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Zusammenfassung: Wegen der unterschiedlichen, zum Teil geringen Stabilit/it der einzelnen Folatvita- 
mere gegeniiber extremen Bedingungen bereitet sowohl die analytische Folatbestimmung als auch die 
Absch/itzung der Folatverluste bei der Lebensmittelverarbeitung und -zubereitung erhebliche Schwierig- 
keiten. Mit Hilfe der HPLC ist es m6glich, Aussagen fiber das native Folatderivatmuster zu treffen. Da 
die Bioverftigbarkeit der Folate yon vielen Faktoren beeinfluBt wird und zur Bioverfiigbarkeitsbestim- 
mung untersehiedliche Methoden eingesetzt wurden, ist die Inkonsistenz der Ergebnisse erheblich. Mit 
radioaktiven oder stabilen Isotopen markierte Folate haben neue Wege in Bioverfiigbarkeits- und Meta- 
botismusuntersuchungen er6ffnet. 

Summary: Because of the unequal and, in some instances, low stability of different folate vitamers 
against extreme conditions the analytical determination of folate and the estimation of folate losses in 
food processing and preparation cause considerable difficulties. HPLC allows determination of the na- 
tive folate derivative patterns. As the bioavailability of folates is influenced by a variety of factors and 
different methods were employed for assessing bioavailability there is a considerable inconsistency in the 
results of these studies. Folates labeled with radioactive or stable isotopes provide new approaches to 
metabolic and bioavailability studies. 

SchliisselwOrter: Nahrungsfolate - Folatanalytik - Folatverf/igbarkeit - Folatmetabolismus 
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1. Einleitung 
Folate spielen bei der Synthese von Nukleins~iuren und einiger Aminosauren eine ent- 
scheidende Rolle und haben neuerdings wegen ihrer Zugeh6rigkeit  zur Gruppe antioxi- 
dativ wirkender Vitamine verstarktes Interesse gefunden. In den letzten Jahren wurde 
zunehrnend der EinfluB der Folsaurezufuhr auf die Vermeidung von Fehlgeburten und 
Neuralrohrdefekten untersucht.  Empfehlungen fiir eine optimale Folatzufuhr sind 
schwer zu treffen, da Messungen der Serumkonzentrat ion wenig repr/isentativ for den 
intrazellul/~ren Stoffwechselbedarf sind. Zur  Bewertung der Qualitat  eines Lebensmit-  
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tels auf seine Eignung ffir die Folatversorgung des Menschen sind zuverl~issige Daten 
fiber den nativen Folatgehalt, fiber Folatverluste bei derVerarbeitung und Zubereitung 
von Lebensmitteln und Aussagen fiber die Verffigbarkeit der Folate erforderlich. Dabei 
mug analytisch zwischen den einzelnen Derivaten der Folatgruppe, die unterschiedliche 
chemische und physiologische Eigenschaften besitzen, differenziert werden. Die her- 
k6mmliche mikrobiologische Methode zur Bestimmung des Folatgehaltes wird dieser 
Anforderung nicht gerecht. Erst die neueren HPLC-Methoden erlauben eine Differen- 
zierung in die einzetnen Vitamere. 

Umfangreiche Ubersichtsartikel (72, 85) besch/iftigen sich vorwiegend mit der Che- 
mie der Folate, ihrer Reaktivit~it und Stabilitfit w~ihrend der Lebensmittelverarbeitung, 
bzw. der Kinetik des Folatabbaus. Einige kfirzere Artikel bieten Ubersichten zum Stoff- 
wechsel im Folatmangel (14, 79), zur Folatbioverffigbarkeit (13, 53, 71) und zur Folat- 
analytik (82). Die vorliegende Arbeit soll eine aktuelle (Jbersicht zum Stand der Folat- 
forschung geben, mit Schwerpunkt auf den neueren Methoden der Analytik und der 
Bioverffigbarkeitsbestimmung. 

2. Nomenklatur der Folate 

Die Zahl der Fols~iurevitamere ist aul3erordentlich grog, NachTannenbaum et al. (176) 
k6nnten rund 140 verschiedene Folatderivate existieren, wenn die Anzahl der Gluta- 
minsfiurereste auf sechs begrenzt ist. Tatsfichlich finden sich in biologischem Gewebe 
rund 100 verschiedene Abk6mmlinge (115). Das Grundgerfist bildet dabei immer die 
Pteroylmonoglutamins~iure (PteGlu) oder Foisiiure (FA). Sie besteht aus einem 2-Ami- 
no-4-oxo-pteridinkern, der p-Aminobenzoes~iure und einem Gtutamylrest (Abb. 1). Die 
yon der Folsfiure ausgehenden Folatderivate unterscheiden sich an drei Stellen des Mo- 
lekfils: 
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Abb. 1. Strukturformel der Fols~iure 
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a) in der Oxidationstufe des Pteridinteils, d.h. oxidiert, di- und tetrahydriert. Die bio- 
logisch aktiven Formen der Fols~iure sind die 5,6,7,8-Tetrahydrofols~iure (THF) und ihre 
Cl-substituierten Abk6mmlinge. 7,8-Dihydrofols~iure (DHF) tritt wahrscheinlich nur als 
Intermedi~irprodukt auf und entsteht bei der Thymidilatsynthetase-Reaktion aus 5,10- 
Methylen-THF (85). Fols/iure selbst hat im Organismus keine Funktion, wird abet wie 
auch DHF durch die Dihydrofolatreduktase (E.C. 1.5.1.3.) zu THF reduziert und kann 
dadurch in den Metabolismus eingeschleust werden. In biologischen Materialien kommt 
sie nur in minimalen Mengen vor, die vermutlich durch oxidativen Zerfall reduzierter 
Folate entstehen (135). 
b) An den Atomen 5-N und 10-N der THF k6nnen verschiedene Ci-Substituenten ge- 
bunden sein, wodurch sich folgende Derivate ergeben: 
- 5-Formyl-Tetrahydrofols/iure (5-CHO-THF) 
- 10-Formyl-Tetrahydrofols~iure (10-CHO-THF) 
- 5-Methyl-Tetrahydrofols/iure (5-CH3-THF) 
- 5,10-Methylen-Tetrahydrofolsaure (5,10-CH2-THF) 
- 5,10-Methenyl-Tetrahydrofols~iure (5,10-CH=THF) 
- 5-Formimino-Tetrahydrofols~iure (5-CHNH-THF). 
Auf der F~ihigkeit, solche C1-Substituenten zu binden, beruht die Coenzymfunktion der 
Folate im Organismus. Das Folatverteilungsmuster variiert stark zwischen den verschie- 
denen Geweben, die vorherrschenden Formen in biologischem Material sind jedoch 
THE 5-Methyl- und 10- sowie 5-Formyl-THF (160). 
c) Das Molekfil kann bis zu acht Glutamylreste enthalten, die fiber y-Peptidbindungen 
verknfipft sind und nur von spezifischen, in vielen Geweben vorkommenden Pteroylpo- 
lyglutamathydrolasen (Dekonjugasen, E.C. 3.4.12.10) gespaltet werden k6nnen. So- 
wohl bei Pflanzen als auch bei Tieren dominieren organabhangig verschiedene Ketten- 
l~ingen, wobei die Polyglutamate den gr6BtenTeil der Folatmenge stellen. Ihnen kommt 
neben der Speicherfunktion vermutlich die eigentliche Coenzymfunktion zu. Daftir 
spricht, dab sie gegenfiber verschiedenen Enzymen h6here Affinit~iten haben als Mo- 
noglutamate (l~Ibersicht bei Kisliuk (111)). Die Zellmembran kann hingegen nur von 
den Monoglutamaten durchquert werden; sie stellen die Transportform der Folate dar. 
Unter freiem Folat werden alle Folatformen verstanden, die in der mikrobiologischen 
Bestimmungsmethode vom Mikroorganismus direkt als Wachstumsfaktor verwertet 
werden k6nnen: in der Regel Monoglutamate, z.T. aber auch Folate mit bis zu drei Glu- 
tamatresten (173). Bei der Ermittlung des Gesamtfolates werden zus~itzlich die aus den 
Polyglutamaten unter Enzymeinwirkung freigesetzten Monoglutamate miterfaBt. Nach 
heutigem Verst~indnis und unter Einsatz chromatographischer Anatysenverfahren wer- 
den nur die Monoglutamylformen dem freien Folat zugerechnet. In der Literatur 
herrscht bezfiglich der Nomenklatur der Folate keine Einheitlichkeit. Oft wird z.B. von 
Fols~iure gesprochen, obwohl Folate (reduzierte Derivate) gemeint sind. Im folgenden 
wird der Begriff Folat als Oberbegriff ffir die Fols~iure und alle aus ihr abgeleiteten De- 
rivate (unterschiedliche Reduktionsstufe, Substituenten und Anzahl von Glutamins~iu- 
reresten) verwendet. Die Bezeichnung Fols~iure wird nut gew~ihlt, wenn es sich um die 
Pteroylmonoglutamins~iure handelt. 

3. Stabilitfit der Folate 
Die hohe Empfindlichkeit vieler Folate gegenfiber Hitze, Sauerstoff, Licht und extre- 
men pH-Werten bereitet ffir die analytische Bestimmung dieser Substanzklasse, die Ab- 
sch~itzung der Zubereitungsverluste und derVerfiigbarkeit aus Nahrungsmitteln erhebli- 
che Schwierigkeiten. Die schnelle Entstehung vielfaltiger Abbauprodukte fiihrt leicht 
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zur Bildung von Artefakten und somit schlieBlich zu MeBfehlern und Fehlinterpretatio- 
nen (81), Alle Folate k6nnen an der 9-C-10-N-Bindung des Molektils gespalten werden, 
wodurch ihre Vitaminwirksamkeit verloren geht (121). Es entstehen verschiedene Pteri- 
dinfragmente und p-Aminobenzoylglutamatreste (p-ABG) unterschiedlicher Ketten- 
1/inge. Daneben k6nnen noch verschiedene Oxidationsprodukte auftreten. Auch die 
Neubildung anderer Molektile aus den Fragmenten wurde unter bestimmten Bedingun- 
gen beobachtet (187). 

Die Stabilit/it der einzelnen Derivate ist sehr unterschiedlich (Tab. 1) Das stabilste 
Derivat ist die Folsfiure (FA), die deshalb zurVitaminierung von Lebensmitteln und als 
Bestandteil yon Multivitaminprfiparaten eingesetzt wird (158, 171). Sie ist resistent ge- 
gentiber Luft, durchWfirme wird sie nur langsam zersetzt und in L6sung ist sie bei neu- 
tralem pH-Wert unempfindlich. Reduktions- und Oxidationsmittel spalten jedoch das 
Molekiil. Demgegentiber werden reduzierte Folate in L6sung schnell zersetzt und sind 
bereits in kristalliner Form oxidationsempfindlich. 

Tab. 1. Stabilit~it von Folaten und oxidative Spaltung nach Aramouni [6] 

Stabilit~it im Stabilit~it im Produkt nach 
Verbindung sauren Milieu alkalischen Mi l i e  KMnO4-Oxidation 

(pill.O) (pill3.0) 

FA stabil 
DHF relativ stabil 
THF instabil 
5-CHO-THF Umlagerung zu 

5,10-CH=THF 
10-CHO-THF Umlagerung zu 

5,10-CH=THF 
10-CHO-FA stabil 
10-CHO-FA7 stabil 
5-CHrTHF relativ stabil 
5,10-CH=THF stabil 

p-ABG stabil 

stabil p-ABG 
instabil p-ABG 
instabil p-ABG 
stabiI p-ABG 

relativ stabil 10-CHO-FA 

Umwandlung zu FA 10-CHO-FA 
Umwandlung zu FA 7 10-CHO-FA7 

relativ stabil 5-CH3-DHF 
Umlagerung zu 10-CHO-FA 
10-CHO-THF 

stabil p-ABG und 
Unbekannte 

Dihydrofols~iure (DHF) wird als empfindlichstes Derivat sehr schnell zu verschiede- 
nen Produkten oxidiert, wobei FA, aber auch p-ABG und verschiedene Pteridinab- 
kOmmlinge entstehen (179). Selbst bei Kfihlung und in Gegenwart von Antioxidantien 
wird DHF innerhalb k/irzester Zeit abgebaut (82). 

Etwas stabiler ist die votl reduzierte Tetrahydrofolsiiure (THF). Sie kann partietl re- 
oxidiert werden, wenn nicht eine Spaltung in nicht mehr verwertbare Fragmente wie 
p-ABG und Pterinabk6mmlinge vorangegangen ist. Bei saurem pH-Wert (<  pH 6) ist 
sie gegenfiber Sauerstoff stabiler als im Neutralbereich, was auf die Protonierung des 
5-N-Atoms zuriickzufiihren ist (131, 132). 

Noch stabiler, besonders gegentiber Erhitzung, reagiert die 5-Methyl-Tetrahydrofol- 
s/iure (5-Methyl-THF). Ihre Oxidationsrate betrfigt nur 1/10 der Oxidationsrate von 
THF (133). Das Zersetzungsprodukt von 5-Methyl-THFist im neutralen und alkatischen 
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Bereich in erster Linie das entsprechende 5,6-Dihydroderivat. In diesem pH-Bereich 
soll es recht stabil sein und in Gegenwart yon Ascorbat wieder rehydriert werden. Ob 5- 
Methyl-THF bei niedrigen pH-Werten ebenfalls oxidiert wird, oder ob hier die Molekiil- 
spaltung dominiert, ist unklar (131). 

