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1 Ziele und Aufgabenstellung des Projekts

Einfiihrung: Eine ausreichende Versorgung von Folsaure in der humanen Ernéhrung
ist, neben seiner Vitaminwirksamkeit, in der Pravention von speziellen
Geburtsfehlern, den Neuralrohrerkrankungen, essentiell. Daneben wird ein erhéhtes
Risiko fur bestimmte Krebs- und kardiovaskuldare Erkrankungen durch eine
suboptimale Folsaureversorgung diskutiert. Die fur Folat ermittelten Verzehrs-
empfehlungen von 400 pg/d ((1) DGE 2000) werden nach der Auswertung nationaler
Verzehrsstudien nur zu ca. 50 % erreicht (2).

Die Folsauredaten der Nahrwerttabellen basieren groftenteils auf mikrobiologAischen
Assays sowie auf neueren fliissigchromatographischen Methoden, welche, wie unter
3. beschrieben, noch deutliche Probleme in der Selektivitdt der Bestimmung der
einzelnen Derivate sowie durch Verluste der empfindlichen Folate bei der
Probenaufarbeitung zeigen.

Eine neu entwickelte, sehr empfindliche Methode (Stabilisotopenverdiinnungs-
analyse; SIVA) beruht auf dem Einsatz von Stabilisotopomeren der Vitamere
Folsaure, Tetrahydrofolat, 5-Formyltetrahydrofolat, 5-Methyltetrahydrofolat, und 10-
Formylfolat als interne Standards bei HPLC-Trennung und Detektion durch ESI-
Tandem-Massenspektrometrie (3,4,5), wodurch eine sehr selektive und empfindliche
Analyse der Folatvitamere erzielt wird. Die Verluste der Analyten werden dabei, im
Gegensatz zu den herkdmmlichen Methoden, durch die Verwendung der internen
Standards ideal kompensiert. Es ist naheliegend, dass diese spezifischere
Untersuchung des Folatgehalts im Vergleich zu Studien, basierend z. B. auf
mikrobiologischen Assays, wie sie zum groRten Teil noch fur die Daten der
verschiedenen nationalen Nahrwerttabellen zugrunde liegen, z.T. sehr abweichende
Ergebnisse erzielt (vgl. Tab.1.1). Die Analyse erster ausgewahlter Lebensmittel hat
gezeigt, dass die Folatgehalte z.T. signifikant niedriger als die durch mikrobiologische

Methoden bzw. HPLC mit Fluoreszenzdetektion ermittelten Literaturdaten liegen.

Berechnet man exemplarisch die tagliche Aufnahme von Folaten durch die Nahrung,
basierend auf quantitativen Daten ermittelt durch SIVA und vergleicht mit den
herkémmlichen ermittelten Werten Bundeslebensmittelschliissel (BLS) (6), so findet

man eine um mehr als 20 % geringere Folataufnahme (7), Tabelle 1.2.



Tabelle 1.1: Gesamtfolatkonzentrationen

in Gemiise

gemessen

mittels

verschiedener Analysenmethoden [ug/100 g Frischgewicht] aus unterschiedlichen

Literaturquellen

SIVA? HPLC-FDY Mikrobiologischer Assay
Karotte 12,6 -15,7 16 14 - 28
Spinat 96,1 - 159 100 150 - 338
Brokkoli 27,2 -41,9 114 71; 90 - 102

a) Stabilisotopenverdinnungsanalyse b) Hochdruckfliissigchromatographie mit Fluoreszenz-

Detektion

Tabelle 1.2: Mittlere tagliche Folataufnahme durch ausgewéhlte Lebensmittel,
berechnet auf Basis der mittels SIVA analysierten Folatkonzentrationen im Vergleich
zu jenen berechnet auf Grundlage der BLS-Datenbank (BGVV,1999) Lit. (6): Die
Verzehrsdaten stammen aus der bayerischen Verzehrserhebung 1995.

Lebensmittel Mittlerer | Gesamtfolat Gesamtfolat Tagl. Tagl. A

tagl. FCgLs FCsva Aufnahme Aufnahme | [ug]

Verzehr [Mg/100g] [ug/100g] | Dlas (Mgl  Dlswa [1g]

[q] Lit.-Werte SIVA Lit.-Werte SIVA
Spinat, frisch
gekocht 0.5 78 92.4 0.36 0.43 + 0.07
Spinat, gefroren
gekocht 2.8 35 33 0.97 0.92 -0.05
Brocceoli, frisch
gekocht 1.5 48 18 0.73 0.27 -0.46
Karotten, frisch 2.9 12 14.2 0.35 0.42 +0.07
Karotten, frisch
gekocht 6.5 6 7.1 0.39 0.46 +0.07
Orangen, frisch 57 24 15.1 1.4 0.9 -0.5
Orangensaft aus
Konzentrat 36.7 15 16.4 55 6.0 +0.5
WeilRbrot 72.7 17 19.8 12.4 14.4 +2.0
Vollkornbrot 44 2 36 10.5 15.9 46 -11.3
Reis, weil}

] ) A A

gekocht 5.7 1 1.6 0.2 0.3 +0.1
Rindfleisch,
gekocht 10.4 3 1.2 0.31 0.12 -0.19
Kalbsleber,
gekocht 0.06 247 550 0.14 0.32 +0.18
Summe 38,65 29,14 -9.51




Fazit: In der aktuellen Diskussion um die Supplementierung von Lebensmitteln (8)
mit Folsdure und zur Lieferung eines préziseren Instrumentes zur Berechnung der
Folsgureaufnahme in den nationalen Verzehrserhebungen durch die
Nahrwerttabellen Bundeslebensmittelschliissel (BLS) und Souci-Fachmann-Kraut

(SFK), sind die Messung, bzw. Uberpriifung der existierenden Daten, insbesondere

der Grundnahrungsmittel, iber SIVA notwendig.

Ziel dieses Untersuchungsprojektes war Adaher die Quantifizierung der wichtigsten
o0.g. Folsaurederivate in ausgewéhlten Lebensmittelrohstoffen und Lebensmitteln mit
konstanten Rezepturen (wie z.B. Brot und Kase), welche durch die durchschnittlich
verzehrten Mengen bzw. auch durch entsprechend hohe Folatgehalte in
signifikantem MaRe zur Folsdureversorgung der Bevolkerung beitragen.

Damit sollte eine neue Datenbasis fir die Datenbanken BLS bzw. SFK als
Berechnungsgrundlage fir eine zuklnftig préazisere Auswertung der nationalen
Verzehrserhebungen geschaffen werden, um so eine zuverldssigere Datenlage

beziglich der Folsaureversorgung der Bevdlkerung zu erhalten.

Wissenschaftliche und technische Arbeitsziele

Basierend auf der bereits erfolgreich abgeschlossenen Methodenentwicklung im
Rahmen einer Dissertation (5) und nachfolgende exemplarische Messungen
einzelner Lebensmittel der verschiedenen Lebensmittelgruppen (9) ist das
technische Arbeitsziel dieses Projektes die Methodenoptimierung fur einzelne
Lebensmittelmatrices, in der Probenaufarbeitung besonders im Bereich geringer
Folsaurekonzentrationen und komplexer Lebensmittelmatrices entsprechende
Modifizierungen der Analysenmethode notwendig sind, um zuverldssige und
reproduzierbare Messergebnisse zu erhalten.

Aus wissenschaftlicher Sicht ist die Ermittlung von reprasentativen quantitativen
Daten der einzelnen Folsaurederivate in Lebensmittelrohstoffen durch die
Untersuchung einer Mindestzahl an Proben unter Beriicksichtigung der internen und
externen beeinflussenden Faktoren (z.B. der pflanzlichen Varietdten, jahreszeitlichen

Einfluss etc.) das Ziel des vorliegenden Untersuchungsprojekies.

OS]



1.1 Planung und Ablauf
Abbildung 1.1 zeigt die zeitliche Verteilung der einzelnen Arbeitsschritte des Projekts:

Probenplanung, Synthese markierter Verbindungen, quantitative Folatbestimmungen

in Lebensmitteln der einzelnen Gruppen sowie die Zusammenfassung der

Ergebnisse.

