Duska Curic’, Irena Coli¢ Barié

Prehrambeno-biotehnoloski fakultet, Sveuciliste u Zagrebu, Pierottijeva 6, 10000 Zagreb, Croatia

Sazetak

Bioloski aktivni oblici folata su reducirani metaboliti folne kiseline - tetrahidrofolati. Tetrahidrofolati sudjeluju u reakcijama sinteze pu-
rina i pirimidina, temeljnih gradivnih sastavnica deoksiribonukleinske kiseline, dok je 5-metiltetrahidrofolat donor metilne skupine u reakciji
prevodenja homocisteina u metionin. Dominantni oblici folata u Zivotinjskom tkivu su poliglutamatni oblici tetrahidrofolata, 5-metiltetrahid-
rofolat i 10-formiltetrahidrofolat. Tetrahidrofolat je glavni oblik folata koji se nalazi u nekoliko vrsta ribe, a biljna tkiva sadrzavaju uglavnom
poliglutamil 5-metiltetrahidrofolat. Folna kiselina se moze naci u jetricama, dok je u drugim namirnicama nema u znacajnijoj kolicini, osim ako
Jje prilikom ¢uvanja namirnica u aerobnim uvjetima, uslijed procesa oksidacije doslo do nastajanja folne kiseline. Procesi prerade i skladistenja
namirnica u pravilu dovode do smanjenja folata u namirnicama. Stupanj razgradnje folata ovisi o vrsti hrane, dostupnosti kisika, kemijskom
okruzenju i primijenjenoj metodi termicke obrade, te obliku folata koji je prisutan u hrani.

Kljucne rijeci: folat, prerada, metode termicke obrade

Summary

Biologically active folate forms are reduced metabolites of folic acid - tetrahydrofolates. Tetrahydrofolate acts as a carrier of one-carbon
units in biochemical reactions that lead to the synthesis of the purines and the pyrimidines, which are the base constituents of deoxyribonucleic
acid. In another important reaction, 5-methyltetrahydrofolate donates its methyl group to homocysteine to form methionine. The predominant
folate vitamers in animal tissues are polyglutamyl forms of tetrahidrofolate, 5-methyltetrahydrofolate, and 10-formyltetrahydrofolate; tetrahy-
drofolate is main folate form found in several fish species while the plant tissues contain mainly 5-methyltetrahydrofolate. Folic acid can be
isolated from liver but in most other foods it does not occur naturally to a significant extent. Presence of folic acid may occur due to oxidation, as
an oxidation of tetrahydrofolates in foods stored in the presence of oxygen. Folate loss may occur during food processing, or as result of cooking
and food storage. The degree of loss can be influenced by the type of food, oxygen content, chemical surrounding, heating and applied cooking
method as well as the folate form present in food.
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Naposljetku, za sve spomenute tvari pokazalo se da su
identi¢ne kada je skupina istrazivac¢a pod vodstvom Angiera
(1948) uspjela sintetizirati folnu kiselinu i definirati njezinu
kemijsku strukturu.

1. Kratki povijesni pregled otkri¢a folne kiseline
(Eitenmiller i sur., 2008)

Djelotvornost pripravka autoliziranog kvasca u lije¢enju
megaloblasti¢ne anemije u trudnica (nastaje uslijed nedostatka
vitamina B, , /ili folata) prvi su utvrdili Wills i suradnici 1931.

godine. Isti pripravak prije se pokazao terapeutski neu¢inkovit 2. Kemijska struktura (Ball, 2006)

kod perniciozne anemije (uzrokovane nedostatkom vitamina
B,

Wills i suradnici su proveli istrazivanje na testnim
zivotinjama — majmunima, pri ¢emu su u

Naziv folat je ime koje objedinjuje sve derivate pteroinske
kiseline koji pokazuju vitaminsku aktivnost u ljudi. Struktura
tzv. roditeljske molekule odnosno spoja — folne kiseline, po-

ispitivane skupine izazvali megaloblasti¢nu OH y

anemiju. Zivotinje su reagirale jako dobro 44 g II' ) IC|J IT' {I:OOH

na nepreradene ekstrakte jetre, ali i izolate 3N - 5*33:'6 CHa M L. v C+N—CH

kvasca kojima su hranjeni, koji su tada % ] | g /J{ 10 ) {IIH

nazvani ,,vitamin M* i ,,vitamin B_*. U to HoN N ga™M H 5 6 By

vrijeme, tvar izolirana iz jetre pokazala se TEHE

esencijalnom za rast Lactobacillus casei i {I)OOH

ZbOg toga je dOblla ime ”L' casei faktor“. . Pteridinski prsten _____ |« P-Aminobenzojeva kiselina . |=— L-Glutaminska kiselina
Pterin p-Aminobenzoic acid L-Glutamic acid

Znanstvenik Mitchell 1941. godine pre-

Pteroinska kiselina

radio je golemu koli¢inu $pinata kako bi -
dobio prociséenu tvar koja je djelovala kao
aktivni faktor rasta za Stakore i L. casei.

Pteroic acid

Pteroilmonoglutaminska kiselina (folna kiselina)
Pteroylmonoglutamic acid (folic acid)

Nazvali su taj faktor ,,folna kiselina“ (pre-
ma latinskoj rijeci folium Sto znaci list).