5-Formyl-Tetrahydrofolsfiure (5-Formyl-THF) ist gegeniiber Sauerstoff relativ stabil 
und wird auch bei 1/ingerem Erhitzen kaum zerst6rt, wogegen die Halbwertszeiten von 
DHE THF und 5-Methyl-THF im Minutenbereich liegen. Bei neutralem und alkali- 
schem pH-Wert beruht die Stabilitfit dieses Derivates auf dem Vorhandensein des Sub- 
stituenten an der 5-N-Position. Im sauren Milieu (pH 1.0 bis 2.0) ist die Verbindung in- 
stabil und wird zu 5,10-Methenyl-THF umgelagert. 

10-Formyi-Tetrahydrofols/iure (10-FormyI-THF) kann leicht zu lO-Formyl-DHF und 
zur biologisch aktiven, stabilen t0-Formyl-FA oxidiert werden. Die Umlagerung der 
Formylgruppe bei Erhitzung spielt jedoch eine gr6gere Rolle als die Oxidation; es ent- 
steht dabei die energetisch stabilere 5-Formyl-THE Diese Reaktion verlfiuft sehr schnell 
(131) und kann zur gemeinsamen analytischen Erfassung der beiden Derivate herange- 
zogen werden (70, 81). 

Doppelt substituierte Derivate (an 5-N- und 10-N-Position) weisen eine recht gute 
Stabilitfit gegenOber Luftsauerstoff auf. Obwohl sie neben den Hauptderivaten THE 
5-Methyl-THF und 5- sowie 10-Formyl-THF beim Vorkommen in Lebensmitteln oder 
biologischem Material kaum eine Rolle spielen, k6nnen sie analytisch miterfaBt wet- 
den, da sie sich leicht in stabilere Produkte umwandeln: 5,10-Methylen-THF und 5,10- 
Methenyl-THF spalten Formiat ab und werden so zur THE 

M6glichkeiten der Probenstabilisierung sind dutch Lichtschutz, Kfihlung, Einstellung 
geeigneter pH-Werte, Sauerstoffausschlul3 dutch Begasen mit einem inerten Gas und 
Zugabe yon Antioxidantien gegeben. Wfihrend der Lichtschutz recht einfach durchge- 
f0hrt werden kann, ist das Einhalten niedriger Temperaturen zumindest dann nicht 
m6glich, wenn die Folate unter Erhitzen aus der Matrix extrahiert werden miissen. 
Auch die EinsteHung eines geeigneten Puffer-pH-Wertes, bei dem alle zu untersuchen- 
den Derivate geschiitzt werden, ist nicht m6glich. Wie schon erwfihnt, ist die Stabilit~it 
der THF im sauren Milieu h6her, die der 5-Methyl-THF im neutralen his schwach alkali- 
schen Bereich. Den Puffersalzen kommt auch eine gewisse Bedeutung for die Stabitit~it 
der Derivate zu (131, 132), der Einflul3 ist allerdings gering und die Ergebnisse hierzu 
uneinheitlich. Die Begasung der Proben mit Stiekstoff ffihrte bei Schulz (159) zwar zu 
einer Verdopplung der Halbwertszeit for 5-Methyl-THF, war abet weit weniger effektiv 
als der Zusatz von Ascorbat. 

Die gr6gte Bedeutung for die Stabilisierung von Folatderivaten kommt dem Zusatz 
yon Antioxidantien, im IdealfaU in Verbindung mit einer Stickstoffbegasung zu. Der 
Sinn dieser Magnahmen liegt in der Senkung des Sauerstoffgehaltes im Medium. Die 
hierf~r gebr/iuchlichsten Antioxidantien sind Mercaptoethanol (23, 33, 104, 113, 141, 
167) und vor allem die Ascorbinsfiure mit ihren Salzen (4, 31, 44, 70, 83, 142, 159). 
Durch Kombination von Ascorbat mit der Stickstoffbegasung blieben bei Schulz (159) 
sowohl THF als auch 5-Methyl-THF wfihrend einer einsttindigen Inkubation bei 97 °C 
vollstfindig erhalten. Es mug allerdings erw/ihnt werden, dab diese Erhaltungsraten bei 
verschiedenen pH-Werten (8.0 for 5-Methyl-THF und 9.0 for THF) ermittelt wurden. 
Bei einem pH-Wert yon 8.0 wurde die THF dagegen zu 38 % zerst6rt. Dies zeigt sehr 
deutlich, dab die Zahlen nur ftir Modell6sungen gelten und in der Praxis mit h6heren 
Verlusten gerechnet werden muB. 

Mercaptoethanol wird als nicht so giinstiges Antioxidationsmittel angesehen. Seine 
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stabilisierende Wirkung zeigt sich erst beim Einsatz relativ hoher Konzentrationen 
(131), bei der Chromatographie treten St6rpeaks auf (117, 159), seine Absorption bei 
254 nm st6rt die UV-Detektion der Folatpeaks, und es wurden auch Einflfisse auf die 
Retentionszeit berichtet (4, 167). Von Mercaptoethanol ist aul3erdem bekannt, dab es 
mit THF zu Kondensationsprodukten reagieren kann (196), die m6glicherweise Pro- 
bleme bei der Chromatographie aufwerfen. Aus diesen Griinden und wegen der Ge- 
ruchsbel~istigung durch Mercaptoethanol wird in jfngeren Untersuchungen fast aus- 
schlieBlich Ascorbat als Stabilisator verwendet. 

4. Stoffwechsel 

Biochemie 
Im Intermedi~irstoffwechsel wirkt Fols~iure nach Reduktion zu THF als Coenzym bei 
Transferreaktionen von Einkohlenstoffeinheiten wie Methyl-, Formyl-, Hydroxymethyl-, 
Methylen-, Methenyt- und Formiminogruppen. Sie spielt dabei eine entseheidende 
Rolle bei der Biosynthese yon Purinen,Thymin, Serin, Methionin und bei weiteren Me- 
thylierungsreaktionen. Abb. 2 gibt eine l~lbersicht fiber einige wichtige folatabh/ingige 
Reaktionen. Eukaryotische Zellen k6nnen keine Folat-de-novo-Synthese durchftihren 
und sind somit vonder  Aufnahme fertiger Folate abhfingig. Prokaryonten k6nnen aus 
Folatvorl~iufern wie 6-CH2OH-7,8-H2-pterin, p-Aminobenzoat in Gegenwart von ATP 
und Magnesiumionen folat/ihnliche Produkte herstellen. 

Resorption, Transport, Speicherung und Ausscheidung yon Folaten 

Die Haupffraktion des Nahrungsfolates liegt als Polyglutamat vor. Da die Resorption 
jedoeh aussehliel31ieh in Form reduzierter oder oxidierter Monoglutamate erfolgt, 
kommt der Hydrolyse und damit der intestinalen Dekonjugase eine besondere Bedeu- 
tung zu. Beim Mensehen liegen zwei Dekonjugasesysteme vor: eines im Bfirstensaum 
der Darmmukosa und eines im D armsaft als Pteroylpolyglutamathydrolase (PPH) (19). 

Die Biirstensaum-PPH ist eine Exo- und Carboxypeptidase mit dem pH-Optimum im 
Neutratbereich und offenbar gleicher Aktivit~it f/Jr Polyglutamate mit unterschiedlicher 
Kettenl~inge. Ahnliche Eigenschaften der Bfrstensaum-PPH wurden auch beim 
Schwein gefunden, wohingegen dieses Enzym bei der Ratte und beim Affen zu fehlen 
scheint (184). 

Die im Darmsaft gel6ste PPH ist keine Carboxypeptidase, sondern eine cytosolische 
Endopeptidase, deren maximale Aktivit~it bei pH 4.5 zu finden ist und die bei Mensch, 
Schwein, Ratte, Affe und Huhn nachgewiesen wurde. Beim Huhn spaltet diese Endo- 
peptidase zuerst an der Diglutamatposition, danach erst werden Monoglutamate aus 
den Diglutamaten freigesetzt. Die Ratten-PPH ist eine Endopeptidase, die direkt Mo- 
noglutamate freisetzt (154). 

Die Hydrolyse der Polyglutamate ist beim Vorgang der Resorption der schnellere 
Schritt. DerTransport der Folate durch die Zellmembran der Darmzelle ist 5 bis 10 mal 
langsamer, und somit geschwindigkeitsbestimmend. Das Folatmonoglutamatresorp- 
tionssystem des Menschen ist vermutlich sehr leistungsfahig. So werden Monoglutamat- 
gaben bis zum 50fachen des Tagesbedarfs noch zu ca. 90 % resorbiert (80). Die Re- 
sorption ist ein pH-abh/ingiger, der S~ittigung unterliegender Prozel3, der im Dtinndarm, 
haupts~ichlich im proximalen Jejunum auftritt und durch Folsfiure kompetitiv gehemmt 
werden kann (162). 
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Ffir den intestinalen Folattransport werden zwei Resorptionsmechanismen angenom- 
men. Ein strukturspezifisches Transportsystem mit hoher Affinitfit liegt ffir die Re- 
sorption physiologischer Folatdosen vor. Es handelt sich dabei um einen Folat/I-Iydro- 
xyl-Carrier, der bei niedrigen Substratkonzentrationen denTransport des Vitamins durch 
die intestinate Bfirstensaummembran vermittelt. Die Energetisierung erfolgt unter phy- 
siologischen Bedingungen vermutlich durch den transmembran~iren pH-Gradienten 
(81). Bei h6heren Substratkonzentrationen erfolgt passive Diffusion. 

Nach Aufnahme physiologischer Nahrungsfolatmengen in die Darmzelle werden die 
Folate fast quantitativ in 5-Methyl-THF fiberffihrt und fiber das Blut der Leber sowie 
peripheren Geweben zugeffihrt. Obwohl die Mukosazellen des Dfinndarms sehr effi- 
zient oxidierte Folate reduzieren und methylieren, wird dennoch ein kleiner Anteil der 
Folate unverfindert in den Blutkreislauf abgegeben (166). Die in der Darmmukosa vor- 
kommende 5-Methyl-THF stammt entweder aus dem Folsfiuremetabolismus der Muko- 
sazellen, die die Folsfiure zu THF und 5,10-CH2-THF reduzieren, aus denen schlieBlich 
das methylierte Derivat entsteht oder aus dem enterohepatischen Kreislauf. Da die 
5-Methyl-THF schnell in den Stoffkreislauf aufgenommen wird, ist ihre Konzentration 
in der Darmmukosa auch bei starker Folatfiberladung konstant (116). 

80 % der Folatkonzentration im Serum besteht aus 5-Methyl-THF (63). Ein Grogteil 
der Serumfolatverbindungen ist mit niedriger Affinitfit unspezifisch an Proteine wie 
a-Makroglobulin, Albumin, Transferrin gebunden. Zusfitzlich existiert ein spezifisches 
Folatbindungsprotein (FABP), an das Folat zwar nur in sehr geringer Menge, aber mit 
hoher Affinit~it gebunden ist. Prim~ire Aufgabe der Bindungsproteine ist der Transport 
oxidierter Folate zur Leber, wo sie zu biologisch verwertbaren Tetrahydrofolaten redu- 
ziert werden (55). Die Bindungsproteinkonzentration und der Umfang der Folatpro- 
teinbindung wird nicht vonder  Folatversorgungssituation, sondern hormonell beein- 
fluBt (5). 

In den Erythrozyten liegt das Folat ausschlieglich in konjugierter Form vor, haupt- 
sfichlich alsTetra- bis Hexaglutamat. Es ist unspezifisch an ein oder mehrere Makromo- 
lektile gebunden, wobei H~moglobin als ein m6gliches Bindungsprotein diskutiert wird 
(84). Reife Erythrozyten sind ffir Folat weitgehend inpermeabel, jedoch inkorporieren 
Retikulozyten gr6gere Folatmengen. Da das Folat in den reifen Erythrozyten keinerlei 
Stoffwechselaufgaben mehr erfiillt, dient es dort nur noch der Speicherung. 

Der Folattransport in die peripheren K6rperzellen erfolgt mit Hilfe eines spezietlen, 
in der Membran lokalisierten Proteins, das fihnlich dem Serum-FABP ffir oxidierte, 
nichtsubstituierte Folate eine h6here Affinitfit hat als ffir methylierte Folate (166). Die 
Aufnahme der Monoglutamate in die K6rperzellen ist ein energieabhfingiger, carrier- 
vermittelter ProzeB. Reduzierte Folate werden 100 mal effektiver an die Zelloberflfiche 
angelagert und internalisiert als oxidiertes Folat (41). Home et al. (101) zeigten, dab es 
ffir die Aufnahme von 5-Formyl-THF in Mitochondrien (aus Rattenleber isoliert) einen 
Carrier gibt, der fiir reduzierte, natfirlich vorkommende Folate spezifisch ist. 