Abb. 1.1:  Zeitlicher Ablauf des Projekis

Zusammenfassung der Ergebnisse

Methodenoptimierung und Messung

Fisch; Fleisch

Gemiise, Obst, Niisse

T T T T
12 Monate

Die Auswahl der Lebensmittel sollte sich einerseits nach der durchschnittlichen,
moglichst hohen Verzehrsmenge sowie der (zu erwartenden) Konzentration richten,
so dass, da nicht alle Lebensmittelrohstoffe in diesem Projekt analytisch abgedeckt
werden konnten, ein moglichst grofler Teil der signifikant zur Folatversorgung der
Bevolkerung beitragenden Lebensmittelrohstoffe untersucht werden konnten. Als
Entscheidungshilfe dienten einerseits verfligbare Daten aus méglichst aktuellen
nationalen Verzehrsstudien (z.B. die Bayerische Verzehrsstudie 1995) sowie
andererseits zugangliches statistisches Datenmaterial zum Lebensmittelverbrauch in
Deutschland.

Die genaue Auswahl der Lebensmittel sollte mit der Erstellung des Probenplans zu
Beginn des Projektes erfolgen. Schwerpunkte liegen im Bereich Getreide mit einer
groReren Auswahl verschiedenster Brote, als Lebensmittel mit konstanten
Rezepturen sowie auch im Bereich der Milchprodukte, wie z. B. Joghurt und Kase.

Folgende Schwerpunkte waren geplant:



Getreide u. Hiulsenfriichte: Rohstoff Getreidekorn, eine begrenzte Anzahl an

Getreidemehlen, eine grokere Anzahl von Brotsorten bzw. Geback; trockene Samen

der gangigen Hulsenfrichte sowie frische Hilsenfrichte

Gemiuise, Obst und Nisse: gangige Gemusesorten wie z.B. Tomaten, Kartoffeln,

Karotten, Kohlarten, Obstsorten z.B. Apfel, Bananen, Weinbeeren und Niisse
Milch: verzehrsfertige Frisch- und H-Milchsorten, die gangigsten Milchprodukte wie
u.a. Joghurt, Speisequark, verschiedene Késesorten, Ei roh, gekocht

Fleisch und Fisch: da die tierischen Lebensmittelrohstoffe der Gruppen Fleisch und

Fisch bis auf die Innereien relativ niedrige Folatkonzentrationen aufweisen und daher
keinen nennenswerten Beitrag zur Gesamtfolsaureversorgung haben, war flr diese
nur ein Analysenzeitraum von einem Monat vorgesehen, in dem die meist verzehrten
Lebensmittel dieser Gruppe untersucht werden sollten.

Insgesamt war fir einen Zeitraum von einem Jahr, abzlglich der einkalkulierten Zeit
fur die Probenplanung, Synthesen der markierten Standards der Zusammenstellung
der Ergebnisse am Ende der Projekilaufzeit sowie der Methodenanpassung ftir alle 5
Lebensmittelgruppen von ca. 2-3 Wochen pro Gruppe, eine verbleibende reine
Analysenzeit von ca. 40 Wochen vorgesehen. Bei einer durchschnittlichen
Untersuchung von 10 Proben pro Woche (in Doppelbestimmung) war mit ca. 400
Proben im Rahmen des Projektes zu rechnen.

Folgende Einfliisse sollten bei der Erstellung des Probenahmeplans berlcksichtigt
werden: Einerseits der Sorteneinfluss sowie andererseits die saisonalen
Schwankungen, welche sich aus dem jahreszeitlichen Klimaeinfluss, Erntezeitpunkt
und auch Herkunft der jeweiligen Lebensmittel (u.a. Import) ergeben. Die saisonalen
Schwankungen sollten dabei durch eine zeitlich periodische Ptobenahme zu allen
vier Jahreszeiten und eine direkte Probenahme am I\/larkf, so wie er fir den
Verbraucher zur Verfigung steht (z.B. Milch- u. Produkte aus dem Supermarkt,
. Gemise und Obstproben aus dem Grofmarkt unter Dokumentation von Sorte und
Hérkunft), beruCksiChtigt werden. Dér Sorteneinfluss sollte durch die Untersuchung
von ca. 3 Varietaten erfolgen unter weiterer Berlicksichtigung des Verzehrsanteils
und der saisonalen Schwankungen des Angebots. Bei einer Analyse von 3
Varietaten zu allen vier Jahreszeiten wirde sich daraus eine Probenzahl von 12
Proben pro Gemuse bzw. Obstsorte ergeben. Bei den Lebensmitteln mit konstanten
Rezepturen, speziell Brotsorten und Milchprodukten kann der Einfluss durch die

Zutaten (z.B. Brot Hefeeinfluss) gréfier sein, als der saisonale Einfluss oder der



durch die Varietat verursachten Schwankungen. Hierbei sollte der Schwerpunkt auf
die Probenvielfalt gelegt werden, gegebenenfallg ‘quroh die Analyse von Produkten
verschiedener Hersteller. Die Tabelle 5.154éte‘;rll¥fdie geplanten und tats&chlich
durchgefihrten Analysen im Rahmen dieses Projektes gegenlber.

Fur die Methodenanpassung an die jeweiligen Matrices der verschiedenen
Lebensmittelgruppen ist jeweils ein Zeitraum von 2-3 Wochen vorgesehen. Hier
stellte insbesondere die komplexe Matrix aus Stérke und Ballaststoffen bei

Vollkorngetreide und Hulsenfriichten eine Herausforderung an die Analytik dar,

1.2  Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknlpft wurde

Entwicklung der Folatanalytik:
Bisher angewandte analytische Methoden fur die quantitative Bestimmung von

Folsaure bzw. deren Derivaten, verwendet als Datenbasis fir Nahrwerttabellen,
beruhen hauptsachlich auf mikrobiologischen Assays. Bei dieser durch Matrix-
bestandteile beeinflussten und schwer zu standardisierenden Methode wird das
Wachstum eines folatbedurftigen Mikroorganismus turbidimetrisch gemessen, wobei
lediglich die Summe der vorhandenen Folate in der Probe erfasst wird. Meist
eingesetzt ist dabei der Mikroorganismus Lactobacillus casei, welcher annéhernd
gleichmaRig auf Mono- bis Triglutamate anspricht, jedoch bei héherer Kettenlange
ein signifikant niedrigeres Wachstum aufweist. Ein &quimolarer Response auf
verschiedene Folate ist nur bei einem ausreichenden Abbau der in den
Lebensmittelproben  vorliegenden  Folate  gegeben. Trotz  fortlaufender
Verbesserungen in der Standardisierung der Methode zeigte sich immer wieder eine
mangelnde Vergleichbarkeit im Rahmen von Vergleichsstudien (10).

Mit der Entdeckung der spezifisch folatbindenden Proteine (FBP) wurden kompetitive
Bindungsassays entwickelt, welche in der klinischen Diagnostik breiten Einsatz
fanden. Zunachst verwendete man radioisotopenmarkierte Standards, spéater wurden
Enzymproteinbindungsassays entwickelt, wobei durch die Messung der
enzymatischen Aktivitdt auf den Einsatz der radioisotopenmarkierten Standards
verzichtet werden konnte. Studien zum Einsatz dieser Methoden in der
Lebensmittelanalytik zeigten jedoch, dass aufgrund des unterschiedlichen

Responses der natlrlichen Folate keine zuverldssigen Analysenergebnisse erzielt

werden konnten (10).