Slika 1. Kemijska struktura folne kiseline
Figure 1. Chemical structure of folic acid
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drazumijeva bicikli¢ku molekulu pterina vezanu metilenskim
mostom za p-aminobenzojevu kiselinu, koja je preko peptidne
veze vezana na molekulu glutaminske kiseline (Slika 1).

Folnakiselina, medutim, nije prirodni fizioloski oblik ovog
vitamina. U vecini namirnica, pteridinski prsten reduciran je
do 7,8-dihidrofolata (DHF) ili 5,6,7,8-tetrahidrofolata (THF).
Ovi reducirani oblici mogu biti supstituirani s jednim ugljiko-
vim atomom vezanim za duSikov atom na 5 ili 10 mjestu ili
za oba atoma c¢ine¢i most. Slijedeci supstituirani oblici THF
vazni su intermedijeri u metabolizmu folata: 10-formil-THF,
5-metil-THF, 5-formimino-THF, 5,10-metilen-THF 1 5,10-
metenil-THF (Slika 2).

Svi spojevi folata uglavnom su poliglutamati, i obicno
sadrze od pet do sedam jedinica glutamata vezanih y-peptid-
nom vezom. Ova veza jedinstvena je u prirodi, postoji jo§ samo
u peptidima koje sintetiziraju dvije Bacillus vrste. Konjugati
folata skrac¢eno se oznacavaju kao PteGlu,_ pri ¢emu n oznaCava
broj vezanih jedinica glutamata, npr. 5-CH,-H PteGlu,
oznacava triglutamil-5-metiltetrahidrofolnu kiselinu.

2.1. Folati u hrani

Dominantni oblici folata u Zivotinjskom tkivu su po-
liglutamatni oblici THF, 5-metil-THF i 10-formil-THF (Gre-
gory i sur., 1984b). 5-Formil-THF je aktivni oblik koji se nala-
zi u maloj koli¢ini u veéini zivotinjskih tkiva, medutim uslijed
termicke obrade moze do¢i do njegovog nastajanja (Gregory,
1989). THF je glavni oblik folata koji se nalazi u nekoliko vrsta
ribe (Vahteristo i sur., 1997), ali i u svinjetini i govedoj jetri
(Vahteristo i sur., 1996)

Biljna tkiva sadrzavaju uglavnom poliglutamil 5-metil-
THF, kojem se pripisuje 90% aktivnosti folata (Gregory i sur.,
1984b).

Folna kiselina prisutna je u jetricama, a u drugim namir-
nicama se ne pojavljuje u znacajnijoj koli¢ini. Medutim, fol-
na kiselina moze nastati u namirnicama u maloj koli¢ini kao
produkt oksidacije THF, kada se namirnice ¢uvaju u uvjetima
u kojima je dostupan kisik (Gregory, 1984). 5-Metil-5,6-DHF
i u manjoj mjeri 10-formilfolna kiselina mogu biti prisutni u
preradenoj hrani i nastaju kao produkt oksidacije 5-metil-THF
i 10-formil-THF.

Opéenito, folati su u
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namirnicama vezani za pro-
teine i za tzv. skladi$ne polisa-
haride (Skrob i glikogen).

3. Fizikalno kemijska
svojstva folata
(Ball, 2006)

Folna kiselina se proiz-
vodi kemijskom sintezom i ko-
risti se za obogacivanje namir-
nica. Sinteticka folna kiselina
je narancasto-zute boje, u ob-
liku kristala-listica koji tamne
na zraku jer su higroskopni.
Gotovo da nema mirisa ni
okusa. Folna kiselina je neto-
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Slika 2. Kemijske strukture folata

Figure 2. Chemical structures of folate compounds
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CHa s pliiva u hladnoj vodi, a tesko
N l;l (|3H H je topljiva i u vreloj vodi (20
CH,—N—R N I mg/100 ml). Slabo je topljiva
;[ E | HCHE_N_H u metanolu, znatno manje u
N Y H etanolu, a u otapalima poput
}1| I'?I H acetona, dietil etera, klorofor-

H ma ili benzena nije topljiva.

Folna kiselina se ota-

pa u toploj razrijedenoj
klorovodi¢noj  kiselini, a
razgradnja  se  pospjesuje

povecanje koncentracije kise-
line i poviSenjem temperature.
U razrijedenim luznati otopi-
nama folna kiselina je toplji-
va i stabilna; vodena otopina
pripremljena otapanjem natri-
jevog hidrogen karbonata ima
pH izmedu 6,5 1 6,8.

Natrijeva sol folne kise-
line (jedan od komercijalno
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dostupnih oblika folne kiseline) topljiva je u vodi (1,5 g/100
ml pri 0 °C).

3.1 Stabilnost folata u vodenim otopinama

Bioloski aktivni oblici folata znacajno se razlikuju obzi-
rom na sklonost oksidaciji, termostabilnost i stabilnost u ovis-
nosti o kiselosti otopine (Gregory, 1985). Najstabilniji oblik
pri sobnoj i povisenoj temperaturi je folna kiselina. U vodenim
otopinama folna kiselina je stabilna pri 100 °C tijekom perioda
od 10 hitoupH rasponu od 5,0-12,0, kada je otopina zasticena
od svjetla, no kada je pH otopine manji od 5,0 postaje izuzetno
nestabilna (Paine-Wilson i Chen, 1979).