In der Zelle werden die Folatmonoglutamate durch die Folylpolyglutamatsynthetase 
zu Polyglutamaten konjugiert und entweder als solche deponiert oder ihrer biologischen 
Coenzymfunktion zugeffihrt (Abb. 3). Die Ffihigkeit einer Zelle, Folat zurfickzuhalten, 
ist vom Umfang der Polyglutamatbildung abhfingig, da nur Polyglutamate zellul~ir ge- 
speichert werden k6nnen. Der Umwandlung in Polyglutamate geht eine Demethylie- 
rung und evtl. Formylierung voraus. Bei fehtender Demethylierung, wie z.B. bei Vit- 
amin-Bi2-Mangel, kann daher 5-Methyl-THF nicht in der Zelle gehalten werden und 
wird wieder ins Serum abgegeben (166). 
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Abb. 3. Regulation der intrazellul~iren Polyglutamatgehalte 

Die Leber ist das Hauptspeicherorgan fiir Folate. Nur 10 bis 20 % der aufgenomme- 
nen Folatmenge werden jedoch wfihrend der ersten Passage in der Leber zur/ickgehal- 
ten. 5-Methyl-THF wird schnell und quantitativ in die Galle sezerniert und unterliegt so- 
mit dem enterohepatischen Kreislauf. Die bilifire Folatkonzentration betrfigt dabei das 
Zehnfache der Serumfolatkonzentration (79). Nichtmethylierte Folate werden bei der 
ersten Leberpassage zum Teil in den hepatischen Polyglutamatpool inkorporiert, zum 
Teil werden sie methyliert und an die Galle abgegeben. Damit stellt der enterohepati- 
sehe Kreislauf einen wesentlichen Faktor der Folathom6ostase dar: der schnell verfiig- 
bare, vergleichsweise grol3e extrazellulfire Folatmonoglutamatpool der Galle ffingt zu- 
sammen mit dem kleinen intrazellul~iren Monoglutamatpool kurzfristige Schwankungen 
der Folatzufuhr zwischen den Mahlzeiten bzw. im friihen Folatmangel auf (79). Abb. 4 
gibt einen Llberblick fiber die wesentlichen Elemente der Folathom6ostase. 
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Abb. 4. Die wesentlichen Elemente der Folathom6ostase (modifiziert nach Steinberg und Stephen [166] 

Eine I]berladung mit Folat (> 2 mg Fols/iure/Tag) hat einen Anstieg im Folatgehalt 
der Leber, der Darmmukosa und des Gesamtblutes zur Folge; auf den Folatgehalt im 
Gehirn wirkt sie sich jedoch nicht aus (116). 

Die Folatausscheidung im Urin ist bei normaler, bedarfsad~quater Fotatzufuhr ge- 
ring. Aufgrund tubul~irer Rtickresorption in der Niere betr~igt die Ausscheidung biolo- 
gisch aktiver Folafformen ca. 10 bis 20 % der resorbierten Folatmonoglutamatmenge 
(118). Auch biologisch inaktive Abbauprodukte werden fiber den Urin ausgeschieden. 
Liegt die Folataufnahrne unterhalb des Bedarfs, wird die Folatexkretion minimiert, 
w/ihrend bei erheblicher Oberschreitung der Bedarfsmenge die R/ickresorptionskapazi- 
t/it der Niere iiberfordert wird, und die Folatkonzentration im Urin in Abh/~ngigkeit von 
der zugefiihrten Menge ansteigt (190). 

Die f/ikale Folatausscheidung umfaiSt neben nicht resorbierten Nahrungsfolaten auch 
enteral synthetisierte Folatverbindungen, die nach allgemeiner Auffassung nicht we- 
senflich zur Folatbedarfsdeckung beitragen. Ein Tell der dutch Mikroorganismen im 
Dickdarm der Ratte synthetisierten Folate wird in den Gewebefolatpool des Wirtes, 
haupts~ichlich in den Pool der Penta- und Hexaglutamatderivate mitaufgenommen 
(152). 

In-vivo-Kinetik der Folate 

Mit Hilfe deuteriummarkierter Fols~iure wurden beim Menschen Untersuchungen zur 
In-vivo-Kinetik der Folate durchgeftihrt (180). Dabei wurde festgestellt, daiS das Serum- 
folat bei Folatsupplementierung nach 18 Tagen eine maximale Konzentration aufwies, 
w/ihrend die Folatausscheidung nach 1-2 Wochen einen Gleichgewichtszustand er- 
reichte. Wurde die Folatsupplementierung unterbrochen, nahm die Folatausscheidung 
im Urin linear ab, w~hrend der Abfatl im Serumfolat dutch ein biexponentielles Modell 
mit einer Halbwertzeit von 18,7 Tagen beschrieben werden konnte. Dieses Model| lieB 
auf einen Umsatz von 4,5 % des Gesamtk6rperfolates pro Tag schlieiSen. Die Poolgr6- 
iSen des Gesamtk6rperfolates vor und nach Fols~uresupplementierung wurden zu 
10 ~tmol bzw. 99 btmol berechnet. 
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Folatkatabolismus 

Farrar und Blair (54) stellten lest, dab ein Grol3teil des Folatkatabolismus schon im Ma- 
gen abl/iuft. Der intrazellul/ire Abbau kann in der Regel wegen der Gegenwart von Pro- 
teinen, Antioxidantien und Enzymen, die eine Schutzfunktion ausfiben, vernachl/issigt 
werden. Bei gleichzeitiger Verabreichung von Fols~iure und Ascorbins/iure im Vergleich 
zu Fols/iure allein beobachteten diese Autoren einen 2-3fachen Anstieg des 5-Me- 
thyl-THF im Plasma. Die Gegenwart von Nitrit im Magen hielten sie ffir den wahr- 
scheinlich wichtigsten Faktor beim Folatkatabolismus. 

Einflufl des Fastens auf  den Stoffwechsel 
Untersuchungen von Pietrzik (138) ergaben, da6 der Plasmafolatgehalt von Probanden 
nach 8stfindigem Fasten anzusteigen beginnt, bei fortschreitendem Fasten bis zu 2Tage 
lang weiter ansteigt und dabei den zwei- bis dreifachen Gehalt des Ausgangswertes er 
reicht. Bei Gabe einer folatfreien Di/it nach Beendigung des Fastens fielder Folatgehalt 
wieder auf den Ausgangswert zurfick. Erkl/irt wurde dieser starke Anstieg des Plasmafo- 
latgehaltes mit der Unterbrechung des enterohepatischen Kreislaufs w/ihrend des Fa- 
stens, da im nfichternen Zustand keine Sekretion von Gallenflfissigkeit zurVerdauung 
stattfinden mull  

In einem Rattenffitterungsversuch wurde der Einfluf5 14stfindigen fiber Nacht Fastens 
auf den Folatgehalt in der Leber sowie im Plasma und auf die Folatausscheidung in Urin 
und F/ices getestet (136). Bei fiber Nacht fastendenTieren kam es zu einem signifikanten 
Anstieg der Folatkonzentration im Plasma, Urin und in den F/ices. Auf die Leberfolat- 
konzentration und die Gesamtleberfolatmenge hatte das Fasten keinen Einflul3. 

5. Folatbedarf 

Nach neueren Erkenntnissen wird von der Deutschen Gesellschaft fiir Erniihrung (47) 
eine t/igliche Folatzufuhr von 300 ~tg anstatt bis dahin 400 ~tg Gesamtfolat empfohlen. 
Geht man von einerVerteilung Mono- zu Polyglutamaten von 40 zu 60 % (frfiher 25 zu 
75 %), einer 100 %igen Resorbierbarkeit der Monoglutamate und einer 20 %igen Re- 
sorption der Polyglutamate aus, so errechnet sich eine resorbierbare Fols/iuremenge 
von 156 ixg/Tag. Ausgehend von einem t/iglichen Fols~iurebedarf von 100 ixg wird man 
mit diesem um etwa 50 % h6her liegenden Wert auch individuellen Schwankungen bei 
der Resorption oderVeffiigbarkeit gerecht. Bis 1989 lag der RDA-Wert ffir Folat in den 
USA bei 400 ~tg Gesamtfolat/Tag. Dieser Wert basierte auf einem t/iglichen Fols/iurebe- 
daft von 100 Ixg und einer Verffigbarkeit der Nahrungsfolate zwischen 25 und 50 %. Ta- 
belle 2 gibt eine Obersicht fiber die neuen RDA-Werte (114). 

Tab. 2. Seit 1989 geltende RDA-Werte ffir Folat 

Bev61kerungsgruppe RDA(Recommended DietaryAllowance) 

M/inner, 25-50Jahre 

Frauen, 25-50Jahre 

Schwangere 

Stillende Frauen 

S/iuglinge bis zu 1 Jahr 

200 ~tg/Tag (entspricht 3 ~xg/Tag und kg KG) 

180 btg/Tag (entspricht 3 ~tg/Tag und kg KG) 

400 ~t/Tag 

280 ~tgffag in den ersten 6 Monaten 
260 ~tg/Tag in den n/ichsten 6 Monaten 

3.6 WTag und kg KG 
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6. Folatmangel 
Aus Platzgriinden kann auf dieses Thema nur ganz kurz eingegangen werden. Eine aus- 
ftihrliche lSIbersicht bietet Herbert (89). 

In den letzten Jahren wird zunehmend die Rolle der Folsfiure bei der Schwanger- 
schaft zurVermeidung von Fehlgeburten sowie von Neuralrohrdefekten in der Fachlite- 
ratur diskutiert (61, 86), In einer Studie der MRC Vitamin Study Research Group (125) 
des Medical Research Council wurde festgestellt, dab durch Supplementierung mit 4 mg 
Fols~iure pro Tag eine substantielle Reduktion von Neuralrohrdefekten erzielt werden 
kann. 

Es gibt sowohl metabolische als auch epidemiologische Daten, die die Hypothese be- 
st~irken, dab Folatmangel bei der Induktion von Krebs eine Rolle spielen kann (28, 52). 
Im Gegensatz dazu ist auch bekannt, dal3 Folat zum Tumorwachstum gebraucht wird 
(88). Aus diesem Grund werden Antifolate wie Methotrexat und Aminopterin in der 
Krebschemotherapie eingesetzt. Baggott et al. (11) untersuchten den Einflul3 von Folat- 
mangel auf die Entwicklung eines durch MNU (Methylnitrosoharnstoff) ausgel6sten 
Brustkrebses in Ratten und stellten lest, dab Folatmangel den Start oder die frtiheWei- 
terentwicklung yon MNU-induziertem Brustkrebs in Ratten unterdr/ickt und eine Fo- 
latsupplementierung einen f6rdernden Einfluf3 hat. 

Vor diesem Hintergrund scheint die Skepsis Rosenbergs (155) gegeniiber der Einfiih- 
rung einer Folatsupplementierung verschiedener Lebensmittel, wie sie in den USA zur 
Behebung von Neuralrohrdefekten diskutiert wird, durchaus berechtigt. Jedes einzelne 
dieser folatangereicherten Lebensmittel mag sich positiv auswirken, nimmt man jedoch 
gleich eine Ftille von folatsupplementierten Lebensmitteln zu sich, kann die Folatauf- 
nahme um das Zehnfache oder mehr zunehmen. Die Sicherheit solch eines Anstiegs der 
Folatzufuhr wurde bisher nicht iiberpriift. 

7. Verfahren zur Analyse von Folaten 
Eine der Hauptbeschrfinkungen der Folatforschung liegt in der analytischen Methodik 
der Bestimmung der Folatvitamere. Im Laufe der Jahre ist man auf eine Reihe von 
Schwierigkeiten bei der Bestimmung des Folatgehaltes in biologischem Material gesto- 
Ben. Die meisten biologischen Proben enthalten relativ geringe Folatkonzentrationen, 
daffir aber eine grol3e Anzahl Verschiedener Derivate, die es zu trennen gilt. Dazu 
kommt, dab Folate ziemlich instabil gegeniiber Hitze, pH-Wert und Sauerstoff sind. 
Weiterhin gibt es Probleme mit der unterschiedlichen Aktivitfit der endogenen Dekonju- 
gase und der Einteilung in freies Folat und Gesamtfolat. All diese Faktoren beeinflussen 
die Ergebnisse, so dab es schwierig ist, Literaturwerte miteinander zu vergleichen, zu- 
real diese mit sehr unterschiedlichen Methoden bestimmt wurden. Bislang sind drei 
grunds~itzliche Mfglichkeiten bekannt, Folate zu bestimmen: mikrobiologische, radio- 
metrische und chromatographische Verfahren. 

Mikrobiologische Methoden 
Zur Bestimmung des Folatgehaltes in Lebensmitteln wurden bisher hauptsfichlich mik- 
robiologische Verfahren eingesetzt. Sie beruhen darauf, dab verschiedenen Mikroorga- 
nismen die Fghigkeit zur Bildung von Fotaten fehlt und sie deshalb abh~ingig vom exo- 
genen Folatangebot wachsen (131). 

Der am h~iufigsten eingesetzteTestkeim ist Lactobacillus casei ATCC 7469. Er spricht 
auf die meisten Folatmonoglutamate sowie Di- undTrigtutamate an. L~ingere Polygluta- 
mate werden hingegen nur teilweise und zunehmend schlechter (tetra-65,6 %, penta- 
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19,9 %, hexa-3,5 %) verwertet und mtissen daher hydrolysiert werden (151). Der Ein- 
satz von Human plasma conjugase oder Chicken pankreas conjugase zur Hydrolyse der 
Polyglutamate fiihrt bei pH-Werten zwischen 6 und 7 zu den geringsten Folatverlusten 
(64). 

AIs weitererTestorganismus wird Streptococcus fae~fis eingesetzt. Im Gegensatz zu 
L. casei reagiert dieser Organismus jedoch nicht auf 5-Methyl-THE die wichtigste Form 
im Plasma, den roten Blutk6rperchen und der Leber, kann aber Pteroate, die vom Men- 
schen nicht zum Aufbau von Folaten benutzt werden k6nnen, metabolisieren. 