Die Entwicklung fliissigchromatographischer Methoden eréffnete die Méglichkeit der
selektiven Quantifizierung einzelner Mono- bzw. Polyglutamate. Voraussetzung bei
der Probenaufarbeitung dabei ist der volistindige Abbau der vorliegenden
Polyglutamate im Probenextrakt mittels des Enzyms Dekonjugase, um einheitliche
und auswertbare Chromatogramme zu erhalten. Diese Behandlung der Proben
erfordert einen anschlielenden Aufreinigungsschritt mittels Festphasenchromato-
graphie, bzw. Affinitatschromatographie mit selektiv folatbindenden Proteinen. Die
sich anschliefiende Flussigchromatographie erfolgt via lonenaustauscher- oder RP-
Chromatographie in Verbindung mit einer UV-, Diodenarray- bzw. der ém haufigsten
eingesetzten Fluoreszenzdetektion. Diese macht sich die Eigenfluoreszenz der
Folate im sauren Medium zu Nutze. Meist wird auch eine Nachsé&ulenderivatisierung
unter Entstehung von Pterinen mit Hypochlorit eingesetzt, da Folsaure keine native
Fluoreszenz zeigt. Schwierigkeiten bereiten jedoch Verluste des Analyten bei der
Probenaufarbeitung und eine nicht ausreichende Selektivitat der Methode, eine
sorgféltige Peakidentifizierung und -verifizierung wird hierbei als unbedingt
notwendig erachtet (11,12). Die Verwendung von internen Standards in der HPLC-
Analytik gestaltete sich aufgrund des unterschiedlichen Responses und
Aufarbeitungsverluste der in Frage kommenden Derivate als schwierig. Erst mit der
Einfuhrung der chromatographischen Trennverfahren in  Kopplung mit der
massenspektrometrischen Detektion wurde die Durchfihrung von Stabilisotopen-
verdiinnungsanalysen erméglicht, bei welchen der jeweilige Analyt mit einem
analogen, stabil-isotopenmarkierten internen Standard quantifiziert wird. Die
Isotopenmarkierung besteht in der Regel aus "C oder ?H-Atomen. Diese Technik
nutzt das, bis auf einen geringen Isotopeneffekt chemisch und physikalisch nahezu
identische Verhalten der jeweiligen Isotopomere (13), wobei die Verluste wahrend
der Probenaufarbeitung vollstdndig kompensiert werden. Aufgrund der fehlenden
Flichtigkeit der Folate ist bei der Anwendung der Gaschromatographie-
Massenspekirometrie eine Derivatisierung des Analyten notwendig, mit der Folge,
dass durch diesen Schritt eine selektive Bestimmung der einzelnen Folatvitamere
nicht méglich ist (14,15).

Aktueller Stand der Folatanalytik:

Die erste relativ ausgereifte fliissigchromatographische Methode zur Quantifizierung

von Folsaure in angereicherten Lebensmitteln mit Hilfe von ['*Cs]-markierter Folsaure

als internem Standard wurde von der Arbeitsgruppe um Palowsky 2001 (16)



vorgestellt. Dabei wurden Analyt und Standard aus der Probe extrahiert, mit Hilfe von
Festphasenextraktion aufgereinigt, Uber HPLC aufgetrennt und mittels ESI-MS
detektiert. Weiterhin publizierten letztgenannte Autoren eine Methode zur
Bestimmung von 5-Methyltetrahydrofolat in Blutserum unter Verwendung von [°Csl-
5-Methyltetrahydrofolat, wobei die lonisierung hierbei im ESI" Modus stattfand (17).
Mit diesen Methoden wurden beide Verbindungen in verschiedenen Zitrussaften
quantifiziert (18). Eine weitere Studie umfasste die Quantifizierung von Folsdure
mittels ["*Cs] - Fols&ure in angereichertem Brot (19). _

Die Arbeitsgruppe um Finglas et al. flhrte intensive kinetische Studien zum humanen
Metabolismus, Bioverfligharkeit und der Absorption verschiedener Folsdurederivate
durch (20). Es erfolgten Stabilisotopenverdiinnungsanalysen in Blutplasma und Urin
mittels "*C-markierter Folsaure sowie 5-Methyltetrahydrofolsdure. Nach der
Extraktion der Proben schlossen sich Affinitdtschromatographie an folatbindenden
Proteinen sowie LC-MS/MS-Messungen an. Eine weitere Arbeitsgruppe um Pfeiffer
et al. entwickelte ebenfalls eine validierte Methode zur Bestimmung von Folsdure, 5-
Methyltetrahydrofolsédure  sowie  5-Formyltetrahydrofolsdure  mit  Hilfe  der
entsprechenden *C-markierten Verbindungen fiir kinetische Untersuchungen in Urin
und Plasma (21). Die Stabilisotopenverdiinnungsanalysen wurden nach Extraktion
und Festphasenextraktion ebenfalls mittels LC-MS/MS gemessen.

Die Bestimmung der Vitamere Folsaure, Tetrahydrofolat, 5-Formyltetrahydrofolat, 5-
Methyltetrahydrofolat, und 10-Formylfolat in verschiedenen Lebensmittelmatrices mit
Hilfe von Stabilisotopen als internen Standards, HPLC-Trennung und einer Detektion
durch ESI-Tandem-Massenspektrometrie erfolgte durch Freisleben 2002 (5), wobei
es erstmalig gelang, alle 5 Vitamere selektiv in komplexen Lebensmitteimatrices

zuverlassig zu quantifizieren.

2 Material und Methoden

Material:
Die Proben (jeweils 1 kg) wurden in Lebensmittelgeschéaften und Obst- und

Gemusemarkten in Minchen gekauft, Sorte und Herkunft der Proben dokumentiert

und umgehend fur die Folatanalyse aufgearbeitet.



Methodenbeschreibung (3-5):
a) Probenaufarbeitung Lebensmittelgruppen Gemiise und Frichte, Milch und

Milchprodukte, Eier, Fleisch und Fisch:

Um die Homogenitat des Probenmaterials auch bei einer zu erwartenden
inhomogenen Verteilung des Folats, wie z. B. bei Brokkoli, zu gewahrleisten, werden
relativ groRe Probenmengen zunéchst grob zerkleinert, mit flissigem Stickstoff
eingefroren und in einer Mulinette vermahlen. Direkt nach der Einwaage von je ca. 1-
3 g Probenmaterial in Sovirellgléser, werden die Proben mit je 10-15 mL Wilson-
Horne-Puffer (pH 7,85; 2% Ascorbinsaure; 0,2 M Mercaptoethanol) tberschichtet, die
markierten internen Standards (ca. das 2 bis 3fache der zu erwartenden Menge an
Folat) zugesetzt und die resultierende Probenlésung mit Argon beschichtet.
Anschliefend erfolgt ein 10 minutiger Erhitzungsschritt im siedenden Wasserbad und
eine anschlieRende sofortige Abkihlung im Eisbad von ca. 2 min. Mit einer
Temperatur von ca. 30-35 °C werden proteinreiche Proben mit je 3 mg/g Probe
Protease versetzt, mit Argon beschichtet und 5-6 h bei 37 °C inkubiert, anschlieftend
10 min zwecks Inaktivierung der Protease im siedenden Wasserbad erhitzt und nach
dem Abkihlen mit 100 pL Rattenserum zur Dekonjugation der Folate versetzt und
erneut Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Nach einem letzten Erhitzungsschritt werden
die Proben zentrifugiert, die Uberstande membranfiltriert und anschlieRend via
Festphasenextraktion (SPE) oder Affinitdtschromatographie (AC) fur die sich
anschlieBende Chromatographie aufgereinigt.

Starkehaltige Proben werden vor dem Proteinabbau zusétzlich einer Inkubation mit
Amylase unterworfen (2h bei 37 °C) (vgl. auch Abb. 2.1a). Die Festphasenextraktion
(SPE) erfolgt unter Verwendung von Bakerbond SAX-Kartuschen (quaternédres Amin
N*, J.T. Baker). Die fur die Affinitdtschromatographie benétigten S&ulen sind nicht
kommerziell erhaltlich und werden daher unter Verwendung u.a. von Aktivester-

Agarose Affigel-10 und folatbindendem Protein (FBP) selbst hergestelit.

b) Probenaufarbeitung Lebensmittelgruppen Gelreide und Hiilsenfriichte (vgl. 3.1.1
(22): (vgl. auch Abb. 2.1 b)

Wie unter a) beschrieben werden die Proben bis zum Inkubationsschritt mit a-
Amylase und Protease behandelt und anschliefend 10 min auf 100 °C erhitzt. Der

pH-Wert der Proben wird auf pH 7 eingestellt, membranfiltriert und tber SPE



aufgereinigt sowie erneut auf pH 7 eingestellt. Es wird 100 uL Rattenserum und 2 mL
Hiithnerpankreas-Losung zugesetzt und bei 37 °C Uber Nacht inkubiert. Um die
konjugase Aktivitait zu testen wird der Probe vor Dekonjugation 1ug
Pteroyltriglutamat zugesetzt. Die Proben werden zentrifugiert und membranfiltriert fir

die HPLC-MS/MS-Messung eingesetzt.

a) Gemiuse u. Obst, Milch, Eier Fleisch

Probe in fl. N, einfrieren und
vermahlen, einwiegen

Zusatz des isotopen-
Erhitzen < markierten Standards

(10 min 100°C)

Inkubationsschritt
Protease oder a-Amylase oder o-Amylase + Protease

b) Getreide und Hilsenfriichte

Erhitzen
(10 min 100°C)

Folatkonjugase~Behahdlung
Rattenserum

Folatkonjugase-Behandlung

SPE/AC
Rattenserum/ Hithnerpankreas-Lsg.