Alkalnom hidrolizom u aerobnim uvjetima nastaje p-ami-
nobenzoilglutaminska kiselina (PABQG) i pterin-6-karboksilna
kiselina, dok kiselinskom hidrolizom nastaje 6-metilpterin
(Tannenbaum 1 sur., 1985). Poliglutamil derivati folne kise-
line se hidroliziraju na folnu kiselinu i glutaminsku kiselinu
u luznatim otopinama i pri anaerobnim uvjetima. Aktivnost
folata postupno se unistava izlaganjem svjetlosti, posebno u
prisutnosti riboflavina, pri ¢emu nastaju PABG i pterin-6-kar-
boksialdehid (Tannenbaum i sur., 1985).

Stabilnost folne kiseline (i vecine oblika folata) moze se
znatno povecati djelovanjem askorbinske kiseline. Jedina poz-
nata iznimka je 5-metil-DHF, koji se djelovanjem antioksidan-
sa prevodi u 5-metil-THF (Lucock i sur., 1995).

Nesupstituirana reducirana struktura THF-a je vrlo
podlozna oksidativnom cijepanju. Ioni metala u tragovima
poput Zeljeza (IIT) i bakra (II) kataliziraju oksidaciju THF-a
(Hawkes i Villota, 1989).

Prisutnost supstituirajuéih skupina na N-5 poziciji
znacajno povecava oksidativnu stabilnost reduciranih folata u
odnosu na THF. 5-metil-THF je vrlo vazan oblik folata u pre-
hrani. U poliglutamatnom obliku ima vrijeme poluraspada od
21 min pri 100 °C u vodenim otopinama, za razliku od THF
¢ije je vrijeme poluraspada pri istim uvjetima 2 min (Chen i
Cooper, 1979). Na stabilnost 5-metil-THF ima veéi utjecaj
temperatura nego svjetlo. U kojoj mjeri dolazi do gubitka ak-
tivnosti 5-metil-THF znatno ovisi o kiselosti otopine. Pri pH=9
i temperaturi od 25 °C, bez prisutnosti antioksidanta vrlo je
nestabilan, dok je pri =7,3 i pH=3,5 puno stabilniji. U prisut-
nosti antioksidanta pri 25 °C, 5-metil-THF je relativno stabi-
lan pri pH=7,3 i pH=9,0, dok pri nizim pH=3,5 vrijednostima
otopine antioksidansi imaju minimalni zastitni u¢inak (Lucock
isur., 1993).

Oksidacija 5-metil-THF pri neutralnim uvjetima rezultira
nastankom 5-metil-5,6-DHF (Donaldson i Keresztesy, 1962).
5-metil-5,6-DHF brzo se moze reducirati nazad u pocetni spoj
u prisutnost askorbata ili merkaptoetanola, koji se ¢esto ko-
riste kao antioksidansi u analizi folata, pa zbog toga postoji
mogucénost da se 5-metil-5,6-DHF uopce ne pronade u veéini
uzoraka analiziranih kromatografskim metodama koje se
primjenjuju za odredivanje folata. U jako kiselom mediju, kod
5-metil-5,6-DHF dolazi do kidanja veze C9-N10 (Maruyama
isur., 1978; Lewis i Rowe, 1979), dok u blago kiselom med-
iju dolazi do preuredenja sustava pteridinskog prstena. U oba
slucaja dolazi do posljedi¢nog gubitka aktivnosti folata (Paine-
Wilson i Chen, 1979).

10- formil-THF lako se na zraku oksidira do 10-formil-
folne kiseline (Maruyama i sur., 1978; Lewis i Rowe, 1979)
bez gubitka bioloske aktivnosti (Gregory, 1984a). Stabilnost
10-formilfolne kiseline vrlo je slicna stabilnosti folne kise-
line (Paine-Wilson i Chen, 1979). Pod anaerobnim uvjetima
10-formil-THF podlozan je izomerizaciji do 5-formil-THF pri
neutralnom pH, dugotrajnom stajanju i narocito pri povisenoj
temperaturi (Robinson, 1971).

5-formil-THF pokazuje jednaku stabilnost kao i folna
kiselina pri neutralnom pH, ali pri kiselim uvjetima, i posebno
pri visokoj temperaturi gubi molekulu vode pri ¢emu nastaje
5,10-metenil-THF (Tannenbaum i sur., 1985) Ovaj spoj je sta-
bilan u kiseloj otopini, ali hidrolizira do 10-formil-THF u neu-
tralnoj 1 blago luznatoj otopini (Stokstad i Koch, 1967).

Kazein, zeljezo (11) i askorbati imaju sposobnost snizavanja
koncentracije otopljenog kisika i uslijed toga povecavaju ter-
malnu stabilnost folne kiseline i 5-metil-THF (Day i Gregory,
1983). Druge reducirajuée tvari koji se pojavljuju u hrani, kao
npr. tioli i cistein mogu takoder odgoditi oksidaciju folata.