DerVorteil mikrobiologischer Methoden liegt in erster Linie in ihrer hohen Empfind- 
lichkeit im unteren ng- bzw. pmol-Bereich (192), Erst durch Kombination von HPLC 
und elektrochemischer Detektion wurde diese von Kohashi et al. (113) iibertroffen. 

Nachteile der mikrobiologischen Bestimmung sind die Dauer des Assays, die geringe 
Reproduzierbarkeit zwischen den einzelnen Labors und die fehlende Differenzierung in 
die verschiedenen Derivate. So k6nnen sowohl Stimulierungen als auch Hemmungen 
des Testorganismus dutch im Extrakt enthaltene Nichffolate auftreten und zu falschen 
Ergebnissen ftihren. Um das Problem der fehlenden Differenzierung in die verschiede- 
nen Derivate zu 16sen, wurde verschiedentlich der mikrobiologische Wachstumstest zur 
Quantifizierung von chromatographisch getrennten Folaten angewendet (30, 100, 192). 
Eine sichere Differenzierung zwischen Mono- und Polyglutamaten ist nicht m6glich. 
Selbst die Reaktion von L. casei auf verschiedene Monoglutamate soil unterschiedlich 
sein (63,137, 145). Die Wachstumsrate von L. casei wird nur im oberen Konzentrations- 
bereich (> 2 ng/10 ml) yon Fols~iure und 5-Methyl-THF gleichermafSen stimuliert. Im 
Bereich zwischen 0 und 2 ng/10 ml dagegen hat die 5-Methyl-THE welche den Hauptteil 
der Folate in biologischem Material darstellt, eine wesentlich geringereWirksamkeit als 
die Fols~iure, mit der die Eichgerade erstellt wird (194, 195). Eine weitere Fehlerquelle 
sind st~irke- bzw. proteinreiche Lebensmittel, in denen einTeil des Gesamtfolates an Po- 
lysaccharide oder Proteine gebunden und somit nicht mittels L. casei erfaf3bar ist (29). 

All diese Nachteile sowie verschiedene methodische Fehler (falscheWahl des Konju- 
gasepr~iparates, Nichteinhaltung der enzymatischen und mikrobiellen pH-Optima, un- 
zureichende Stabilisierung von Redoxpotential und Wasserstoffionenkonzentration, fal- 
sche Ascorbatmengen zur Probenstabilisierung) ffJhrten dazu, dab die bislang publizier- 
ten, mit Hilfe dieser Methode gewonnenen Analysendaten stark schwanken. 

R a d i o m e t r i s c h e  Ver fahren 

Das Prinzip, auf dem der Radioassay basiert, ist folgendes: markierte und nichtmar- 
kierte Folate konkurrieren um eine beschr~inkte Anzahl von Bindungsstellen an einem 
Folatbindungsprotein (FABP). Es gibt kompetitive und nichtkompetitive Radioassays. 
Im ersten Fall ist der Gehalt an Bindungsprotein so bemessen, dab nut 50 % der Folate 
gebunden werden k6nnen. Der Gehalt an gebundenen markierten Folaten h~ingt vom 
Gehalt an nichtmarkierten Folaten in der Probenl6sung ab und f~illt indirekt proportio- 
nal mit steigender Menge an nichtmarkierten Folaten. Nach Abtrennung der nicht ge- 
bundenen Substanzen kann anhand der IsotopenverdiJnnung der Folatgehalt der Probe 
berechnet werden. Als Folatbindungsprotein wird in der Regel ein Kuhmilchprotein ver- 
wendet, als markierte Folate dienen 3H-PteGlu, 125I-PteGlu und 75Se-PteGlu. Beim 
nichtkompetitiven Radioassay werden die nichtmarkierten Folate der Probenl6sung mit 
dem Binder inkubiert und anschlief3end die freien Stellen am Bindungsprotein mit mar- 
kierten Folaten titriert. Diese Methode ben6tigt eine ktirzere Inkubationszeit und ist in 
der Antwort empfindlicher. 

Radiometrische Verfahren sind vorwiegend fiir die Analyse von Plasma, Serum und 
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Erythrozyten geeignet (163), in denen die 5-Methyl-THF den bei weitem iiberwiegen- 
den Teil der Folate darstellt. Bei diesen Substraten hat der Radioassay einige Vorteile 
gegen~ber der mikrobiologischen Methode: er ist wesentlich schneller und billiger, es 
kann parallel ein hoher Probendurchsatz erfolgen under  ist weniger Schwankungen un- 
terworfen, wenn z.B. Antibiotika oder Folatantagonisten in der Probe enthalten sind. 

Fiir komplexe Folatgemische sind radiometrische Verfahren kaum anwendbar, weil 
die folatbindenden Proteine unterschiedliche Affinitfiten zu den einzelnen Derivaten 
zeigen. 5-Formyl-THF hat nur eine schwache Affinit~it zum Folatbindungsprotein der 
Milch (67), wohingegen Polyglutamate eine hOhere Affinitgt zum Bindungsprotein auf- 
weisen als Monoglutamate (67, 163). Somit kann es beim Vergleich der Messungen rnit 
den Ergebnissen von Eichkurven zu Fehlinterpretationen kommen. Zu erheblichen 
Analysenfehlern kann es auch kommen, wenn die Probe selbst Iolatbindende Proteine 
hoher Affinit~it besitzt (68). 

Chromatographische Methoden 
Von den klassischen chromatographischen Verfahren wurden lange Zeit die Dtinn- 
schicht- und die herk6mmliche S~iulenchromatographie eingesetzt. Die geringe Emp- 
findlichkeit und hohe St6ranffilligkeit dieser Verfahren hat allerdings dazu gef/ihrt, dab 
sie inzwischen kaum noch angewendet werden. McCormack und Newman (122) stetlten 
tibereinstimmend mit Scott (161) fest, dab sich eine zufriedenstellende Trennung yon 
Folaten mit der Diinnschichtchromatographie nur mit einem System aus nichtionischer 
Cellulose als stationfirer und einer 3 %igen Ammoniumchloridlfsung als mobiler Phase 
erreichen lfil3t. Die Auswertung kann anhand Fluoreszenz, Fluoreszenzl6schung bzw. 
Absorption erfolgen. 

F/Jr die s~iulenchromatographische Trennung von Folaten wurden verschiedene Me- 
thoden, basierend auf Ionenaustausch (DEAE-Sephadex A-25, (143)) oder Gelfil- 
tration (Sephadex G-10, (103)), entwickelt. Die Quantifizierung der Folate erfolgte ent- 
weder durch Derivatisierung (Oxidation mit KMnO4 oder Reduktion mit Zn und HC1) 
und anschlie6ende photometrische oder fluorimetrische Detektion (22, 87, 179) oder 
durch differenzierende mikrobiologische Bestimmung mit verschiedenen Testorganis- 
men (103, 143). Keines der Verfahren erlaubt jedoch die simultane Bestimmung aller 
Folatderivate (122). 

In den letzten Jahren gelang verschiedenen Arbeitsgruppen eine Auftrennung und 
Quanfifizierung von Fols~iurederivaten mit Hilfe der Hochleistungsfliissigkeitschroma- 
tographie (HPLC). Die bisher publizierten Arbeiten zielen nur zu einemTeil darauf ab, 
die verschiedenen Vitamere zu trennen und zu quantifizieren. Einige Methoden sind 
yon vornherein auf einen bestimmten Zweck oder eine bestimmte Matrix zugeschnitten 
und nicht universell anwendbar. Tafolla et al. (171) beschrieben eine Methode zur Mes- 
sung des Fols~iuregehalts in Multivitaminpr~iparaten, Schieffer et al. (158) zur Messung 
der Fols~iure in folatangereicherten Lebensmitteln. Mit der Methode von Lankelma et 
al. (117) kann nut die im Serum dominierende 5-Methyl-THF erfal3t werden. Viele Ver- 
fahren wurden nur an w~issrigen Standardl6sungen erprobt und nicht dahingehend un- 
tersucht, ob sie auch ffir biologische Systeme anwendbar sind (23, 24, 100, 141). 

Einige Arbeitsgruppen konnten mit Hilfe der HPLC auch die L~inge der ~,-Glutamyl- 
seitenkette bestimmen (51, 57, 164). Diese Verfahren beruhen meist darauf, dal3 die Fo- 
late zwischen den Atomen 9-C und 10-N oxidativ oder reduktiv gespalten werden. Die 
L~inge der resultierenden p-Amino-~,-Glutamylkette kann durch Cochromatographie 
mit synthetischen Markern oder kolorimetrisch nach Bildung von Azoderivaten identifi- 
ziert werden. Da sich die Reaktion jedoch nicht standardisieren lieB, wird der prakti- 
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sche Wert dieser Methode angezweifelt. Augerdem erlaubt sie keine Differenzierung 
zwischen verschiedenen Ci-Substituenten und Redoxformen. 

Da vor der Analyse des Gesamtfolatgehaltes in Lebensmitteln eine enzymatische 
Hydrolyse der Glutamatkette stattfindet, kommt der Bestimmung der Monoglutamat- 
formen eine groge Bedeutung zu. Bei den verschiedenen Ans~itzen kristallisieren sich 
im wesentlichen drei methodische Prinzipien heraus: 
- Anionenaustausehchromatographie 

(30, 33, 141, 167) 
- Reversed-phase-Chromatographie mit Ionenpaarbildung 

(4, 23, 24, 30, 50, 100, 104, 124, 144, 145, 159) 
- Trennung auf reversed-phase-Materialien ohne Ionenpaarbiidung 

(44, 66, 68, 70, 71, 82, 91, 113,175,186). 
Das Prinzip des Anionenaustausches wurde nur in wenigen Arbeiten angewendet, die 

ausschliel31ich filteren Datums sind. Dies lfif3t sich auf die erheblichen Schwierigkeiten, 
die sich dabei zeigten, zurtickfiihren. Mit den entwickelten Systemen lassen sich nur ei- 
nige wenige Derivate trennen. So gibt es Probleme, 5-Methyl- und 5-Formyl-THF zu 
trennen (33, 167), 10-Formyl-THF lfigt sich nach Reed und Archer (141) nicht yon FA 
trennen, DHF und FA cochromatographieren nach Chapman et al. (30). ZumTeil sind 
deshalb weitere Analysen mit einem anderen Chromatographiesystem notwendig (30, 
141). Ftir komplexe Gemische sind diese Verfahren daher zu aufwendig. Weitere Nach- 
teile der Anionenaustauschchromatographie sind die langen Analysenzeiten (25-75 rain 
Trennzeit), die langen Regenerierungszeiten der Saulen nach der Trennung, die relativ 
kurze Lebensdauer der Sfiulenmaterialien und die Empfindlichkeit des Systems gegen- 
fiber Temperatur- sowie pH-Schwankungen. 

Die verschiedenen Verfahren auf der Basis der lonenpaarchromatographie unter- 
scheiden sich im wesentlichen nur in der qualitativen und quantitativen Zusammenset- 
zung des L6sungsmittels und in der Wahl des Gradienten. In vielen Untersuchungen 
konnten nicht alle physiologisch relevanten Derivate erfal3t werden - so wird bei Branf- 
man und McComish (23), Allen und Newman (4) und Schulz (159) THF nicht bertick- 
sichtigt - oder einige der Derivate konnten nur unzureichend getrennt werden (FA und 
5-Methyl-THF bei (24, 30, 124)). Bei einigen Autoren mugte wegen der ungeniigenden 
Nachweisempfindlichkeit eine mikrobiologische Quantifizierung an die HPLC-Tren- 
nung angeschlossen werden (30, 100, 104, 124). Diejenigen Veffahren, die eine Tren- 
nung aller wesentlichen Folatderivate erlauben (100, 104), ben6tigen Trennzeiten von 
etwa einer Stunde. Somit sind die Verfahren Nr Reihenuntersuchungen zu zeitintensiv, 
zumal gerade bei diesen beidenVerfahren an die HPLC-Trennung die mikrobiologische 
Quantifizierung angeschlossen wurde. 

Die reversed-phase-HPLC ohne Ionenpaarbiidung ist eine neuere M6glichkeit der 
Folattrennung. Bei der Ionenpaarchromatographie wurde die Retention der negativ ge- 
ladenen Substanzen durch die Bildung eines nach aul3en hin neutralen Ionenpaares auf 
einer apolaren station~iren Phase erm6glicht. Zur Elution wurden dabei mobile Phasen 
mit ca. 30 % organischem L6sungsmittelanteil eingesetzt. Der Folattrennung ohne Io- 
nenpaarreagenz liegen zwei Prinzipien zugrunde. Der assoziiert und damit apolar vor- 
liegende Anteil einer schwachen Sfiure wird durch ihren pK-Wert und den pH-Wert des 
Puffers bestimmt. Wenn der pH-Wert der mobilen Phase auf Werte zwischen 2 und 3 ab- 
gesenkt wird, lassen sich somit die Ladungen der negativ geladenen Folate maskieren. 

Dieses Prinzip der Ionenunterdriickung machten sich die Verfahren von Day und 
Gregory (44), Gregory et al. (70), Kohashi et al. (113) und Gounelle et al. (66) zunutze 
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und setzten zur Elution eine mobile Phase mit 15-20 % organischem L6sungsmittelan- 
teil ein. Das zweite Prinzip der Folattrennung ohne Ionenpaarreagenz beruht darauf, 
dab der Pteridinkern der Folate eine gewisse Lipophilie der Substanzklasse bedingt, die 
offenbar ausreicht, um selbst bei neutralem pH-Wert eine ausreichende Retention auf 
der Trenns~iule zu erm6glichen (175,186). Eluiert wurde mit einem sehr geringen Anteil 
an Methanol (1-5 %). 