HPLC-MS/MS

Abb.2.1 Schema zur Probenaufarbeitung Lebensmittelgruppen a) Gemise und
Frichte; Milch und Milchprodukte; Eier Fisch und Fleisch b) Getreide und
Hulsenfrlichte

Chromatographische Trennung und Detektion: Die chromatographische Trennung
erfolgt an einer Thermo Separations HPLC-Anlage (RP-18 Trennséule; FlieRmittel
Ameisensaure 0,1% -Acetonitril, Gradienten Elution). Die Detektion erfolgt an einem

TSQ Quantum Classic Massenspektrometer (Finnigan MAT, Bremen) mit

10



wechselbarer API-Quelle Die MS-MS-Messungen werden im ESI® Modus
durchgefiihrt (Abb. 2.2).
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3 Ergebnisse
3.1 Ausfithrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

3.1.1 Methodenoptimierung der SIVA fir Getreide und Hilsenfriichte

Da zur Folatbestimmung als interne Standards nur die Monoglutamatformen
vorliegen, missen die in Lebensmitteln héufig als Polyglutamate enthaltenen
Folatvitamere in die Monoglutamate tiberfuhrt werden. Dies wurde bisher nach dem
im Hause Ublichen Verfahren (4) durch den Einsatz einer in Rattenserum enthaltenen
Konjugase erreicht. Nachdem eine neue Charge dieses Materials fr die Vielzahl der
zu erwartenden Bestimmungen besorgt wurde, stellte sich heraus, dass diese weit
weniger aktiv war und ein Umsatz von nur 40 % zu erreichen war. Daher wurde eine
zusatzliche Folatkonjugase aus Huhnerpankreas der Firma Difco, USA, zum Abbau
der Polyglutamate eingesetzt. Da letzteres Enzym Polyglutamate nur zu
Diglutamaten abbaut, wirkt es nur in Kombination mit Rattenserum, das den weiteren
Abbau der Folate zu Monoglutamaten bewirkt. Mit Zugabe von Rattenserum und
Huhnerpankreas-Lésung konnte schlieRlich in reine Pteroyltriglutamatiésungen eine

Konjugaseaktivitat zwischen 80 und 96% erzielt werden (Tab. 3.1).

Tab. 3.1: Umsatzraten von Pteroyltriglutamat zu Folsdure bei verschiedenen
Enzymzusatzen
Konjugasebehandlung Umsatz (%)
nur Rattenserum 42
Rattenserum+1 mL Hihnerpankreas-Lsg. 51
Rattenserum +2 mL Hihnerpankreas-Lsg. 96

Da die Konjugaseaktivitat in Lebensmittelextrakten im Vergleich zur denjenigen in
reinen Pteroylpolyglutamatiésungen deutlich geringer war und nur zwischen 20 und
45 % lag, waren weitere Modifizierungen der Aufarbeitung nétig. Die Tatsache, dass
in reiner Triglutamatiésung und  Lebensmittelextrakten  unterschiedliche
Konjugaseaktivitdten auftreten, legt den Verdacht nahe, dass Konjugaseinhibitoren
den vollstandigen Polyglutamatumsatz verhindern. Die Existenz dieser Inhibitoren,
v.a. in pflanzlichen Lebensmitteln, wurde auch schon von verschiedenen anderen
Autoren vermutet.

Da Folate sehr gut durch Anionentauscher gereinigt werden kénnen, wurde mit Hilfe
von lonentausch-Festphasenkartuschen (SPE) versucht, die Inhibitoren aus den
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Proben zu eliminieren. Dazu wurde die SPE-Extraktion vor Zugabe der Konjugasen
durchgefihrt, was schlieRlich zur gewiinschten Umsatzsteigerung (Tab. 3.2) fuhrte.
Dabei musste auch darauf geachtet werden, dass die Extrakte auf das pH - Optimum
der Konjugasen bei pH 7 eingestellt wurde. Auch in einer Lebensmittelprobe (rote

Linse) wurde ein optimaler Polyglutamatumsatz von 102 % erreicht.

Tab. 3.2: Umsatzraten von Pteroyltriglutamat in Linsenextrakt zu Folsdure bei

verschiedenen Enzymzusatzen

Konjugasebehandlung Umsatz (%)
nur Rattenserum 7
Rattenserum + 1 mL Hihnerpankreas-Lsg. 45
Rattenserum + 2 mL Hithnerpankreas-Lsg.

nach Entfernung von Konjugaseinhibitoren, ohne pH-Kontrolle >
Rattenserum + 2 mL Hithnerpankreas-Lsg. 102

nach Entfernung von Konjugaseinhibitoren, nach pH-Kontrolle

Die Notwendigkeit der Umsatzsteigerung wird beim Vergleich der resultierenden
Gesamftfolatgehalte von unterschiedlichen Lebensmittelproben deutlich.

Aus Tabelle 3.3 wird am Beispiel verschiedener Hilsenfriichte ersichtlich, dass mit
der neuen Methode, in Verbindung mit einer optimalen Konjugaseaktivitat, ein weit
héherer Gesamtfolatgehalt ermittelt wird als mit der sehr niedrigen Konjugaseaktivitét

der urspriinglichen Methode.

Tab.3.3: Vergleich verschiedener Enzymzusatze anhand ausgewahlter Hilsenfrichte

Enzymzusatz

Rattenserum + 2mL Hihnerpankreas-Lsg.

nur Rattenserum nach Entfernung von Konjugaseinhibitoren

und pH-Kontrolle

Hulsenfrucht Gesamtfolat ~ Konjugase- Gesamtfolat Konjugase-
1g/100g aktivitat Hg/100g aktivitat

rote Linse 70 8 % 178 102 %

tiefgekuhlte Erbse 50 4 % 146 74 %

tiefgekiihlte Bohne 13 7% 98 92 %




3.1.2 Ergebnisse der Folatquantifizierung

3.1.2.1 Lebensmittelgruppe Hilsenfrichte
Wie aus der Tabelle 3.4 der Anlage 7.1 ersichtlich, liegen die mittels SIVA ermittelten

Gehalte an Gesamtfolat in getrockneten Leguminosensamen zwischen 10 und mehr
als 300 ug/ 100g essharem Anteil. Die héchste Konzentration von 318 ug/100g
wurde flr Sojabohnen gemessen, gefolgt von Mungbohne und Kichererbse mit
knapp 280 ug/ 100g. Die Konzentrationen in der roten Linse (geschalt) und der
Kidneybohne liegen um 100 ug niedriger. In einem Konzentrationsbereich von 100-
150 pg/100g Gesamtfdlat liegen weille-, schwarze Bohnen, Schwarzau}genbohnen
sowie grinen Linsen. 50 bis 100ug/100g Gesamtfolat wurden fur die Erdnuss und die
Riesenbohne verzeichnet. Erbsen zeigten den niedrigsten Gesamtfolatgehalt von 10-
20 pg/100g. Der Kochverlust bei den gekochten getrockneten Samen liegt, unter
Berticksichtigung der Wasseraufnahme, bei griinen Linsen und weilen Bohnen bei
ca. 30 %, bei griinen Erbsen zeigte sich ein Verlust um ca. die Halfte.

Die Folatgehalte von frischen Erbsen und frischen griinen Bohnen, jeweils ganze
Schoten mit Samen analysiert, liegen zwischen 40 und 90 ug/100g, wobei ein
entsprechend grolRer naturlicher Schwankungsbereich bei den gemessenen
Bohnenproben zu verzeichnen ist.