Pri pH=6,4, 5-metil-THF pokazuje izrazitu nestabilnost
uz dodatak 0,1M ZnCl, (Lucock i sur., 1994). Nestabilnost je
takoder u manjoj mjeri uocena i u prisutnosti drugih metal-
nih kationa, gdje je djelovanje redom od jaceg prema slabi-
jim kako slijedi Zn*>Ca*~K* >Mg*~Na". Ovaj u¢inak moze
biti poniSten prisustvom reduciranog glutationa, Sto ukazuje
na to da je do gubitka doslo uslijed oksidativne degradacije.
Pretpostavlja se da oksidativni proces ovisi o ionskom obliku
S-metil-THF. Pri pH=6,4, 5-metil-THF dolazi u anionskom ob-
liku, §to ga ¢ini manje stabilnim u prisustvu metalnih kationa
s kojima stvara komplekse. Kako se pri pH=3,5 u prisutnosti
istih kationa stabilnost 5-metil-THF povecava, vrlo je izvjesno
da je protonirana slobodna kiselina manje dostupna za formi-
ranje kompleksa, $to za posljedicu ima vecu stabilnost.

Sulfitna kiselina i nitriti, koji se Cesto koriste prilikom
prerade namirnica, uzrokuju gubitak aktivnosti folata u voden-
im otopinama. Reakcijom sulfitne kiseline i folata dolazi do
cijepanja C9-N10 veze (Gregory, 1985). Nitritni ioni reagiraju
s folnom kiselinom pri ¢emu nastaje 10-nitrozofolna kiselina,
dok u reakciji s 5-formil-THF nastaju 10-nitrozo derivati, a
interakcijom s THF i1 5-metil-THF s nitritnim ionima nastaje
PABG i nekoliko pterinskih produkata (Reed i Archer, 1979).

4. Stabilnost folata prilikom prerade i pripreme
namirnica

4.1. Povrce i voce

Folati se tijekom blansiranja povréa vodom gube zbog
razaranja pod utjecajem topline i otapanjem u vodi. Gubitak
folata otapanjem u vodi veci je $to je veca koli¢ina vode koja
se koristi pri blanSiranju. Npr. prilikom blansiranja Spinata gu-
bitak folata pri omjeru $pinata i vode 1:1,6 bio je 33% (Chen i
sur., 1983), a pri omjeru $pinata i vode 1:7 iznosio je 83% (De-
Souza i Eitenmiller, 1986). Kada je blansiranje provedeno pod
utjecajem mikrovalova ili parom, gubitak folata bio je manji
zbog toga $to nije doslo do otapanja folata u vodi. Gubitak
folata nakon blanSiranja zelenih mahuna parom bio je 10% u
usporedbi s gubitkom od 21% kada su mahune blansirane vo-
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dom (Melse-Boonstra i sur., 2002). Blansiranje $pinata vodom
uzrokovalo je gubitak folata od 33% za razliku od blanSiranja
mikrovalovima gdje je gubitak bio 14% (Chen i sur., 1983).
Istrazujuéi ucinak blansiranja, smrzavanja i skladistenja proku-
lica Malin (1977) je utvrdio da su folati stabilni u svim faza-
ma prerade. Ovi rezultati objas$njavaju se manjom ukupnom
povrsinom prokulica izloZenoj otapanju folata u vodi nego $to
je to npr. kod $pinata.

Skupina istrazivaca pod vodstvom Melse-Bonstra (2002)
je u razli¢itim vrstama povréa, nakon odredenih metoda pre-
rade, odredivala folat (nakon konjugacije s konjugazama plaz-
me Stakora), monoglutamil folat (bez tretiranja enzimima) i po-
liglutamil folat (razlika izmedu ukupnog folata i monoglutamil
folata). U istrazivanju su koristili poriluk (prsten, 5mm),
cvjetacu (cvjetovi, 2-3 cm) i zelene mahune (komadic¢i, 5 cm).
Metode prerade namirnica su prikazane u Tablici 1.

Uslijed zamrzavanja i odmrzavanja ili tretmana visokim
tlakom nakon kojeg je slijedilo blansiranje doslo je do gu-
bitka ukupnog folata za vise od 55% i do poveéanja omjera
monoglutamil folata. Nasuprot tome, prilikom zamrzavanja i
odmrzavanja ili tretmana visokim tlakom kojem je prethodilo
blansiranje nije doslo do veceg gubitka folata nego prilikom
samog blanSiranja (<38%), a omjer monoglutamil folata blago
je povecan. Na temelju toga ocito je kako je prilikom zamrza-
vanja i odmrzavanja ili tretmana visokim tlakom doslo do loma
na biljnim stanicama, pri ¢emu je doslo do kontakta endogenih
konjugaza i poliglutamil folata, Sto je rezultiralo konverzijom
poliglutamata u monoglutamat. Blansiranje koje je nakon toga
uslijedilo dovelo je do otapanja oslobodenog monoglutamil
folata. Suprotno tome, ako je blanSiranje provedeno ranije
dolazi do inaktivacije konjugaza, pa je onemoguéena konver-
zija poliglutamil folata u monoglutamat i tako je smanjen uku-
pni gubitak folata.