In allen Arbeiten wurden die in biologischem Material dominierenden reduzierten 
Derivate der Folsaure und meist auch FA getrennt. Das chromatographische Verhalten 
verschiedener Abbauprodukte wurde hingegen nur vereinzelt untersucht (44, 83,175). 
Ffir die Mehrzahl derVerfahren konnte im Gegensatz zu den auf Anionenaustausch und 
Ionenpaarchromatographie basierenden Methoden gezeigt werden, dab sie zur Analyse 
biologischer Materialien geeignet sind. So demonstrierte die Gruppe um Gregory, dab 
das von ihnen entwickelte Verfahren auf verschiedene Lebensmittel anwendbar ist und 
Hahn (81) zeigte die Anwendbarkeit seiner optimierten Methode am Beispiel der 
Leber. 

Die wichtigste Voraussetzung ffir die Anwendung dieser Methoden auf biologische 
Fragestellungen war sicherlich die erh6hte Spezifit~it und Sensitivit~it dutch elektro- 
chemische oder fluorimetrische Detektion. 

Die UV-Detektion wurde nur noch in dem mit einer komplexen on-line-Probenvor- 
reinigung arbeitenden System von Wegner et al. (186) sowie bei der Bestimmung von 
5-Methyl-THF in Plasma undVollblut bei Hoppner und Lampi (91) genutzt. Wenn auch 
die UV-Detektion in den letzten Jahren wesentlich verbessert wurde, ist sie immer noch 
zu unempfindlich und erfordert daher aufwendige Konzentrierungsschritte vor der ei- 
gentlichen HPLC-Trennung. Das Absorptionsmaximum der Folate liegt z~'ischen 280 
und 300nm. Bei dieser Wellenl~inge absorbieren jedoch verschiedene in biologischen 
Matrices vorkommende Substanzen, wie z.B. aromatische Aminos~iuren, so dab es 
zwangsl~iufig zu St6rpeaks kommen mul3. 

So l~if3t sich auch erkl~iren, warum nut wenige mit UV-Absorption arbeitende Verfah- 
ten zur quantitativen Folatanalytik eingesetzt wurden oder die Quantifizierung mikro- 
biologisch erfolgte. Auch die von Clifford und Clifford (33) nach Hitzeextraktion in 
Grapefruitsaft gefundene extrem thermolabile ,,DHF" als Hauptfolat, deutet darauf 
hin, dab sich unter den analysierten Peaks weitere Produkte befunden haben miissen, 
die zu Fehlinterpretationen ffihrten. Die Folatbestimmung von Schulz (159) inWeiBkohl 
erfolgte mit UV-Detektion (massenspektroskopische Untersuchung der Peaks) ohne 
Vorreinigung des Gewebeextraktes. In seinen Chromatogrammen erscheinen die Folate 
als kleine Peakspitzen auf einer hohen, matrixbedingten Grundabsorption. Die jeweili- 
gen Fraktionen enthalten sicherlich die entsprechenden Derivate, doch k6nnen die mas- 
senspektroskopischen Daten nicht die Peakreinheit belegen. Es w~ire daher denkbar, 
dab auch St6rsubstanzen aus der Matrix mitchromatographiert wurden, wofiir auch die 
publizierten Folatgehalte, die wesentlich fiber allen zuvor ver6ffentlichten Daten lie- 
gen, sprechen. 

Die fluorimetrische Detektion in der Folatanalytik wurde vonder  Gruppe um Gre- 
gory ins Leben gerufen und yon Gounelle et al. (66) sowie Hahn et al. (83) aufgenom- 
men und optimiert. Sie besitzt systembedingt eine h6here Spezifit~it als die UV-Ab- 
sorption und ist weitaus empfindlicher (Tab. 3). Ein Nachteil der fluorimetrischen De- 
tektion ergibt sich daraus, dab nur die voll reduzierten Folate nativ fluoreszieren. An- 
dere Derivate wie FA oder DHF k6nnen dutch oxidative Spaltung (Nachs/iulenderivati- 
siemng) in fluoreszierende Pteridinabk6mmlinge fiberfiihrt werden, so dab eine Reihe 
oxidierter und reduzierter Derivate mit hoher Empfindlichkeit und Spezifit~t bestimmt 
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Tab. 3. Nachweisgrenzen verschiedener Verfahren zur Folatbestimmung 
(pg/Injektion) nach Kohashi et al. [113] 

Detektionsart THF 5-CH 3- 10-CHO- 5-CHO- FA Quelle 
THF THF THF 

UV(280 nm) 1500 1500 2500 2500 1000 1 

fluorimetrisch 70 20 - 200 1000 2 
(295/356 nm) 

L.casei-Assay 30 50 25 30 25 3,4 

elektrochemisch 3 1 125 150 80 5 
(+ 750 mV) 

1) Tani und Iwai, 1983; 2) Gregory et al., 1984; 3) McMartin et al., 198t; 4)Wilson und Home, 1984; 
5) Kohashi und Inoue, 1986. 

werden k6nnen. Dies erfordert allerdings ein komplexes Chromatographiesystem mit 
zwei Fluoreszenzdetektoren und zwei Pumpen (81, 70). 

Lankelma et al. (117) und Kohashi et al. (113) beschrieben in ihren Arbeiten eine 
elektroehemisehe Detektion der Folate. Hierbei wurden extrem niedrige Nachweisgren- 
zen erreicht. Die for die Serumfolatanalytik entwickelte Methode von Kohashi et al. 
(113) ist bislang die einzige, die es erlaubt, verschiedene Derivate zu trennen und elek- 
trochemisch zu quantifizieren. Eine Analyse dauert allerdings 65 Minuten. Uber  dieVa- 
liditfit der chromatographischen Anordnung und die Eignung ftir andere Matrizes liegen 
noch keine Daten vor. 

Rebello (140) fiihrte eine Detektion mittels Photodiodenarray durch, was den Vorteil 
einer Peakreinheitskontrolle, jedoch den Nachteil der geringen Empfindliehkeit im 
Vergleich zur fluorimetrischen, aber sogar zur UV-Detektion hat. 

8. Folatgehalte in Lebensmitteln und EinfluB der Lebensmitteibehandlung auf die 

Folatgehaite 

Besonders reich an Folat sind folgende Lebensmittel (Werte nach Souci et al. (165) in 
~tg/100 g Frischsubstanz: 
- griines Blattgemtise: Spinat 78, Broccoli 33, Kopfsalat 37, Chicor6e 52 
- weiteres Gemiise: Spargel 86, Tomate 39 
- Kohlarten: Weif3kohl 79, Wirsingkohl 90, Rosenkohl 78, Blumenkohl 55 
- Leguminosen: griine Bohnen 44, Erbsen 33, Linsen 35, Sojabohnen 230 
- Getreideprodukte: WeizenvoUkornbrot 60,Weizenkleie 400,Weizenkeime 520 
- Ei und Eiprodukte:  Hiihnerei 65, -fliissigeigelb 150, -fliissigeiweiB 16, Trockenvollei 

180, Trockeneigelb 210, TrockeneiweiB 96 
- Fleisch und Innereien: Rind, reines Muskelfleisch 15, Leber 220, Nieren 50 
- Bierhefe 1002 

Der  Folatgehalt von Gemiise differiert nicht nur von Art  zu Art,  sondern er h~ingt 
auch von den Wachstumsbedingungen ab (130). Er  schwankt zwischen unteren Werten 
von etwa 10 ~tg Gesamtfolat fiir Sellerie oder M6hren und oberenWerten von fast 100 ~tg 
Gesamtfolat/100 g Frischsubstanz fiir Spinat oder Spargel. Neben diesen beiden folatrei- 
chen Lebensmitteln gelten die roh verzehrten Salate als die ergiebigsten Folatquellen 
(45). 
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Nach HPLC-Untersuchungen von Mtiller (127) besteht der Folatgehalt in Gemiise zu 
etwa 35 % aus Mono- und 65 % aus Polyglutamaten. Das Folatderivatmuster teilt sich in 
etwa 70 % 5-Methyl-THF und 30 % THF sowie 5-Formyl-THF auf. Dies wirkt sich auf 
die Verfiigbarkeit giinstig aus, da die reduzierten Folatderivate - vor allem 5-Methyl- 
T H F -  biologisch hochaktiv sind. 

Wichtig erscheint auch, dab die endogene Dekonjugase in den meisten Gemiisearten 
eine sehr hohe Aktivitfit besitzt (32, 127, 136). Sofern diese Lebensmittel also rob ver- 
zehrt, oder vor einer Hitzebehandlung einer Homogenisierung unterworfen werden, 
verschiebt sich das endogene Folatmuster yon Poly- zu Monoglutamaten, denen allge- 
mein eine bessere Verffigbarkeit bestfitigt wird. Sogar bei Lagerung der frischen Pro- 
dukte (auch bei Temperaturen unter dem Gefrierpunkt) steigt bei gleichbleibendem 
Gesamffolatgehalt der Anteii an Monoglutamaten erheblich an (32). 

Freies und Gesamtfolat unterscheiden sich nicht nur beziiglich ihrer Verffigbarkeit, 
sondern auch in Hinsicht auf ihre Stabilitfit gegeniiber Herstellungs- und Zubereitungs- 
verfahren. Nach Taguchi et al. (172) bleiben nach 5mintitigem Kochen je nach Lebens- 
mittel 10-15 % des freien Folates und 20-90 % des Gesamtfolates erhalten. Die Ab- 
nahme des Folatgehaltes beruht dabei primgr auf dem Ubertritt desVitamins ins Koch- 
wasser (Auslaugungseffekte) und erst sekundfir auf einer Inaktivierung (32, 119). Des- 
halb fanden Chen et al. (32) beim Blanchieren yon Spinat in der Mikrowelle nur 13 % 
Folatverlust (Hitzezerst6rung), beim Blanchieren in Wasser hingegen 64 % Verlust an 
freiem Folat und 33 % Verlust an Gesamtfolat (Hitzezerst6rung und Auslaugung). 

Fast alte Obstarten enthalten pro t00 g egbarem Anteil weniger als 20 txg Gesamtfolat. 
Eine Ausnahme machen Orangen (24 ~tg/100g) und folglich frischer oder gefrorener 
Orangensaft. 100-250 ml davon sollen den Minimalbedarf eines Erwachsenen von 50 ~tg 
Fols/iure/Tag (15) decken (168). Erg~nzend mug jedoch gesagt werden, dab groBe Men- 
gen Orangensaft den pH-Wert im Darm absenken und somit zu einer verschlechterten 
Resorption der Folate fiJhren k6nnen. Ob es sich dabei um die Hemmung der Biirsten- 
saum-PPH und/oder den Prozeg der Aufnahme in die Darmzellen handelt, ist noch un- 
Mar (19, 146, 174). 

Bei Obst betrfigt der Anteil der Monoglutamate am Gesamtfolat laut MiJller (127) im 
Mittel 50 %. Auch hier ist die metabotisch gfinstige 5-Methyl-THF mit 65 % Hauptver- 
treter der Derivate. THF und 5-Formyl-THF stellen die restlichen 35 %. 

Hefen sind sehr folatreich, allerdings besteht der Gesamtfolatgehalt zu nahezu 100 % 
aus Polyglutamaten. Die in den Hefen enthaltenen Nukleins~iuren werden als Dekonju- 
gaseinhibitoren diskutiert. Ein grol3er Teil der Folate in Brot (aus Auszugsmehlen) 
stammt aus der Hefe. 

Im Getreidekorn ist der Hauptfolatanteil in den ~uf3eren Randschichten des Korns lo- 
kalisiert (134). Lebensmittel aus Auszugsmehlen tragen somit nur unwesentlich zur Be- 
darfsdeckung mit Folat bei. Der Anteil freien Folates am Gesamtfolat bei Getreide und 
Getreideprodukten (Haferflocken, Weizenkleie) betrfigt nach Mtiller (129) etwa 75 %. 
Neben den reduzierten Derivaten finden sich in allen Sarnen auch oxidierte Folatfor- 
men, wie Fols~iure und 10-Formyl-Folsfiure, die zusammen 25-50 % des Gesamtfolatge- 
haltes ausmachen. 

Hiiisenfriichte sind gute Folatlieferanten. Uneinheitlich ist allerdings die Meinung 
dariiber, ob Inhaltsstoffe der Leguminosen einen hemmenden Einflug auf die Biirsten- 
saum-PPH in der Darmmukosa haben und sich damit negativ auf dieVerffigbarkeit aus- 
wirken. Butterworth et al. (27) berichteten, dab Extrakte aus vielen Bohnen-, Erbsen-, 
Linsen- und Sojabohnensorten inhibierend auf eine partiell gereinigte Schweinenieren- 
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Dekonjugasepr~iparation wirken. Bhandari und Gregory (19) fanden keine Hemmung 
der Btirstensaum-PPH durch gereinigte Phytoh~imagglutinine und Sojatrypsininhibitor. 