Die analysierten Dosenprodukte zeigen infolge des hoheren Wassergehaltes im
Vergleich zu den trockenen Samen sowie dem Verarbeitungsschritt insgesamt
geringere  Folatgehalte von 4  (grine  Bohnen) bis 70  ug/100g
(Schwarzaugenbohnen). Die frischen gekochten griinen Bohnen (37 ug/100g) zeigen
durch den Kochvorgang annéhernd keine Folatverluste (Ausgangskonzentration aus
demselben Probenmaterial 37ug/100g). Die Werte von frischen Erbsen, getrockneten
Samen und dem entsprechenden Dosenprodukt lassen sich nicht vergleichen, da sie
nicht aus demselben Ausgangsmaterial hergestellt sind und daher mit relativ grof3en
nattrlich auftretenden Schwankungen des Ausgangsmaterials zu rechnen ist.

Fur die im Handel erhaltlichen Tiefkihlprodukte, meist blanchiert und tiefgefroren,
konnten relativ hohe Folatgehalte von 70-100 ug/100 g gemessen werden.

Vergleich der Ergebnisse mit Literaturdaten, gemessen mittels HPLC bzw.
mikrobiologischen Assays:

Betrachtet man die in der Literatur bisher verflgbharen, vornehmlich mittels
mikrobiologischer Assays bestimmten Werte, so zeigen sich insbesondere bei den

getrockneten Leguminosensamen signifikante Unterschiede zu den hier durch SIVA
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analysierten Daten. Die mikrobiologisch bestimmten Werte (Tab. 3.4 Anlage 7.1, Lit.
24 u. 25) liegen um den Faktor 2 bis 3 (Kichererbse, Linse grtn, weille- und
schwarze Bohnen, Kidney- und Mungbohnen), im Falle der Schwarzaugenbohne um
den Faktor 4 sowie bei der Erbse um das 14 bis 27fache héher verglichen mit den
durch SIVA ermittelten Gehalten. Ausnahme sind die fir die Sojabohne vorhandenen
Daten (Lit. 24, 25 und 26), die im GroRenordnungsbereich der SIVA - Werte liegen.
Die mittels herkémmlicher HPLC-Methoden bestimmten Daten (Lit. 23) fur frische
Erbsen und grine Bohnen sowie getrocknete Samen von Erbse, griner Linse und
weiRer Bohne liegen im Bereich der mittels SIVA gemessenen Daten mit Ausnahme
des hohen Wertes flr getrocknete Erbsensamen.

Die durch SIVA bestimmten Gesamtfolatgehalte der frischen Leguminosen liegen in
einem den natirlichen Einflissen (Klima, Varietat usw.) entsprechenden grofen
Schwankungsbereich, wobei die HPLC-Daten (Lit. 23) an der Obergrenze des
jeweiligen Schwankungsbereichs liegen. Hier ist zu berlicksichtigen, dass aus den
Publikationen nicht immer klar zu entnehmen ist, ob nur der griine Same oder die
ganze Schote zur Analyse eingesetzt wurde.

Die in Literatur 24 und 29 zu findenden Folatdaten zu den jeweiligen
Dosenprodukten liegen im GroRenordnungsbereich der mittels SIVA bestimmten
Werte. Im Falle der Tiefkiihlprodukte ist zu berticksichtigen, dass die Proben der
entsprechenden Literaturwerte zunachst gefroren und anschlieffend gekocht wurden,
wahrend es sich bei unseren Proben um die unverarbeitete Tiefklhlware handelt.
Dies wiirde die signifikant niedrigeren Literaturdaten erklaren.

Aus dem Vergleich der im Rahmen dieses Projekies mittels SIVA analysierten
Werten mit Literaturdaten zeigt sich einerseits, dass insbesondere die
mikrobiologischen Assays im Falle der getrockneten Samen ein Matrixproblem
aufzeigen und signifikant erhdhte Konzentrationen ergeben. Die durch herkémmliche
HPLC-Methoden ermittelten Werte bewegen sich eher an der Obergrenze der durch

SIVA  gemessenen Daten. Auch hier sind zT. methodenbedingte

Messungenauigkeiten zu vermuten.

3.1.2.2 Lebensmittelgruppe Getreide
Bei der Untersuchung der Folatgehalte der Lebensmittelgruppe Getreide und

Getreideprodukte wurde der Schwerpunkt auf die meist verzehrten Produkte gelegt:
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Reis, Brot, Bier und Backwaren bzw. auch Produkte mit hohen Folatgehalten wie z.
B. Weizenkeime und Kleie (Tab 3.5 Anlage 7.1).

Folatgehalte und Vergleich mit Literaturdaten:

Getreidekérner: Die in Getreidekérnern analysierten Gesamtfolatgehalte liegen
zwischen 16 ug/ 100g (geschélter Reis) bis zu 69 pg/ 100g bei Gerste bzw. 72 g/

100g Grunkern. Es findet sich insgesamt in der Grolenordnung eine gute

Ubereinstimmung mit den Literaturdaten, insbesondere mit den mikrobiologisch
ermittelten Werten, fur die meisten Getreidekérner existieren noch keine Uber
HPLC/FD gemessenen Daten. Im Falle des Roggens sind die Literaturwerte deutlich |
hoher, insbesondere der HPLC-Wert (Lit. 23). Auch beim Weizen liegt der HPLC
Wert hoher als der mittels SIVA analysierte Folatgehalt.

Getreidemehle: Untersucht wurden die zur Herstellung von Brot gangig verwendeten

Mehisorten von Roggen und Weizen. Gefunden wurden Konzentrationen von
durchschnittlich 19 bis 37 pg/ 100g. Der Folatgehalt zeigt im Mehl eine Zunahme mit
steigendem Ausmahlungsgrad, liegt aber niedriger als der Folatgehalt im
unverarbeiteten Korn, erklarbar durch das Fehlen des Getreidekeims, der nicht
mitverarbeitet wird und einen sehr hohen Gehalt aufweist (Weizenkeime: 538 pg/
100g). Zu den Getreidemehlen findet man in der Literatur so gut wie keine Daten.

Getreideprodukte auller Brot:
Zu diesen Produkten zahlen wenig verarbeitete Waren wie z.B. Weizenkeime, - kleie

und -griell sowie Haferflocken aber auch extrudierte Ware wie z.B. Nudeln und
fermentierte Produkte wie Weizenkeimlinge und Bier. In dieser Gruppe weisen
Weizenkeime und auch -kleie und keimlinge mit 538 bzw. 173/172 pg/ 100g den
hoéchsten Gehalt auf, auch Dinkelflocken zeigen einen sehr hohen Gehalt mit 150 pg/
100g Gesamtfolat. Nudeln, Cornflakes und Bier liegen deutlich niedriger in ihren
Folatgehalten. Gekochte Teigwaren zeigten unter Berlcksichtigung der
Wasseraufnahme beim Kochvorgang keine signifikanten Verluste. Im Vergleich mit
den Literaturdaten findet sich z. T. eine recht gute Ubereinstimmung, im Falle des
Bieres liegen die Werte dieser Untersuchungen bei allen drei Sorten deutlich tber
den Literaturwerten. Zurlickzufhren kénnte dies auf die international abweichenden
Rezepturen bei der Bierherstellung sein. Auch die Literaturdaten flr die
Weizenprodukte weichen z.T. erheblich von den gefundenen Daten ab, zeigen

jedoch auch zwischen den angewendeten Methoden und den einzelnen
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Publikationen groe Abweichungen, evtl. zurtickzufihren auf Matrixeinflliisse bei der

Aufarbeitung.

Brot und Kleingeb&ck:
In dieser Lebensmitteluntergruppe wurde aufgrund vorliegender Verzehrsdaten der

Schwerpunkt der Untersuchungen auf Roggenweizen- und Weizenroggenmischbrote
sowie Toastbrot gelegt. Die hochsten Folatgehalte konnten fur Kndckebrot mit 89 ug
/100g sowie Weizenvollkornbrot mit 58, Weizenvollkorntoast mit 54 und
Weizentoastbrot mit 52 pg/ 100g analysiert werden. Es folgen mit etwas geringeren
Gehalten Brotchen (Semmeln) mit 33 pg/ .100g sowie beide Arten von Mischbroten
mit ca. 30 pg/ 100g sowie Pumpernickel mit 24 pg/ 100g. Fir reines Roggenbrot und
Roggenvollkornbrot wurden niedrigere Folatgehalte festgestellt. Die Ursache der in
den reinen Roggenprodukten niedriger liegenden Werten konnte mit dem fehlenden
Hefezusatz bei der Herstellung in Verbindung gebracht werden, die bei Weizenbrot
einen signifikanten Eintrag von Folaten in das Endprodukt bewirkt.