Tablica 1. Opis primijenjenih metoda obrade (poriluk, cvjetaca i zelene mahune) u radu Melse-Bonstra i sur. (2002)

Table 1. Description of the processing treatments (leeks, cauliflower and green beans) described by Melse-Bonstra et al. (2002)

Primijenjena metoda Opis

Treatment

Description

A | Sirovi uzorci

Raw

Bez metoda obrade

No treatment

B | Skladistenje
Storage

Skladistenje 24 h u hladnjaku na 4°C
Storage for 24 h in a refrigarator at 4°C

C | Blansiranje

Blanching

Blansiranje u industrijskom kotlu (10 L vode/200 g
svjezeg povréa), 5 min poriluk, 8 min cvjetaca i 6 min
zelene mahune

Blanching in an industrial blanching kettle (10 L of
water/200 g of fresh vegetable weight), for 5 min

(leeks), 8 min (cauliflower), or 6 min (green beans)

D | Obrada vodenom parom

Steaming

Obrada 200g povréa vodenom parom, u situ iznad 1 L
vrijuée vode, 5 min poriluk, 7 min cvjetaca i 6 min
zelene mahune

Steaming in a steaming sieve of 200 g of vegetable
above 1 L of boiling water for 5 min (leeks), 7 min

(cauliflower), or 6 min (green beans)

E | Tretman visokim tlakom

High-pressure treatment

Obrada visokim tlakom na 200 MPa tijekom 5 min

High-pressure treatment at 200 MPa for 5 min

F | Zamrzavanje, odmrzavanje,
blansiranje
®)

Freezing, thawing, blanching

Zamrzavanje na -18°C tijekom 16 h, odmrzavanje

tijekom skladistenja (metoda B) i blanSiranje (metoda

Freezing at -18 °C for 16 h, followed by thawing during

storage (treatment B) and then blanching (treatment C)
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G | Tretman visokim tlakom,

blansiranje

High-pressure treatment,

Obrada visokim tlakom (metoda E), nakon koje slijedi
skladistenje (metoda B) i potom blansiranje (metoda C)
High-pressure treatment (treatment E) followed by

storage (treatment B) and then blanching

Blanching, freezing,

thawing

blanching (treatment C)
H | BlanSiranje, zamrzavanje, Blan$iranje (metoda C), nakon kojeg slijedi
odmrzavanje zamrzavanje na -18°C tijekom 16 h, a potom

odmrzavanje tijekom skladistenja (metoda B)
Blanching (treatment C) followed by freezing
at-18 °C for 16 h and thawing during

storage (treatment B)

1 | BlanSiranje, tretman visokim
tlakom
Blanching, high-pressure

treatment

BlanSiranje (metoda C) nakon kojeg slijedi obrada pod
visokim tlakom (metoda E) i skladiStenje (metoda B)
Blanching (treatment C) followed by high-pressure

treatment (treatment E) and storage (treatment B)

Wambui Munyaka i suradnici su na temelju rezultata
provedenog istrazivanja zakljucili da se kombiniranjem pos-
tupaka mljevenja (koje prethodi termickoj obradi), poveéanja
kiselosti i blanSiranja moze posti¢i povecanje sadrzaja
monoglutamil folata u uzorku brokule (Wambui Munyaka i
sur., 2009).

Dodavanje askorbinske kiseline konzerviranom povréu
poveéava stabilnost folata pri skladiStenju, medutim nema
zastitno djelovanje za folat tijekom tretiranja povréa na
povisenoj temperaturi. Lin i suradnici su kod konzerviranog
slanutka utvrdili gubitak folata od 30% bez obzira da li je ili
nije dodana 0,2% askorbinske kiselina (Lin i sur., 1975).

Medutim, nije doslo do povecanog gubitka kada je proiz-
vod tretiran na 118°C (30 ili 53 min). Konzervirani slanutak
ima pH u rasponu od 5,8 do 6,2 pri kojem je folat stabilan bez
obzira na promjenu temperature.

Stabilnost folata promatrana je i u liofiliziranim, prethod-
no skuhanim jelima od povréa namijenjenim astronautima.
Smanjenje ukupnog sadrzaja folata (preostala aktivnost od 29-
49%) je primije¢eno u jelima od Sparoga, cvjetace sa sirom,
zelenim mahunama s brokulom). Do smanjenja aktivnosti
najvjerojatnije je doSlo zbog oksidativnih procesa koji su bili
potencirani pove¢anjem ukupne povrSine namirnica. Do priv-
idnog povecanja u sadrzaju folata je doslo u jelu sastavljenom
od kukuruza, brokule i tjestenine (129%) i $pinatu s vrhnjem
(160%). Jedan od mogucih razloga mogao bi biti unistenje in-
hibitora konjugaze prilikom liofilizacije pri ¢emu konjugaza
postaje aktivna i oslobada dodatne koli¢ine slobodnog folata
koji koristi testni mikroorganizam (Lactobacillus rhamnosus).

Pri primjeni ionizirajuéeg zracenja i to doze od 2,5 kGy
dolazi do gubitka folata od 10% u $pinatu, kupusu i prokulica-
ma. Pri radijacijskoj dozi od 10 kGy (u vecini zemalja najvisa
dopustena doza ionizirajuceg zraCenja) gubitak folata iznosio

je od 0 do 30% za dehidrirano povrce, ali i druge namirnice
poput pekarskog kvasca, govede jetrice i sira Camembert.
Rezultati istrazivanja ukazali su na pretvorbu poliglutamata u
monoglutamate bolje bioraspolozivosti uvjetovane zra¢enjem
(Miiller i Diehl, 1996).