Bei Leguminosen findet man einen Monoglutamatanteil von im Mittel 73 % des Ge- 
samtfolatgehaltes, was hinsichtlich der Resorbierbarkeit ats sehr g/instig zu bewerten 
ist. Die Folatverteilung auf die einzelnen Derivate, weist selbst innerhalb der gleichen 
Htilsenfruchtart grol3e Unterschiede auf. Die Ursachen dafiir dtirften bei den Kulturbe- 
dingungen und eventuell bei einer Sortenabhfingigkeit zu suchen sein. In Leguminosen 
findet man neben den drei wichtigsten reduzierten Derivaten THF, 5-Methyl-THF und 
5-Formyl-THF auch noch oxidierte Folatformen, n~imlich die Folsfiure und die Formyl- 
fols~iure (129). 

Hoppner und Lampi (99) untersuchten den Folatverlust in getrockneten Legumino- 
sen nach unterschiedlichen Zubereitungsmethoden. Nach 20minfitigem Kochen ohne 
vorherigem Einweichen blieben 60 % der Folate erhalten. Kurzes Einweichen (2 Minu- 
ten kochen, 1 Stunde zugedeckt ziehen lassen) fiihrte bei allen drei getesteten Kochzei- 
ten (20, 90 und 150 Minuten) zu einer niedrigeren Folatwiederfindung als langes Ein- 
weichen (16 Stunden fiber Nacht). Anscheinend bewirkte das 2miniitige Vorkochen 
beim kurzen Einweichen eine stgrkere Schfidigung der Samen und ihrer Schalen als das 
lange Einweichen tiber Nacht, so dab eine gr6gere Auslaugung des Folates ins Wasser 
erfolgte. 

Muskelfleisch enthfilt nur etwa 10 ~tg Folat/100 g Rohware und tr~igt somit nur unwe- 
sentlich zur Verbesserung der Folataufnahme bei. Durch Verzehr von Innereien wird 
hingegen die H6he der Folatzufuhr stark beeinflugt. 100 g gebratene Leber enthalten 
145 ~tg Gesamtfolat (90). Die Zubereitungsverluste sind mit etwa 50 % relativ gering. 

Eier und Eiprodukte sind ebenfalls geeignete Lebensmittel, um die Folatzufuhr zu er- 
h6hen. So enthfilt ein hartgekochtes Ei noch 22 gg Gesamtfolat (134). 86 % des Folatge- 
haltes eines Eis befindet sich im Eigelb, 14 % im Eiweil3, Der Folatanteil im Eigelb be- 
steht zu nahezu 100 % aus Monoglutamaten, und dabei wieder zu fast 100 % aus 5-Me- 
thyl-THF (128). 

Der Folatgehalt der Milch unterliegt erheblichen Schwankungen, die auf die Ffitte- 
rung tier Tiere, sowie die Lagerung und Behandlung der Milch zurtickzuffihren sind. 
Untersuchungen von Ghitis und Candanosa (62) ergaben ffir frische Vollmilch eine 
Streubreite von 4.8-7.1 gg/100g, bei einem Mittelwert von 5.5 ~tg/100g. Milch und 
Milchprodukte tragen bei Aufnahme entsprechender Mengen im Sfiuglings- und Klein- 
kindalter in nennenswertem Umfang zur Deckung des Bedarfs bei (134). Nach Mfiller 
(128) liegt der Folatgehalt in Milch und Milchprodukten vorwiegend in Form yon 5-For- 
myl-THF vor (70 %), und der Anteil yon Monoglutamaten am Gesamtfolat betrfigt etwa 
70 %. Nach RaG et al. (139) verdoppelt sich der Folatgehatt von Magermilch bei der Fer- 
mentation zu Joghurt. Auch bei der Kfiseherstellung steigt der Folatgehalt. Hier wurden 
einige Penicilliumarten als Starterkultur fiir die Fermentation hochaktiver Folsfiurebild- 
ner verantwortlich gemacht (178). 

Die Bestfindigkeit der Vitamine bei der Behandlung mit ionisierender Strahlung ist 
sehr unterschiedlich (49) und hfingt yon vielen Faktoren, wie demWassergehalt des zu 
bestrahlenden Substrates, der Temperatur, bei der die Bestrahlung durchgeffihrt wird, 
und der Matrix, in der sich die strahlungsempfindlichen Substanzen befinden, ab (48, 
178). Beziiglich des Einflusses der Bestrahlung auf Fotate gibt es einige/iltere Untersu- 
chungen aus den 50er und 60er Jahren. Diese wurden mit Hilfe der unspezifischen und 
damals noch sehr fehlerbehafteten mikrobiologischen Methode durchgefiihrt. Der Ge- 
meinsame F A O / I A E A / W H O  Expertenausschufi zur  Priifung der gesundheitlichen Unbe- 
denklichkeit  bestrahlter Lebensmittel  stellte bei der Zusammenkunft von 1980 fest, dab 
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die neuen Methoden noch nicht zur Bestimmung der Bestrahlungsempfindlichkeit der 
verschiedenen Folatderivate eingesetzt worden waren, und empfahl zusfitzliche For- 
schungsarbeit auf diesem Gebiet (188). 

In den wenigen bisher durchgeffihrten Untersuchungen fiber die Strahlungsempfind- 
lichkeit der Fols~iure erwies sich diesesVitamin als relativ stabil. BeiVersuchen zur Steri- 
lisation yon Fleisch durch Bestrahlung mit hoher Dosis zeigten sich keine oder nicht 
signifikante Verluste yon Folsfiure (3). Auch nach der Bestrahlung einer synthetischen 
H0hnerdifit mit einer Dosis von 28 kGy konnte kein ver~inderter Fols~iuregehalt festge- 
stellt werden (147). Bei der Behandlung tiefgefrorenen Hfihnchenfleisches (-25 °C) mit 
einer Bestrahlungsdosis yon 58 kGy ergab sich kein Folatverlust (177). 

In einer bisher nur in Kurzfassung ver6ffentlichten Untersuchung zur Wirkung der 
Bestrahlung auf verschiedene Folatderivate inTrockenleguminosen mit Hilfe der HPLC 
wurden bei der hohen Dosis yon 25 kGy geringe Verluste an Tetrahydrofolsfiure festge- 
stellt, wfihrend die Gehalte an Folsgure, Dihydrofolsfiure, 5-Methyl- und 5-Formyl-Te- 
trahydrofolsfiure unbeeinflugt waren (126). Nach Bestrahlung einiger Trockenprodukte 
(Trockenspinat mit Dosen bis zu 20 kGy, Trockenspargel mit 5 kGy und Trockeneigelb 
mit 2 kGy) konnten mit Hilfe der HPLC keine Ver/inderungen beziigtich des Gesamtfo- 
latgehaltes festgestellt werden. Auch das Folatderivatmuster sowie der Monoglutamat- 
anteil am Gesamtfolat wurden durch das Bestrahlen nicht beeinflul3t (136). 

9 .  B i o v e r f i i g b a r k e i t  y o n  F o l a t e n  

Faktoren, die die Bioverfiigbarkeit beeinflussen 

Entscheidend ftir die Folatversorgung des Menschen ist neben dem Gehalt die Biover- 
ftigbarkeit der Folate aus Lebensmitteln. Der Ausdruck ,,Bioverfiigbarkeit" beschreibt 
dabei das Ausmaf3 der Resorption und der metabolischen Utilisation eines Nfihrstoffs. 
DieVerfiigbarkeit ist im wesentlichen von folgenden Faktoren abhfingig: 

Extrinsische Faktoren Intrinsische Faktoren 

- Form der Folate (Reduktionsstufe, Derivate, 
L~inge der Potyglutamatkette) 

- Aktivit~it der nativen Dekonjugaseim 
Lebensmittel 

- Anwesenheit von Folatbindungsproteinen 
- Lebensmittelmatrix(z.B. Ballaststoffe) 
- Vorliegen m6glicher Dekonj ugaseinhibitoren 

- physiologische Konstitution des 
Einzelnen (wieAlter, Krankheit) 

- Aktivitfit der intestinalen 
Dekonjugase 

- pH-Wertim Darm 

Form der Folate: 121ber die relative Bioverffigbarkeit der einzelnen Folatderivate gibt es 
unterschiedliche Untersuchungsergebnisse. Grossowicz et at. (77) beobachteten an Seg- 
menten des Rattenintestinums einen im Vergleich zur synthetischen Fols~iure schnelle- 
ren Transport reduzierter und methylierter Folate durch die Mukosazellen und schlossen 
daraus, dab natiirlich vorkommende Folate anscheinend besser resorbiert werden als 
die synthetische FA. Tamura und Stokstad (174) fanden auch eine unterschiedlicheVer- 
ftigbarkeit der nativen, reduzierten Folate ffir den Menschen: 

FA 100 % THF 104,7 % 5-CH3-THF 120,8 % 5-CHO-THF 70 %. 
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Bhandari und Gregory (20) untersuchten mit Hilfe von mit stabilen Isotopen markier- 
ten Folaten die intestinale Resorption und In-vivo-Kinetik von Fols/iure, 5-Methyl-THF 
und 5-Formyl-THF in Ratten. Die Ergebnisse zeigten eine gleiche Bioverffigbarkeit ftir 
die drei untersuchten Folate. 

Die Kettenl/inge der in den Lebensmitteln tiberwiegend vorhandenen Polyglutamate 
hat auch einen Einflug auf die Bioverftigbarkeit. So wird von den Folatpolyglutamaten 
eine geringere Verfiigbarkeit im Vergleich zu den Monoglutamaten angenommen (46). 
Oberschlagsm/il3ig wird bei der Berechnung des Folatbedarfs mit einer Verfiigbarkeit 
der Potyglutamate von 20 % gerechnet, da noch nicht endg/jltig geklfirt ist, bis zu wel- 
chef Kettenlfinge Konjugate ftir den Menschen verfiigbar sind. Tamura und Stokstad 
(174) ver6ffentlichten folgende Werte fiir die Bioverftigbarkeit yon Folatpolyglutama- 
ten, die jedoch nut ftir die synthetische FA und synthetischeTri- und Heptaglutamate er- 
mittelt wurden: 

FA 100 % FA3 85,2 % FA 7 90,4 %. 

Aktivitdt der nativen Dekon]ugase im Lebensmittel: Die lysosomal lokalisierte Dekonju- 
gase von Lebensmitteln pfianzlicher und tierischer Herkunft hydrolysiert bereits bei La- 
gerung, vor allem aber bei der Be- und Verarbeitung yon Lebensmitteln, die vor ihrer 
Zerkleinerung nicht thermisch vorbehandelt wurden, die Polyglutamate zu einem be- 
tr/ichtlichen Ausmag zu Monoglutamaten. 

In rohem WeiBkohl kann hierdurch eine vollst~indige Spaltung der Polyglutamate in 
Folatmonoglutamate erreicht werden. Ristow et al. (148) fanden ffir rohen Weil3kohl 
(aktive endogene Dekonjugase) eine 100 %ige Verfiigbarkeit, hingegen fiir gekochten 
Weil3kohl (endogene Dekonjugase inaktiviert) eine um 60 % verringerte Bioverf/jgbar- 
keit, die dem Anteil der Polyglutamate am Gesamffolatgehalt in Weil3kohl entspricht. 
Tamura und Stokstadt (174) hingegen stellten sowohl f/Jr rohen als auch ftir gekochten 
Weigkohl eine Bioverf/jgbarkeit beim Menschen von 47 % fest. Allerdings waren die 
Schwankungen ffir die Ergebnisse bei rohemWeif3kohl sehr hoch (0 bis 127 % Verftigbar- 
keit). Abad und Gregory (I) fanden im Ratten-Bioassay for btanehierten Kohl eine Bio- 
verffigbarkeit von 68 %. Gee et ai. (59) konnten zwar keinen genauenWert fiJr die Ver- 
ffigbarkeit von Folat in gefriergetrocknetem Kohl berechnen, die Bioverfiigbarkeit war 
jedoch in der gleichen Gr6f3enordnung wie die der Fols/iure. 
Anwesenheit von FoIatbindungsproteinen: Die Folatbindungsproteine (FABP), die aus 
menschlicher, Kuh- und Ziegenmilch isoliert und charakterisiert wurden, sind hetero- 
gene Glykoproteine mit einem Molekulargewicht von 30.000 (169). Die physiologische 
Bedeutung dieser Bindungsproteine ist noch nicht klar. In-vitro-Studien von Ford et al. 
(58) zeigten, dab an Milch-FABP gebundenes Folat nicht von den Darmbakterien auf- 
genommen wurde. Colman et al. (39) konnten eine direkte Rolle der Bindungsproteine 
bei der Resorption nachweisen. Die Folataufnahme dutch isolierte Rattendarmzellen 
war in vitro gr6ger, wenn das Folat an ein Protein in Ziegenmilch gebunden war. Ko- 
hashi et al. (112) zeigten in In-vivo-Studien bei Ratten, dab die Denaturierung dieser 
Bindungsproteine (z.B. durch Pasteurisierung) die Bioverfiigbarkeit der Folate aus 
Milch verringerte. Swiatto et al. (170) fanden, daf5 die Zugabe von menschlicher oder 
Kuhmilch zu Di/iten die Folatbioverftigbarkeit dieser Di~iten imVergleich zu Di/iten mit 
synthetischer Fols/iure im Rattenversuch erh6hte. 
Lebensmittelmatrix: Da Nahrungsbailaststoffe die VerfiJgbarkeit vieler Mikron~ihrstoffe 
durch Ionenaustausch, Adsorption oder Komplexierung negativ beeinflussen k6nnen, 
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ist auch der EinfluB von Ballaststoffen auf die Folatbioverftigbarkeit von Interesse. 
Ristow et al. (149) untersuchten fiber Dialyseversuche die Ffihigkeit einiger gereinig- 

ter Ballaststoffkomponenten, Folatmonoglutamate zu binden oder zu komplexieren. 
Sie fanden ffir Lignin, Pectin undWeizenkteie eine geringe, ffir Cellulose und Natrium- 
alginat keine Bindung zwischen Folat und Ballaststoff. Auch im Hiihner-Bioassay fan- 
den sie keinen Einfluf3 der Ballaststoffe auf die Folatverftigbarkeit. l~lbereinstimmend 
damit zeigte sich auch im Versuch yon Keagy und Oace (106) kein Einflul3 yon Cellu- 
lose, Xylan oder Pectin auf die Utilisation yon Monoglutamaten in Ratten. Abad und 
Gregory (2) hingegen zeigten, dab Pectin und Weizenkteie die Bioverffigbarkeit radio- 
markierter Mono- und Polyglutamate im Ratten-Bioassay reduziert. 