Bei einem Vergleich mit Literaturdaten muss berlicksichtigt werden, dass fur die
Brotherstellung im Ausland andere Rezepturen verwendet werden. Dies kann den
Folatgehalt im Endprodukt signifikant beeinflussen. Die mittels SIVA gemessenen
Werte zu verschiedenen Weizen- und Roggenbrotsorten sowie Brotchen korrelieren
gut mit den in der Literatur zu findenden, durch HPLC ermittelten Daten von

deutschen Produkten (Lit. 23). Im Falle der ausldndischen Daten treten gréRere

Abweichungen auf.

3.1.2.3 Lebensmittelgruppe Friichte und Gemise

Unter Berlcksichtigung der Daten aus den aktuellen nationalen Verzehrsstudien
(Bayerische Verzehrserhebung 1995 und 2002) und anderen statistischen Daten
zum Lebensmittelverbrauch in Deutschland (Eurostat (30)) sowie den aus der
Literatur bekannten Folatkonzentrationen in Lebensmittelrohstoffen wurden Gemuse
und Friichte ausgewahlt, die aufgrund ihrer Verzehrsmengen und Folatgehalte einen
signifikanten Beitrag zur Folatversorgung leisten. Dementsprechend wund in
Abhangigkeit der ersten erhaltenen Analysenergebnisse wurden, um jahreszeitliche
Einflisse, Sorten- und evtl. weitere Einflisse festzustellen, von ausgewahlten Obst-
und Gemusesorten jeweils bis zu 10 Proben untersucht (z.B. Kartoffel, Tomaten,

Apfel, Kopfsalat). Die Proben wurden in Lebensmittelgeschéften und Obst- und
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Gemuisemarkten in Muanchen gekauft und umgehend fir die Folatanalyse
aufgearbeitet.

Wie in Tabelle 3.6 Anlage 7.1 zusammengestellt, reichen die durchschnittlichen
Folatgehalte der untersuchten Fruchte und Gemisesorten von & pg/ 100g  beim
Apfel bis zu mehr als 140 ug/ 100g im Spinat. Ebenfalls hohe
Gesamtfolatkonzentrationen von 119 und 94 pg/ 100g wurden fur Hasel- bzw.
Walniisse festgestellt. Der héchste Wert wurde bei den verarbeiteten Produkten in
.Tomatenmark'mit ca. 150 ug/ 100g analysiert. Im Konzentrationsbereich zwischen 50
und 100 upg/100g wurden Gesamtfolatgehalte voh Blumenkohl, griinen Chillis, rote
Paprika, Lauch und Avocado gemessen. Es folgen mit Werten zwischen 25 und 50
ug/ 100g Tomaten, Brokkoli, Wirsing, WeiRkohl, Rote Beete, gelbe Paprika,
Kopfsalat, Erdbeeren, Kirschen, Cashew Nusse, Mandeln und Dosentomaten bei
den verarbeiteten Produkten. Fur Kartoffeln, Karotten, griine Paprika, Zucchini,
Orangen, Bananen und Apfel sowie Apfel-, Tomaten- und Orangensaft wurden
Gehalte im Bereich von 5 bis 25 pg/ 100g gemessen.

Einfliisse durch Jahreszeit, Sorte und Lagerung: Bei der Untersuchung 10
verschiedener Kartoffelproben konnten unterschiedliche Konzentrationsbereiche fir
Lagerware (Frilhherbst 2005) und fur das Uber den weiteren Versuchszeitraum
analysierte Probenmaterial mit 5 — 10 upg/ 100g bzw. 12 - 31 ug/ 100g
Gesamtfolatgehalt gefunden werden. Weiterflihrende systematische Untersuchung
Kartoffeln gleicher Sorte unter definierten Lagerbedingungen kénnten diese ersten
Ergebnisse naher beleuchten. Fuir Tomaten konnte einerseits ein saisonaler Einfluss
festgestellt werden: die Folatgehalte der Sommerware lagen zwischen 20 und 73 pg/
100g, fur Winterware zwischen 8 und 14 pg/ 100g. Weiterhin konnten fur die Sorten
Flaschen- oder Eiertomate, Strauchtomate und Cocktailtomate unterschiedliche
Gehalte gemessen werden, wobei die Strauchtomate den niedrigsten Wert von 20
ug/ 100g und die Cocktailtomate den héchsten Gehalt von 73 pg/ 100g aufwies. Bei
der Untersuchung 6 verschiedener Apfelsorten ergaben sich ebenfalls abweichende
Werte zwischen den Sorten, die héchsten Gehalte wurden fiir Jona Gold und Boskop
mit 7 bzw. 10 pg/ 100g analysiert. Weiterfuhrende systematische Untersuchungen zu
diesen saisonalen und sortenbedingten Einflissen waren sinnvoll. Ein Reifeeinfluss
kénnte die Ursache der verschieden hohen Werte von griinen, gelben und roten
- Paprika sein, die wéhrend dieser Untersuchungen gemessen wurden, entsprechend

unterschiedliche Werte sind auch in der amerikanischen N&hrwerttabelle
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dokumentiert (Lit. 24). Um diesen Einfluss jedoch statistisch abzusichern bedarf es
weitergehender Messungen verschiedener Paprikaproben.

Die Analyse von Wal- und Haselnlssen ausgehend von Untersuchungsmaterial ohne
und mit Schale ergab fur das Probenmaterial ohne Schale deutlich niedrigere Werte
als fir das mit Schale gelagerte Probenmaterial. Vermutlich handelt es sich um einen
Einfluss durch die Lageratmosphadre und auch die Dauer der Lagerung. Fur die
analysierten Kohlgemtisesorten Brokkoli, WeilRkohl und Wirsing sowie flir Karotten,
Kopfsalat Spinat, Bananen und Orangen konnten solche Einfliisse im Rahmen dieser
Messungen nicht festgestellt werden. Hier sind die ermittelten natirlichen
Schwankungsbereiche etwas kleiner.

Vergleich mit Literaturdaten: In Tabelle 3.6 Anlage 7.1 sind die durch SIVA in diesem
Projekt ermittelten Daten mittels Mikrobiologischer Assays und HPLC/FD
analysierten Literatur-Werten gegentbergestellt. Gute Ubereinstimmung mit den
Literaturdaten unter Berlicksichtigung der gefundenen Schwankungsbereiche zeigt
sich fur folgende Lebensmittel: Kartoffeln, Spinat, Weif- und Blumenkohl, Avocado,
Bananen, Mandarinen, getrocknete Feigen und Nlsse (ausgenommen Erdnuss, vgl.
3.1.2.1 unter Hulsenfriichten). Erhéhte Literaturdaten gegentber den gemessenen
SIVA-Werten bestimmt mittels HPLC/FD (insbesondere Lit. 23) sind fur Karotten,
Lauch, Kopfsalat, Apfel und Orangen zu vermerken. Hier sind methodisch bedingte
Messungenauigkeiten der HPLC/FD als Ursache zu vermuten, wie bereits unter 1.2
und 3.1.2.1 beschrieben. Insgesamt deutlich niedrigere Werte als in der Literatur
beschrieben wurden fiur die Kohlgemise Brokkoli und Wirsing, Zucchini und Rote
Beete gemessen. Zu den letzteren beiden liegen allerdings nicht genug Werte vor,
um diese Differenz abzusichern. Eine Erklarung flir den héheren Wert im Falle der
MA Methode koénnten die sehr unterschiedlichen Intensitdten der Reaktion der
Mikroorganismen , d.h. "Responses"”, auf die Uber 50 verschiedenen Folatderivate
sein, die in Lebensmitteln vorkommen k&nnen. Das Messsystem wird extern lediglich
mit Fols&ure als externem Standard geeicht. Besonders grofie Responses flir wenige
Vitamere konnten diesen Unterschied hervorrufen. Eine andere Mdglichkeit waren in
diesen Lebensmitteln vorkommende Verbindungen unbekannter Struktur, die bei der
Probenaufarbeitung nicht abgetrennt werden und bei den Mikroorganismen ein
verstarktes Wachstum hervorrufen. Ein  direkter Methodenvergleich anhand
identischer Proben zwischen der SIVA und den mikrobiologischen Assays hat diese

Diskrepanzen bestatigt. Um diese Frage hinreichend zu klaren, sind umfangreiche
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detaillierte Studien notwendig. Andererseits wurden flr griine Chillies, Weinbeeren
und Apfelsaft deutlich héhere Werte als in der Literatur gefunden. Die Literatur-Daten
zu Kirschen liegen im Falle der MA deutlich niedriger, im Falle der HPLC/FD viel

héher als die von uns mit Hilfe der SIVA gemessenen Daten.