Obrada visokim tlakom pri umjerenim temperaturama
trenutno se primjenjuje za pasterizaciju mnogih namirnica.
Nguyen i suradnici istrazivali su stabilnost folne kiseline i
5-metil-THF u fosfatnom puferu (0,2 M, pH=7) u odnosu na
kombinirane toplinske tretmane i tretmane pod povecanim tla-
kom. Folna kiselina pokazala je visoku stabilnost, nije doslo do
razgradnje na temperaturi od 60°C i tlaku od 600 MPa u tra-
janju 7 h. Za razliku od folne kiseline, do razgradnje 5-metil-
THF doslo je na temperaturama visim od 40°C, kombiniranim
djelovanjem temperature i visokog tlaka (Nguyen i sur., 2003).
Indrawati i1 suradnici (2004) su istrazivali u¢inak obrade vi-
sokim tlakom pri umjerenim temperaturama na stabilnost en-
dogenog 5-metil-THF u $parogama, soku od mrkve, pireu od
kivija i soku od narance. Dosli su do spoznaje da je gubitak
folata uglavnom nastao uslijed otapanja u vodi, pa su u daljn-
jim istrazivanjima uporabili zatvoreni sustav. 5-metil-THF je
bio prili¢no stabilan u soku od narance i pireu od kivija pri
primjeni razli¢itih kombinacija tlakova i temperature sve do
500 MPa/60 °C u trajanju od 40 min, dok je u soku od narancée
i Sparogama doslo do zna¢ajnog razaranja prisutnih folata. Do-
datak askorbinske kiseline povecao je stabilnost 5-metil-THF
u soku od mrkve i u manjoj mjeri u Sparogama, pri uvjetima
povecanog tlaka. Autori su zakljuéili da endogena askorbin-
ska kiselina u hrani ima znacajnu ulogu za stabilnost folata
tijekom primjene povecanog tlaka i predlozili da bi se doda-
tak askorbinske kiseline mogao primjenjivati kao mjera pre-
vencije degradacije tijekom prerade. Butz i suradnici (2004)
su takoder zakljudili kako askorbinska kiselina u suvisku §titi

CROATIAN JOURNAL OF FOOD TECHNOLOGY, BIOTECHNOLOGY AND NUTRITION



I. RUMBAK i sur.: Hrvatski casopis za prehrambenu tehnologiju, biotehnologiju

92 i nutricionizam 5 (3-4), 87-95 (2010)

folat od utjecaja visokog tlaka i poviSene temperature u soku
od narance. Obrada svjeze cijedenog soka od narance pri 600
MPa/80 °C u trajanju od 5 minuta nije prouzrocilo znacajniji
gubitak folata.

Leichter i suradnici (1978) su istrazivali u¢inak kuhanja
(vrenje u trajanju 10 min) na sadrzaj folata u povréu bogatom
folatom. Folat je odreden u sirovom i kuhanom povrcu, ali i
u vodi u kojoj je povrée kuhano. Osim kod $pinata, koli¢ina
folata iz kuhanog povréa i vode u kojem je povrée kuhano,
premasivala je 100% koli¢ine odredene u sirovom povréu.
Time su dokazali da se folat iz povréa ne unistava nego se samo
premjesta u vodu u kojoj je povrée kuhano. Voda koristena za
kuhanje sadrzavala je vise folata nego S$to je sadrzavalo kuh-
ano povrée i to kod brokule, kupusa, cvjetace i Spinata. Proku-
lice 1 $paroge bile su iznimka vjerojatno zbog niskog omjera
povrsine i mase ovih vrsta povréa. Istrazivanje koje je proveo
Klein i suradnici (1981) je pokazalo da nije bilo gubitka folata
u $pinatu pripremljenom u mikrovalnoj peénici.

Petersen je usporedivao utjecaj pripreme brokule na pari i
zagrijavanja vakumiranog proizvoda u vodi na koli¢inu folata.
Postotak retencije folata pri pripremi brokule parom na 100 °C
u trajanju od 20 min bio je 74%, a pri istim uvjetima u vremenu
trajanja od 40 min 59%, te prilikom zagrijavanja vakumiranog
proizvoda u vodi 40 min na 100 °C retencija je bila 97% (Pe-
tersen, 1993).

Namakanje suhog slanutka i graska u trajanju od 16 h
uzrokovalo je gubitak folata od 17 odnosno 21% i to uslijed
otapanja u vodi. Ako se slanutak i grasak kuhaju gubitak folata
poveéava se za dodatnih 20% odnosno 27%, a ako su kuhani
pod tlakom gubitak je povecan za jos 20% odnosno 27%. Uku-
pna retencija folata nakon namakanja i kuhanja bila je 53% za
slanutak i 45% za grasak, a nakon namakanja i kuhanja pod
tlakom bila je 62% za slanutak i1 45% za grasak (Dang i sur.,
2000).