10bet einen negativen Einflul3 yon Weizenkleie auf die Verffigbarkeit yon Polygluta- 
maten ist vonmehreren Autoren berichtet worden. Laut Keagy (107) hat Weizenkleie 
zwar nur einen geringen Effekt auf die Bioverfiigbarkeit der Monoglutamatform, redu- 
ziert aber die Utilisation der Heptaglutamylfolate in der Ratte. Sowohl Bailey (13) als 
auch Keagy et al. (108) berichteten yon unterschiedlichen Folatbioverffigbarkeiten beim 
Menschen, wenn Mono- bzw. Heptaglutamylfolat zu Weizenkleie hinzugegeben wurde. 
Bei Zugabe des Heptaglutamates war die Flfiche unter der Kurve (AUC) ftir das Serum- 
folat nach acht Stunden signifikant niedriger als bei Zugabe von Folsfiure. 

Keagy et al. (108) bieten folgende Erkl~rung ffir dieses Phfinomen. Sowohl das 
Mono- als auch das Heptaglutamat sind an der 3-N-Position positiv geladen und haben 
negativ geladene a-Carboxylgruppen. Dies erm6glicht sowohl Anionen- als auch Katio- 
nenaustauschreaktionen. Das Heptaglutamat hat sechs zus/itzliche ct-Carboxylgruppen, 
was die M6glichkeiten anionischer Wechselwirkungen erh6ht. Weizenkleie hat Katio- 
nenaustauscheigenschaften und kann die Wasserstoffionen- und Pepsinkonzentration im 
Magen absenken. Somit kann Weizenkleie direkt mit dem Heptaglutamat interagieren, 
die Folatbindung zu anderen Nahrungskomponenten beeinflul3en, den pH-Wert des 
Mediums sowie die Rate und das Ausmag derVerdauung anderer Nahrungsbestandteile 
ver~indern. 

Lebensmittelinhaltsstoffe k6nnen einen f6rdernden bzw. hemmenden Einflug auf die 
Folatverffigbarkeit ausiiben. Es gibt Hinweise, dab die Ascorbins~iure durch ihre schfit- 
zende Wirkung auf die Folatstabilitfit indirekt einen positiven Einflug auf die Bioverffig- 
barkeit yon Folaten hat (136). 

Ob die Behandlung yon Lebensmitteln mit ionisierenden Strahlen einen Einfluf3 auf 
die einzelnen Folatvitamere oder die Lebensmittelmatrix - und damit auch auf die Fo- 
latverfiigbarkeit - hat, ist noch ungeklfirt. Erste Untersuchungen zum Einflug der Le- 
bensmittelbestrahlung auf die Bioverffigbarkeit yon Folaten in Trockenspinat, -spargel 
und -eigelb ergaben im Rattenfiitterungsversuch keinen negativen Effekt der Bestrah- 
lung (136). 
Aktivitiit der intestinaten Dekonjugase und Vorliegen mOglicher Dekonjugaseinhibitoren: 
Die niedrige Bioverftigbarkeit ftir Orangensaft von 31% (174) ist nach diesen Autoren 
auf die pH-Wert-Absenkung im Darm durch die Zitronens/iure und damit vermutlich 
auf die herabgesetzte Hydrolyse der Polyglutamate in der Mukosazelle zurfickfiihren. 
Nukleins/iuren in Helen werden als Dekonjugaseinhibitoren diskutiert (153). Grosso- 
wicz eta!.  (78) vermuteten jedoch, dab viele Daten, die nur eine sehr geringe Biover- 
ffigbarkeit ffir Hefefolat angeben, das Ergebnis viel zu hoher, unphysiologischer Dosen 
sind. Auch den Inhaltsstoffen der Leguminosen wird ein hemmender Einflug auf die 
Dekonjugaseaktivitfit in der Darmmukosa nachgesagt. Allerdings sind die Meinungen 
dazu uneinheitlich. 
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pH-Wert  im Darm: Der einer S/ittigung unterliegende Mechanismus der Folatresorption 
ist stark pH-abh/ingig. Das pH-Optimum liegt bei 6.3 und ffillt zu 7.6 hin stark ab (156). 
Der Effekt eines steigenden Darm-pH-Wertes auf die Folatresorption wurde durch 
orale Gabe yon Bicarbonat in vivo getestet. Russell et al. (156) fanden dabei eine ver- 
ringerte Folatresorption, w/ihrend Hoppner und Lampi (95) keinen negativen Einflug 
auf die Folatbioverfiigbarkeit feststellen konnten. Tamura und Stokstad (174) zeigten, 
dab mit steigendem S/iureanteil die Bioverfiigbarkeit der Polyglutamate stark abfiel. 
Physiologische Konstitution des Einzelnen: DasVorliegen verschiedener Darmkrankhei- 
ten, die allgemein die Resorption und Utilisation der Nfihrstoffe verschlechtern, wirkt 
sich auch auf die Verftigbarkeit von Folaten negativ aus. Ober eine unzureiehende Folat- 
versorgung bei einem relativ hohen Anteil alter Mensehen ist wiederholt berichtet wor- 
den, zuletzt in einer belgiseh-deutsch-niederlhndischen Gemeinschaftsuntersuchung 
(102). Der Einflui3 des Alters auf die Resorptionsf~higkeit bzw. die Dekonjugaseaktivi- 
t/it im Darm ist noch unklar. Baker et al. (16) sprechen von einer verschlechterten Ver- 
ftigbarkeit der Polyglutamate im Alter, da die Dekonjugase eine reduzierte Aktivitfit 
aufweist. Bailey et al. (12) hingegen fanden in ihrer Perfusionsstudie am Jejunum mit 
14C- und 3H-markierten Mono- sowie Polyglutamaten keine Unterschiede in der Re- 
sorption der Isotope oder ihrer Ausscheidung im Urin bei jungen bzw. alten Menschen. 
Sicher ist jedoch, dab der Mangel an Folat bei filteren Menschen h/iufiger vorkommt 
und dutch eine falsche bzw. mangelhafte Ernfihrung begiinstigt wird (17). 

Methoden zur Best immung der Bioverf~tgbarkeit 

Einige Jahrzehnte lang galt der Hiihner-Bioassay zur Bestimmung der Folatbioverftig- 
barkeit als die Methode der Wahl, da Hfihner bei Gabe einer folatfreien Difit ein ver- 
mindertes Wachstum zeigen und eine Anfimie entwickeln, ohne dab Antibiotika (Un- 
terdrtickung der enteralen Folatsynthese) eingesetzt werden m~ssen (67, 148, 149). 

Parallel dazu wurden Methoden entwickelt, die die Bestimmung der Bioverftigbarkeit 
aus der Folatausscheidung im Urin beim Menschen erlaubten (9, 174). Auch der Anstieg 
des Serumfolates nach Verabreichung eines folatreichen Lebensmittels ist beim Men- 
schen ein leicht zug/inglicher Parameter fiir Bioverftigbarkeitsversuche. 

Nachteile sotcher Untersuchungen sind jedoch, dab zum einen unkontrollierbare 
Schwankungen in der Urinfolatausscheidung beobachtet wurden, zum anderen die J~n- 
derungen im Urin recht unempfindlich auf die orale Verabreichung von Nahrungsfola- 
ten reagierten. So mugten in vielen Studien nichtphysiologische Folatdosen eingesetzt 
werden, was es schwierig macht, die Daten auf normale Ern~ihrungsbedingungen zu 
tibertragen (15). Dabei wurden entweder groge Mengen des folatenthaltenden Nah- 
rungsmittels verabreicht, was die Folatutilisation negativ beeinflussen kann, oder der 
Organismus wurde in einer Vorphase zum eigentlichen Bioverfiigbarkeitsversuch in ei- 
nen folatges~ittigten Zustand gebracht, so dab schon kleinere Nahrungsmengen eine 
met3bare Anderung der Parameter bewirkten. 

Erst Anfang der achtziger Jahre wurden Ratten-Bioassays zur Bestimmung der Folat- 
verfiigbarkeit entwickelt, die nicht mehr das Wachstum, sondern den Folatgehalt yon 
Geweben als Parameter ffir den Folatversorgungszustand heranzogen. 

Da die Darmbakterien der Ratte normalerweise geniigend Folat synthetisieren, um 
keine Symptome des Folatmangels auftreten zu lassen, wurden in manchen Versuchen 
Antibiotika eingesetzt, um dieses Ph/inomen zu minimieren. Sie verringern die Konzen- 
tration des Leberfolats bei einer ballaststoffreien Di/it um 1 ~tg/g Leber (110). Ist eine 
durch Bakterien verwertbare Energiequelle wie z.B. Xylan in der Di/it enthalten, wird 
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die Folatsynthese durch die Darmbakterien erh6ht. Dieser Effekt erscheint als Anstieg 
des Leberfolates und wird durch Antibiotika ausgeschaltet (109). Daher ist es wichtig, 
dab Cellulose als nicht verwertbare Energiequelle in der Difit enthalten ist. Sie ,,ver- 
dfinnt" die Fotatkonzentration in den Ffices, so dab durch die Coprophagie der Ratte 
viel geringere Folatgehalte beigetragen werden. AuBerdem bewirkt sie eine schnetlere 
Darmpassage, wodurch weniger Zeit ffir bakterielle Folatsynthese verbleibt (106). 

Die wesentlichen Etemente eines Bioassays sind ein oder mehrere Gewebe, die emp- 
findlich auf Unterschiede in der Folatzufuhr reagieren, eine folatfreie oder zumindest 
folatarme Grunddifit, eine angemessene Depletionsphase und eine Repletionsphase, in 
der Proben oder Standards zur Difit zugegeben werden. Zur Wahl des Gewebes als Pa- 
rameter ffir die Berechnung der Bioverfiigbarkeit gibt' es verschiedene Ans/itze. Grund- 
sfitzlich kann jedoch gesagt werden, dab das Verh~iltnis der Gewebefolatkonzentration 
bei Folatgabe zur Konzentration bei Folatentzug ein Indikator ffir die Steigung der 
Standardkurve und damit auch ffir die Eignung des entsprechenden Antwortparameters 
ist. 

Die Gruppe um Keagy (105, 106, 107, 108, 109) entwickelte einen Ratten-Bioassay, 
der die Folatkonzentration der Leber als Indikator zugrunde legt. Auch Hoppner und 
Lampi (92, 93, 94, 95, 97, 98, 99) sowie Babu und Lakshmaiah (10) benutzten die Leber 
als Antwortorgan. Bei Abad und Gregory (1) und Swiatlo et al. (170) gab die Leber 
keine gute Dosis-Wirkungs-Beziehung, w~ihrend das Plasmafolat brauchbare Ergeb- 
nisse lieferte. Grfinde daffir k6nnten die hohen Leberfolat-Blank-Konzentrationen (bei 
Ffitterung folatarmer Difiten), die geringe Steigung aber hohe Varianz der Dosis-Wir- 
kungs-Geraden sowie der relativ hohe Restfotatgehalt der Grunddifiten yon 0.3 gg/g an- 
statt wie sonst fiblich 0.1 gg/g sein (110). 

Walzem et al. (182) und Walzem und Clifford (183) entwickelten einen Ratten-Bioas- 
say basierend auf Aminos~iuredifiten, nicht wie sonst auf Caseindifiten, bei dem sie ein 
ganzes Spektrum an Parametern zur Bestimmung der Bioverffigbarkeit heranzogen. 
Der Vorteil der Aminosfiuredifiten im Vergleich zu den Caseindifiten ist, dab sie folatfrei 
und nicht nur folatarm sind und dadurch der Assay empfindlieher wird. Aus diesem 
Grund konnten Walzem und Clifford und sp~ter auch Clifford et al. (34, 35, 36, 37) so- 
gar dasWachstum als Parameter zur Bestimmung der Bioverfiigbarkeit heranziehen. AI- 
lerdings ergaben nur niedrige Fols~urekonzentrationen in den Difiten bis zu einemWert 
von 674 nmol/kg Digit eine positive Korrelation mit dem Wachstum als Parameter zur 
Bioverffigbarkeitsbestimmung (38). Weitere Parameter waren das Serum-, Leber- und 
Erythrozytenfolat sowie vereinzelt auch die Folatkonzentration der Nieren oder der 
Darmmukosa. Die empfindlichste Antwort wurde im Serum, gefolgt vonder  Leber er- 
halten. Weniger empfindlich waren die Antworten in den Nieren und Erythrozyten. 