3.1.24 Lebensmittelgruppe Milch
Aus der Lebensmittelgruppe der Milch und Milchprodukte wurden die gangigsten

Konsummilchsorten sowie Milchprodukte und auch Trockenmilchprodukte, als
wichtige Bestandteile von verarbeiteten Lebensmitteln, untersubht (Tab 3.7 Anlage
7.1):

Konsummilch: Die Gesamtfolatkonzentration in den gangigen Konsummilchen wurde
mit Werten zwischen 5 und 9 ug/ 100g analysiert. Frauenmilchproben einer
Probandin mit und ohne Folsauresupplementierung zeigten Werte von 14 bzw. 7 ug/
100g. Die mittels SIVA gemessenen Daten korrelieren gut mit den Literaturwerten,
sofern vorhanden. Die wenigen Uber HPLC/FD Methode ermittelten Daten liegen
etwas niedriger. Der Folatgehalt der Ziegenmilch gemessen mit mikrobiologischer
Methode liegt deutlich unter dem im Rahmen dieser Untersuchungen ermittelten
Wertes.

Milchprodukte: Das untersuchte Spektrum an Milchprodukten weist Folatgehalte von
7 (Sahne und Kondensmilch) bis tber 140 pg/100g (Camembertkdse) auf, in
Abhangigkeit des Verarbeitungsprozesses, inshesondere fermentativer Vorgénge bei
der Herstellung der Produkte. Im niedrigsten Konzentrationsbereich bis ca. 10
Hg/100g findet man neben den beiden erst genannten Produkten Vollmilchjoghurt,
Kefir und Buttermilch, gefolgt von Sauermolke, Joghurt und Speisequark
verschiedener Fettstufen, Feta-, Emmentaler- und Edamer Kédse im
Konzentrationsbereich von 10 — 25 pg/ 100g. Werte zwischen > 25 und 50 pg/ 100g
wurden flr Frischkdsesorten analysiert. Herausragend hohe Werte zeigt
Camembertkdse, insbesondere die fettreduzierten Sorten mit bis zu 143 ug/ 100g.
Hier scheint die fettdrmere Matrix ein Vorteil gegeniiber den anderen Sorten fir die
fermentative Tatigkeit der Mikroorganismen zu sein. Die Literaturdaten liegen in den
meisten Fallen etwas niedriger als die Uber SIVA gemessenen Werte, jedoch im
gleichen Gréfienordnungsbereich.

Trockenmilchprodukte:  Die im  Rahmen dieser Studie  untersuchten

Trockenmilchprodukte zeigten Gesamtfolatkonzentrationen zwischen 21 und 56 ug/
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100g, wobei die fettdrmeren Produkte Trockenbuttermilch, -magermilch und —molke
Werte von ca. 50 ug/100g aufwiesen und Trockenvollmilchpulver lediglich 20 pg/
100g. Evtl. kénnten auch die Bedingungen der Trocknung Einfluss auf die
Folatkonzentrationen im Endprodukt haben. Aus diesem Grund sind auch die
verfligbaren Literaturdaten in diesem Fall nicht direkt vergleichbar, da keine weiteren

Informationen zu dem jeweiligen Herstellungsprozess vorliegen.

3.1.2.5 Lebensmittelgruppe Eier, Fleisch und Fisch _
Um auch einen kurzen Einblick in diese Lebensmittelgruppe zu bekommen, wurden

einzelne ausgewahlte Lebensmittel mit relativ hohem Folatgehalt, wie z. B. Hithnerei,
verschiedene Lebersorten und auch Hefe untersucht, sowie einige Fleischsorten und
zwei gangige Speisefische (Tab 3.8 Anlage 7.1).

Ei: Untersuchtes Hilhnerei (Vollei, roh) zeigte eine durchschnittliche Konzentration
von 74 ug/ 100g, sehr gut Ubereinstimmend mit dem Literaturwert von (Lit. 23)
bestimmt mittels HPLC/FD, der mikrobiologische Wert liegt etwas niedriger. Die
Analyse von rohem Eiklar und Eigelb ergab, wie auch durch Literaturdaten
beschrieben, dass anndhernd das gesamte Folat im Eigelb lokalisiert ist. Fir rohes
Eiweil wurde nur 1 pg/ 100g Gesamtfolatgehalt gemessen, wahrend Eigelb knapp
Uber 200 pg/ 100g Folat aufwies. Die Literaturwerte sind fir das Eiweild etwas héher,
fir das Eigelb etwas niedriger als die durch SIVA ermittelten Werte. Eiweild eines
gekochten Eis enthalt im Durchschnitt 137 pg/ 100g, d.h. wéhrend des Kochvorgangs
findet eine Verteilung der Folate im Ei statt.

Fisch: Fur rohen Kéhler (Seelachs) wurden mittels SIVA 8 ug/ 100g gemessen und
fir rohen Kabeljau (Dorsch) 29 ug/ 100g. Die Werte liegen im Vergleich zu den Gber
mikrobiologische Methode oder HPLC/FD analysierten Literaturdaten deutlich hdher.
Insbesondere beim Kabeljau kdnnte der Beitrag zur Folatversorgung unterschatzt
worden sein. Eine weitere Untersuchung dieser und anderer Fischarten wére
interessant, um diese Frage im Detail zu klaren.

Fleisch:  Fur vier verschiedene Tierlebersorten wurden Folatkonzentrationen
zwischen 320 und 1600 pg/ 100g ermittelt. In der Literatur findet man sehr
unterschiedliche Werte flr jeweils eine Leberart. Die Analyse zwei verschiedener
Kalbsleberproben mit knapp 300 und 770 ug/ 100g zeigt, dass die Gehalte sehr
unterschiedlich sein kdnnen, evtl. zurlickzuflhren auf den Ernahrungsstatus des

jeweiligen Tieres. Leberwurst wurde mit einem Gesamtfolatgehalt von 52 ug/ 100g
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analysiert. Vergleichbare Literaturdaten von nationalen Produkten liegen nicht vor.
Rohes Schweine-, Rind-, Kalb- und Putenfleisch wies Folatgehalte zwischen 1 und 3
g/ 100g auf, gegeniiber Huhnerfleisch mit 6 pg/ 100g. In diesem Fall korrelieren die
tiber HPLC/FD gemessenen Literaturdaten sehr eng mit den SIVA - Daten, wéhrend
die mikrobiologisch analysierten Werte deutlich hther liegen.

Fur Bé&ckerhefe wurden knapp 300 pg/ 100g Folat analysiert, wobei die

Literaturdaten z.T. mehr als doppelt so hoch liegen.

3.2 Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Hauptziel dieses Projektes war die Uberprifung der Datenlage zum Folat, bzw. die
Schaffung einer zuverldssigen Datengrundlage fiir die nationalen Nahrwerttabellen
Bundeslebensmittelschlissel (BLS) und Souci-Fachmann-Kraut (SFK), um ein
praziseres Instrument fur die Auswertung nationaler Verzehrserhebungen zur
Verfiigung stellen zu kdénnen. Wie aus den vorangegangenen Abschnitten der
Ergebnisbeschreibung ersichtlich, findet man bei der Untersuchung des
Gesamtfolatgehaltes von Lebensmittelrohstoffen gréfitenteils eine sehr gute
Ubereinstimmung mit den Literaturdaten analysiert mittels der herkdmmlichen
mikrobiologischen Methode oder auch mit neueren HPLC/FD-Werten. Jedoch sind
gebietsweise Abweichungen von den bisher bekannten Daten zu finden: im Bereich
der getrockneten Hulsenfriichte sowie den Kohlgemusen Brokkoli und Wirsing
wurden signifikant niedrigere Gehalte gemessen, fir Weinbeeren und Apfelsaft
wurden deutlich héhere Konzentrationen festgestellt.