Xue i suradnici (2011.) su istrazivali u¢inak namakanja
suhog graha u vodi, a zatim i razli¢itih metoda termicke obrade
na stabilnost 5-metil-THF. Sli¢no prethodnom istrazivanju, na
stabilnost 5-metil-THF je znacajno utjecalo vrijeme namakanja
ivolumen vode za namakanje. Sadrzaj 5-metil-THF otopljenog
u vodi povecavao se proporcionalno s poveéanim vremenom
namakanja i pove¢anim volumenom vode za namakanje. Tako
je pri omjeru graha i vode 1:3 gubitak 5-metil-THF iznosio od
1,1-30,5%, u ovisnosti o ukupnom trajanju namakanja (od 3
do 12 sati). Pri omjeru graha i vode 1:7 gubitak 5-metil-THF
iznosio je od 5,2-44,7%, za trajanje namakanja od 3 do 12
sati. Nadalje, vrijeme termicke obrade, vrsta termicke obrade
i medij u kojem je kuhan grah (voda ili mjesavina vode i ulja)
dodatno je utjecalo na gubitak stabilnosti folata. Najveci gu-
bitak 5-metil-THF prilikom termicke obrade graha ostvaren
je nakon kuhanja pod tlakom, dok je medij sastavljen iz uljne
i vodene komponente povecao stabilnost 5-metil-THF. Na-
makanje koje je prethodilo termickoj obradi povecalo je gu-
bitak folata nakon termicke obrade, bez obzira na medjij i vrstu
termicke obrade (Xue i sur., 2011).

U istrazivanju skupine ceskih istrazivaca brokula, cvjetaca,
$pinat, kelj, prokulica i mrkva kuhani su u vodi 2, 4 i 8§ min
(odnosno 4, 8 i 12 minuta cvjetaca) i potom je odreden folat
koji je zaostao u povréu. Najvise folata, obzirom na koli¢inu
prije kuhanja, zaostao je u prokulici, cvjetaci i brokuli. Nakon
8 minuta kuhanja zadrzano je 75% od pocetnog 5-metil-THF.
Nize vrijednosti, izmedu 37-52% zaostale su u $pinatu, kelju

i mrkvi. Autori razliku tumace svojstvima pojedinog povréa
kao npr. omjerom mase i povrsine ili prisutno$¢u endogenih
antioksidanata. Opcenito, autori podrzavaju hipotezu da kod
zelenog lisnatog povréa dolazi do veceg gubitka folata tijekom
kuhanja nego kod korjenastog povréa (Holasova i sur., 2008).

Ohrvik i Witthoft (2008) su utvrdili da je u soku od
narance gubitak dominantnog aktivnog oblika folata, 5-metil
THEF, tijekom 7 dana ¢uvanja bio do 7%, dok je gubitak folne
kiseline (kojom je sok bio obogaéen) po isteku roka trajanja
soka od narance bio 1-4%.

Tehnoloska prerada bobicastih plodova vuéjeg trna
prouzrocilo je kompletni gubitak THF i 5-formil-THF u soku
istih plodova. Sadrzaj osnovnog aktivnog oblika 5-metil-THF
ostao je nepromijenjen pri proizvodnji koncentrata, kao i tije-
kom skladistenje soka 7 dana pri 6 °C. Pri skladiStenju soka na
25 °C 140 °C tijekom 7 dana doslo je do gubitka 5-metil-THF
od 17-20% (Gutzeit i sur., 2008).

4.2. Meso

THF je pokazao manju stabilnost u usporedbi s 5-
metil-THF prilikom termicke obrade (pecenja) ribe i piletine
(Vahteristo i sur., 1998). To ukazuje na sklonost namirnica
zivotinjskog porijekla da tijekom prerade i kuhanja gube vise
folata vjerojatno zbog toga Sto je prevladavaju¢i oblik THF.
Skladistenje u zamrznutom obliku na -18 °C u trajanju do 6
mjeseci ne utjee na sadrzaj 5-metil-THF u sirovoj jetrici, ali i
jagodama (Vahteristo i sur., 1998).

U istrazivanju McKillopa i suradnika (2002) kuhanje
govedine rezultiralo je neznatnim gubitcima folata ¢ak i na-
kon produljene termicke obrade (16 minuta). Medutim, u radu
Aramounija i Godbera (1991) je utvrdeno da se sadrzaj folata
u govedoj jetri smanjuje za 41% kuhanjem i 50% przenjem.
Bergstrom (1994) je utvrdio da u piletini zaostaje od 55-70%
folata nakon kuhanja i pirjanja, a 60-90% nakon pecenja. U
ribama i Skoljkama zaostaje 70-100% folata nakon pripreme na
pari ili poSiranjem te 80-90% folata nakon kuhanja u pec¢nici.

4.3. Mlijeko

Konzerviranje trajnog mlijeka pri vrlo visokim temper-
aturama utjece na gubitak folata za oko 12,5% (Oamen i sur.,
1989), dok je gubitak folata u pasteriziranom mlijeku manji od
10% (Renner, 1988). Prisutnost askorbinske kiseline u mlijeku
stiti folat od oksidacije otopljenim kisikom.

Postoje znacajni podaci o stabilnosti 5-metil-THF u mli-
jeku. Mlijeko je vrlo prikladan proizvod za istrazivanje o sta-
bilnosti tijekom termicke obrade zato Sto je 90-95% prisutnog
folata u formi 5-metil tetrahidrofolata. Gubitak tijekom UHT
pasterizacije je obi¢no manji od 20%. Nedavna istrazivanja pri
kojima su se primjenjivali UHT uvjeti na model otopinama su
pokazala da je razgradnja 5-metil-THF bitno smanjena ako je
prije termicke obrade primijenjeno degaziranje (Viberg i sur.,
1997).