Da nur junge Retikulozyten Folat inkorporieren, das bis zum Zelltod erhalten bleibt, 
reflektieren die Erythrozyten die Fotatversorgungssituation der letzten drei Monate und 
k6nnen in Kurzzeitbioassays keinen empfindlichen Parameter darstellen (110). Das 
Plasmafolat reagiert empfindlich auf eine vorangehende Folatzufuhr und wird durch das 
Intervall der Nahrungsaufnahme beeinfluBt. Es gibt Auskunft fiber die Rate und das 
AusmaB der Resorption, jedoch kann es nichts fiber die Folatverteilung in den Gewe- 
ben und ihre Utilisation aussagen (110). Die Leberfolatkonzentration gibt die Re- 
sorption und Utilisation der Folate wfihrend des gesamten Bioassays wieder, da der in 
der Leber gespeicherte Folatgehalt imVergleich zur t~iglichen Folatzufuhr viel grSI3er ist 
(110). 

Die Auswahl geeigneter Depletions- und Repletionsphasen erfordert Einsicht auf 
dem Gebiet der Kinetik der Folathom6ostase. Die Depletion und Repletion des Leber- 
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folates folgt einer Sfittigungskinetik, die durch die Michaelis-Menten-Gleichung und 
ihre integrierte Form beschrieben wird (105). Die Halbwertszeit for Leberfolate betr~gt 
damit etwa 8 Tage und ist ~hnlich der Halbwertszeit f/Jr Folate im Serum oder in der 
Niere (123). 

Eine Depletionsphase von drei Halbwertszeiten, also 3 bis 4 Wochen, ffihrt zu einer 
Absenkung des Anfangswertes um 87,5 % und wurde yon den meisten Arbeitsgruppen 
angewendet. Es gibt jedoch auch Gruppen, die mit 6 (10, 59) bz~: 12w6chiger Deple- 
tionsphase arbeiteten (170). Die Lgnge der Repletionsphase bestimmt die Folatauf- 
nahme und die Empfindlichkeit der Standardkurve. Die Aufnahme von Folat in die Le- 
ber ist bei folatdefizienten Ratten direkt und linear proportional zum Serumfolatgehalt 
(166). Mit steigendem intrazetlulfiren Polyglutamatgehalt wird eine weitere Folatakku- 
mulation in der Leber gehemmt. Bei einer lfingeren Repletionsphase (allerdings noch 
unterhalb des Sfittigungszustandes der Leber) wird die Steigung der Standardkurve stei- 
ler und erlaubt somit eine h6here Empfindlichkeit bei geringen Nahrungsfolatkonzen- 
trationen (103). In jedem Fall sollten tange Depletions- und Repletionsphasen vermie- 
den und schnelle Wachstumsraten erzielt werden. Mit zunehmendem Alter der Tiere 
nimmt nfimlich die Wachstumsrate und damit auch der Folatbedarf ab. Dadurch steigt 
bei gleicher Folatzufuhr durch die Nahrung die Leberfolatkonzentration an. 

Die eingesetzten Folatkonzentrationen fiir die Standarflkurve bewegen sich meist 
zwischen 0 und 1 mg Folat/kg Digit. Auf die Trockensubstanz bezogen, besitzen viele Le- 
bensmittel Folatgehalte, die es erlauben, Difiten, die in diesem Bereich liegen, mit den 
Lebensmitteln als Folatquelle zuzubereiten. Ftir Nahrungsmittel mit einem geringen 
Folatgehalt muB ein anderer Versuchsaufbau gewfihlt werden (z.B. Nahrungsmittel + 
eine bestimmte Folat-Grunddosis). 

In den letzten 5 Jahren wurde eine neue Technik zur BioverfiJgbarkeitsbestimmung 
entwickelt: der Einsatz von mit Radioisotopen oder stabilen lsotopen markierten Ver- 
bindungen. Neben dem Vorteil hoher Spezifit/it bietet diese Technik noch eine Reihe 
weiterer Vorteile, wie z.B. die M6glichkeit, in einem Versuch gleichzeitig verschiedene 
markierte Formen eines Nfihrstoffes einzusetzen oder gleichzeitig orale und parenterale 
Verabreichung durchzufiihren (76). 

Abad und Gregory (2) reicherten die Di~iten in ihrem Ratten-Bioassay mit radiomar- 
kierten Folaten (Tritium, 3H) an und beobachteten die Inkorporierung dieser Folate in 
die Leber sowie ihre Ausscheidung im Urin. Dabei stellten sie lest, dab Monoglutamyl- 
(3H)-Tetrahydrofolate in vivo besser zuriickgehalten werden als die analogen Polygluta- 
mate bzw. (3H)-Folsfiure. 

Die Entwicklung deuteriummarkierter Folate stellt eine bedeutende Verbesserung 
der Methodik fiir Bioverfiigbarkeits- und Metabolismusstudien dar. Glutamatmarkierte 
Tetradeutero-Fots/iure (d4) und 3',5'-Bideutero-Folsaure (d2) k6nnen in der Monogluta- 
matform hergestellt werden, d2-Folatpolyglutamate kfnnen ebenfalls synthetisiert wer- 
den (74). Monoglutamyl-d2- bzw. -d4-Folate zeigen in vivo gleiche Verfiigbarkeit (73). 
Der Indikator fiir die Bioverfiigbarkeit ist das Verhiiltnis der d2-/d4-Ausscheidung irn 
Urin (bideuteriertes Folat wird oral verabreicht, tetradeuteriertes intraven6s). 

Mit Hilfe dieserTechnik stellten Gregory et al. (74) lest, dab Hexaglutamylfolat vom 
Menschen auch verwertet werden kann, seine Bioverfiigbarkeit jedoch im Vergleich 
zum Monoglutamat nur etwa halb so hoch ist. Eine weitere Studie (75) ergab, dab es 
Unterschiede in der Bioverftigbarkeit der einzelnen Monoglutamylfolate gibt (Reihen- 
folge abfallender Bioverfiigbarkeit: FA, 5-Methyl-THF, 5-Formyl-THF, 10-Formyl-THF, 
THF). 
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Neben dem grol3en Vorteil der hohen Spezifit/it haben isotopische Methoden jedoch 
einen entscheidenden Nachteil: die Schwierigkeit, solch kleine Konzentrationen eines 
Vitamins oder seiner Metaboliten zu isolieren, reinigen, derivatisieren und anschliel3end 
mit GC/MS zu messen ist immer noch erheblich (76). 

Schwierigkeiten bei der Bestimmung der Bioverffigbarkeit 
Der Ausdruck ,,Bioverffigbarkeit" stammt ursprfinglich aus dem Bereich der experi- 
mentellen Pharmakologie und wurde dort als der Anteil einerTestdosis, der ffir ein be- 
stimmtes Zielgewebe nach Adsorption verffigbar ist, definiert. Dieses Konzept kann 
nicht zur Bestimmung der Bioverfiigbarkeit von N~hrstoffen angewendet werden, da 
schon vorhandene K6rperspeicher und postadsorptive Effekte ffir N/ihrstoffe und Arz- 
neimittel im allgemeinen unterschiedlich sind. AuBerdem sind die Vitamingehalte in na- 
tiirlichen Nahrungsmitteln und Di/iten for genaue Messungen meist zu niedrig. Deshalb 
werden manchmal synthetische Vitamine zugesetzt, die sich jedoch in ihrem Verhalten 
von den natiirlichen Formen unterscheiden k6nnen. Aufgrund dieser Beschr~inkungen 
wurden in den meisten Studien Tierversuche eingesetzt. In-vitro-Modelle wurden zur 
Untersuchung des Vitamin-Adsorptionsmechanismus verwendet, aber nicht, um die 
Bioverfiigbarkeit aus komplexen Lebensmittel zu bestimmen. Die Messung der Aus- 
scheidung im Urin ist eine weitere M6glichkeit der Bioverffigbarkeitsbestimmung. Die 
Verwendung unterschiedlicher Modelle zur Bestimmung der Folatbioverffigbarkeit 
ffihrt zu uneinheitlichen Ergebnissen (Tab. 4). Vergleicht man diese Daten miteinander, 
so steUt man lest, dab die im Ratten-Bioassay ermittelten Bioverffigbarkeiten immer 
h6her sind als die beim Menschen fiber die Folatausscheidung im Urin ermittelten Ver- 
ffigbarkeiten. Erstere fibersteigen meist 80 %, manchmal sogar 100 % und kein Wert 
liegt unter 50 %. 

Tab. 4. Verffigbarkeit von Nahrungsfolaten in % 

Lebensmittel Folatausscheidung Quelle Lebensmittel Ratten- Quelle 
im Urin (Mensch) Bioassay 

Mittelwert Intervall Mittelwert_+SD 

Leber 50 22-103 1 Leber (Rind, gebraten) 101 _+ I0 3 
(gekocht) 
Leber (Ziege) 70 9-125 2 
Bierhefe 60 55-67 1 Bierhefe 126 4 
Bierhefe 10 0-36 2 Bierhefe 56 5 
Spinat 63 26-99 2 Spinat 84 5 
Eigelb 39 0-129 1 Spinat 112 4 
Hiihnerei 72 35-137 2 Spinat 75_+5 3 
Kohl (gekocht) 47 0-127 1 Kohl (gekocht) 83_+45 6 
Kohl (roh) 47 0-93 1 Kohl (blanchiert) 68 7 
Limabohnen 79 0-138 1 Limabohnen 81 _+7 3 
Orangensaft 31 17-40 1 Orangensaft 106+7 3 

Orangensaftkonzentrat 146 7 

t) Tamura und Stokstad, 1973; 2) Babu und Srikantia, 1976; 3) Clifford et al., 1991; 4) Hoppner und 
Lampi, 1986; 5) Babu und Lakshmaiah, 1987; 6) Clifford et al., 1990; 7) Abad und Gregory, 1987. 
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Angesichts der Unterschiede in der Bestimmungsmethode erscheint dieser Effekt 
plausibel, da der Umfang und die Geschwindigkeit der Folatverteilung und -ausschei- 
dung wesentlich vom Fiillungszustand der K6rperspeicher mitbestimmt wird (80). Bei 
der Messung der Folatausscheidung im Urin geht man yon einem mit Folat gesfittigten 
Organismus aus, wfihrend im Ratten-Bioassay depletierteTiere herangezogen werden. 

Da im Vitaminmetabolismus und in der Kinetik zumindest quantitative Unterschiede 
zwischen Mensch undTier vorliegen k6nnen, ist die Obertragbarkeit der imT]erversuch 
gewonnenen Ergebnisse auf den Menschen ein weiteres Problem bei Bioverffigbarkeits- 
versuchen. Dabei ist besonders auf die unterschiedlichen Dekonjugationssysteme im 
Darm des Menschen bzw. der Ratte hinzuweisen. Beim Menschen liegen zwei Enzymsy- 
steme vor, die Bfirstensaum-PPH und die im Darmsaft gel6ste PPH, wfihrend die De- 
konjugation der Polyglutamate bei der Ratte nur durch die im Darmsaft gel6ste PPH 
vollzogen wird. 

All dies zeigt, wie schwierig es ist, allgemein gt~ltige Aussagen zur Bioverffigbarkeit 
yon Folaten zu machen. Man mug sich dessen bewui3t sein, dab man immer nur einen 
Teilaspekt betrachtet und die eingesetzte Technik eine wesentliche Rolle spielt. 

10. Ausblick 
Der erste BCR-Ringversuch (56) zumVergleich der Folatbestimmung in Lebensmitteln 
mit Hilfe der mikrobiologischen Methode, der HPLC sowie mit Proteinbindungsassays 
(PBA) ergab eine gute Obereinstimmung zwischen den mikrobiologisch und mit HPLC 
bestimmten Gesamtfolatgehalten. Bei den eingesetzten HPLC-Methoden traten jedoch 
Schwachpunkte bei der Peakidentifizierung und Kalibrierung des Systems auf. Die mit 
Hilfe des PBA bestimmten Folatgehalte lagen im allgemeinen um 50-60 % h6her als die 
mikrobiologisch und mit HPLC bestimmten Gehalte. Da mit den ~ilteren Methoden zur 
Folatbestimmung kaum zuverl~issige Ergebnisse fiber das native Folatderivatmuster, so- 
wie den Monoglutamatanteil am Gesamtfolat zu erzielen sind, mul3 die differenzierende 
HPLC-Analytik weiter optimiert und standardisiert werden. Dabei ist die fluorimetri- 
sche Detektion tier Folate wegen der wesentlich h6heren Empfindlichkeit, abet vor al- 
lem wegen ihrer Selektivit~it zu bevorzugen. 

Die bisherigen Daten zur Folatbioverffigbarkeit sind uneinheitlich und k6nnen kaum 
miteinander verglichen werden, da zur Bestimmung der Bioverffigbarkeit unterschiedli- 
che Modelle eingesetzt wurden. Der Einsatz von mit Radioisotopen oder stabilen Isoto- 
pen markiertenVerbindungen kann in Zukunft zu neuen Erkenntnissen zur Absorption, 
demTransport und Metabolismus dieserVitamingruppe ffihren, und damit dasVerstfind- 
nis der Bioverffigbarkeit dieser Mikron~ihrstoffe erweitern. Erst wenn bezfiglich des Be- 
darfs, des Gehaltes und der Verffigbarkeit von Folaten Klarheit geschaffen ist, kann 
man entscheiden, ob eine Folatsupplementierung bestimmter Lebensmittel-  wie sie zur 
Zeit in den USA diskutiert wird - n6tig und sinnvoll ist. 
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