In der Lebensmittelgruppe Getreide zeigen verschiedene Brotsorten deutliche
Abweichungen von den Literaturwerten. In der folgenden Tabelle sind exemplarisch
Gesamtfolatkonzentrationen von Weizen, Weizenbrotsorten, bzw. Roggen u.
Roggenbrotsorten, Reis und Kartoffeln als haufig verzehrte Stérkelieferanten aus
dem BLS 1.3 den Daten dieser Studie gegenlbergestellt.

Die BLS-Daten fur Weizenbrote sind z.T. deutlich niedriger, diejenigen flur
Roggenbrote erheblich héher als die in dieser Studie analysierten Daten und
Kartoffeln zeigen bei der Messung mittels SIVA durchschnittlich nur die Halfte der
Folatkonzentration. Auch beim Reis gibt es teilweise Abweichungen von den
Literaturdaten. Demnach ist also anzuraten, die BLS-Daten grindlich zu tberprifen
und gebietsweise zu Uberarbeiten, um eine zuverlassigere Datengrundlage flr die

Auswertung der nationalen Verzehrserhebungen zur Verfiigung stellen zu kénnen.



Da durch die Untersuchung verschiedener Obst- und Gemisesorten, insbesondere
Tomaten und Kartoffeln ein signifikanter jahreszeitlicher Einfluss, aber auch
Lagerungseinfluss auf den Gesamtfolatgehalt festzustellen war, kann, wie es auch
allgemein bzgl. des Vitamingehalts von Obst und Gemise getan wird, empfohlen
werden, diese pflanzlichen Lebensmittel nach Saison zu verzehren, lange

Lagerzeiten zu vermeiden und optimale Lagerbedingungen zu wahlen.

Tab.3.9: Vergleich der Gesamtfolat Daten des Bundeslebensmittelschlissels

Version BLS [I.3 mit Ergebnissen ermittelt iber SIVA [ug/ 100g]

Lebensmittel BLS I1.3 Daten SIVA
Weizen, ganzes Korn 49 60
Weizenvollkornbrot 34 58
Graubrot, Weizenmischbrot 38 27
Weilibrot 17 14
Brotchen, Semmel 9 33
Weizentoastbrot 25 52
Roggen, ganzes Ko 56 36
Roggenvollkornbrot 36 11
Roggenbrot 44 15
Roggenmischbrot 23 31
Vollkornreis 16 22
Reis, geschalt 29 16
Reis parboiled 11 16
Kartoffeln, roh 30 15

Um weitere Einflisse festzustellen, waren umfangreichere Studien zu dieser
Thematik an einigen ausgewahlten pflanzlichen Lebensmitteln, wie schon unter 3.1.2
erwéahnt, sinnvoll.

Weiterhin kénnen einige Lebensmittel mit relativ hohen Gesamtfolatgehalten fur eine
Steigerung der Folatzufuhr empfohlen werden, darunter fallen insbesondere
Hulsenfrichte, Weizenkeime und - kleie oder auch gekeimter Weizen, bestimmte

Camembertsorten und auch einige Blattgemisesorten. Auch Weizenbrot,

inshesondere Vollkornbrot und Weizentoastbrot weisen relativ hohe Gehalte an Folat



4 Zusammenfassung
Im Rahmen der fir dieses Projekt zur quantitativen Folsduremessung vorgesehenen

Lebensmittelgruppen musste die SIVA insbesondere fur die komplexe
Lebensmittelmatrix der Hulsenfriichte und Getreide optimiert werden.

Die Methodenoptimierung der SIVA fir diese Lebensmittelgruppe fiihrte zu einer
effektiven Entfernung der in Leguminosen natlrlicherweise vorkommenden
Konjugaseinhibitoren, so dass durch kombinierte Anwendung von Rattenserum/
Hihnerpankreas sowie der Extrakireinigung durch lonentauschkartuschen eine
anndhernd volistdndige Konjugaseaktivitdt erzielt werden konnte. Durch die
Verwendung der stabilisotopenmarkierten internen Standards wurden die Verluste
der Analyten korrekt ausgeglichen und damit hervorragende

Methodenvalidierungsdaten erreicht.
Die Ergebnisse der Analyse der verschiedenen Lebensmittelrohstoffe lassen sich wie

folgt zusammenfassen:

Die Analyse des Folatgehaltes von Huilsenfriichten ergab einerseits im Vergleich zu
den Literaturwerten z.T. signifikant niedrigere  Gehalte in trockenen
Leguminosensamen, andererseits zeigte sich im Bereich der verarbeiteten Produkte
eine gute Ubereinstimmung mit den wenigen bereits existierenden Literaturwerten.
Tiefkthlprodukte zeichneten sich durch relativ hohe Gesamtfolatgehalte aus.

Die Analyse von Getreideprodukten ergab eine relativ gute Ubereinstimmung mit den
vorhandenen Literaturdaten. Im Bereich der Weizenprodukie mit hohen
Folatkonzentrationen: Weizenkeimen, Kleie und Keimlingen finden sich gréfiere
Abweichungen von den Literaturdaten. Die héchsten Gesamtfolatgehalte der Gruppe
Brot und Kleingebdck wurden fur Knéckebrot, Weizenvollkornbrot und
Weizentoastbrot analysiert. Roggenbrot weist vermutlich aufgrund des fehlenden
Hefezusatzes niedrigere Konzentrationen auf.

Die hochsten Folatgehalte der Lebensmittelgruppe Gemtiise und Friichte wurden flr
Spinat, Wal- und Haselnlisse gemessen, ebenso findet man sehr hohe Folatgehalte
in Tomatenmark. Grolle Abweichungen von den Literaturwerten wurden fir die
Kohlsorten Brokkoli und Wirsing festgestellt. Zur Aufklarung dieses Sachverhaltes
besteht noch Forschungsbedarf. Weiterhin wurde fir Tomaten ein jahreszeitlicher
sowie auch ein Sorteneinfluss festgestellt, bei Kartoffeln ein Lagerungseinfluss, bei

Apfeln wiederum ein Sorteneinfluss, wobei hinsichtlich dieser Aspekte ebenfalls noch

Forschungsbedarf besteht.



Fur die Gruppe der Milchprodukte wurde insgesamt eine gute Ubereinstimmung mit
den vorhandenen Literaturwerten festgestellt. Besonders hohe Konzentrationen
wurde fur fettarme Camembertsorten gemessen. Insgesamt liegen die fettdrmeren im

Vergleich zu den entsprechenden fetthaltigeren Produkten etwas héher in den

Folatkonzentrationen.
Die Verteilung im Ei verandert sich beim Kochvorgang, wobei sich das zun&chst fast

vollstandig im Eigelb lokalisierte Folat im Ei verteilt. Fur Kabeljau wurde mit knapp 30
Hg/ 100g erstaunlich hoher Folatgehalt analysiert. Die Literaturwerte von rohem
Fleisch wurden bestatigt, die Analysenergebnisse verschiedener Lebersorten

unterlagen grélkeren Schwankungen.

5 Gegeniiberstellung geplante - tatsachlich erreichte Ziele

Die Probenplanung zum vorliegenden Projekt, die Anfertigung der Synthesen der
benétigten Standards, die Methodenentwicklung der SIVA fur die Lebensmittelgruppe
Getreide und Hulsenfriichte sowie die quantitativen Analysen der
Lebensmittelproben aller vorgesehenen Lebensmittelgruppen sind entsprechend den
Vorgaben des Arbeitsplans des Projektes erfolgreich durchgefihrt worden. In
Anhang 7.2 Tabelle 5.1 sind die geplanten Analysenzahlen den tatsachlich
durchgefihrten gegentberstellt. Von den geplanten 400 Analysen wurden 313
durchgefihrt. Im Falle der Untersuchung der Lebensmittelgruppe Gemise und
Frichte wurde in Abhangigkeit der erhaltenen Schwankungsbereiche der ersten
Analysen sowie der auftretenden Einflisse von Sorte zu Sorte die Probenzahl
festgelegt, bzw. festgestellt, dass in einigen Fallen keine weiteren Analysen
notwendig waren. Ebenso wurden punktuell in den anderen Lebensmittelgruppen
interessante Ergebnisse weiterverfolgt und in einigen Fallen die Probenzahlen

verringert, insbesondere im Falle sehr guter Ubereinstimmung mit den in der Literatur

vorliegenden Werten.
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