4.4. Zitarice

Folna kiselina koja se dodaje u brasno i zitarice, u skladu
s obveznim obogaéivanjem koje je na snazi u odredenom broju
zemalja, pokazuje dobru stabilnost tijekom mljevenja Zitarica i
skladistenja brasna (Ranhotra i Keagy, 1995). Pec¢enjem kruha
gubi se oko 20% dodane folne kiseline i isto toliko prirodno
prisutnog folata (Osseyi i sur., 2001).
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U istrazivanju Gujske i Majewske (2005.) tijekom pecenja
pSeni¢nog i razenog kruha dolazi do smanjenja sadrzaja folata
u rasponu od 12%-21%. Medutim, autori smatraju da tijekom
fermentacije u obje vrste kruha dolazi do povecanja ukupnog
folata zahvaljujuéi aktivnosti kvasaca, i smatraju da se oda-
birom koli¢ine i vrste kvasaca moZe utjecati na povecanje
sadrzaja folata. Takoder su utvrdili da tijekom prerade dolazi
do znacajnijeg gubitka dodane folne kiseline u odnosu na uku-
pni sadrzaja folata, pa prisutnost endogenih folata djelomi¢no
kompenzira gubitak folne kiseline (Gujska i Majewska,
2005).

Lan i sur. (2007) su istrazili utjecaj prerade na sadrzaj
folata u rezancima. Ispitivane su 3 vrste rezanaca: od bijelog
brasna uz dodatak soli, od bijelog brasna uz dodatak alkalnih
soli 1 instant rezanaca. Sve vrste rezanaca pripremljene su u
laboratoriju kako bi usporedba medu razli¢itim vrstama bila
laksa i u sve uzorke dodana je jednaka koli¢ina folne kiseline.
Pokazalo se da ne postoji razlika u koli¢ini zaostalih folata us-
lijed susenja pri 40 °C, izmedu rezanaca od bijelog brasna uz
dodatak soli i rezanaca od bijelog brasna uz dodatak alkalnih
soli. pH nije imao utjecaja na gubitak folata do ove faze proiz-
vodnje. Kuhanjem u vodi rezanci sa soli su izgubili 38% folne
kiseline, a rezanci s alkalnim solima 40% folata.

Vrijeme kuhanja bilo je dvostruko vece za rezance s al-
kalnim solima pa autori zakljucuju da je pH rezanaca vazan
¢imbenik pri kuhanju. Naime, rezanci s dodanim alkalnim soli-
ma (pH=10) imaju sli¢an gubitak folata premda su kuhani dvos-
truko dulje od rezanaca sa soli (pH=6,12), pa se moze zakljuciti
da je folat bio stabilniji u rezancima dodanim alkalnim solima.
Instant rezanci imali su najveci gubitak folne kiseline (44%),
do kojeg je doslo tijekom kuhanja na pari i prZzenja u dubokom
ulju, a potom i tijekom kuhanja (Bui i Small, 2007).

Premda bi se iz pregleda do sada navedenih radova moglo
zakljuciti da su istrazivanja o stabilnosti folata u namirnicama
relativno stara, ova tema je jo$ uvijek aktualna.

Skupina istrazivaca iz Poljske (Gujska i sur, 2009) pro-
matrala je stabilnost folata u dvije vrste razenog kruha tijekom
pripreme i skladiStenja. Skladistenje kruha pri -18 °C tijekom
2 tjedna nije imalo znacajnog ucinka na ukupan sadrzaj folata
u odnosu na sadrzaj izmjeren prije skladiStenja, netom nakon
pecenja kruha. Nakon vremenskog perioda od 5 tjedana doslo
je do smanjenja folata u prosjeku za 14% za obje vrste kruha,
a nakon 16 tjedana skladistenja za oko 25% u kruhu koji je bio
pripremljen s pekarskim kvascem, a za oko 38% je bio gubitak
u kruhu od kiselog tijesta.

5. Zakljucak

Do smanjenja aktivnosti folata moze do¢i uslijed prerade
namirnica ili njihovog skladistenja. Smanjenje aktivnosti moze
biti razli¢ito i1 ovisiti o vrsti hrane, izloZenosti zraku odnosno
kisiku, kemijskom sastavu hrane, stupnju i intenzitetu obrade
odnosno zagrijavanja namirnice i obliku folata koji su prisutni
u hrani.

a) Bududi da su folati topljivi u vodi, moze do¢i do gu-
bitka folata stavljanjem hrane u vodu.

b) Prisutnost reducirajucih tvari kao $to je askorbinska
kiselina moze povoljno utjecati na stabilnost folata u sirovini
tijekom termicke obrade.

¢) Prisutnost metalnih ione (npr. Fe*) moze nepovoljno
utjecati na stabilnost folata u namirnicama.

d) Uobicajeni aditiv NaNO, koji se koristi prilikom proc-
esa konzerviranja mesa nepovoljno utjece na koli¢inu folata u
gotovom proizvodu.

e) Folati su relativno stabilni u proizvodima s ma-
lom koli¢inom vode, bez prisutnosti svijetla i kisika. Tako se
udio folne kiseline ne mijenja tijekom skladiStenja u brasnu
i zitaricama za dorucak, dok do malog smanjenja aktivnosti
dolazi tijekom pecenja.

f) Za obogacivanje namirnica koristi se folna kiselina,
jer ona ima vecu stabilnost nego folati koji se prirodno nalaze
u namirnicama.

g) Stabilnost 5-metil-THF je iznimno dobra kod zam-
rznutog voca i povrca.
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