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Folna kislina ali pteroil-L-glutaminska kislina je sinteti¢na oblika vodotopnega vitamina B,
ki se uporablja v obogatitvi zivil ter pri proizvodnji prehranskih dopolnil. V okviru
diplomske naloge smo ugotavljali vpliv pH topila, temperature ter vpliv svetlobe energijsko
var¢ne sijalke in dnevne svetlobe na stabilnost folne kisline. Ugotavljali smo tudi
antioksidativno aktivnost folne kisline. Z UV-VIS spektrofotometrijo smo spremljali
spremembe v ¢asu 18 ur pri §tirih razliénih pH vrednostih (2, 4, 7 in 9) in pri sedmih razli¢nih
temperaturah (25, 35, 45, 55, 65, 75 in 85 °C). Ugotovili smo, da ima pH topila oziroma
raztopin vecji vpliv na stabilnost folne kisline od povisane temperature v obmoc¢ju med 25 °C
in 85 °C. Folna kislina ima pri nizjih pH vrednostih (2 in 4) nizko topnost in tudi manj$o
stabilnost. Pri vrednostih pH 7 in 9 je folna kislina stabilna. Preucevali smo tudi vpliv
svetlobe (energijsko varéne sijalke in dnevne) na stabilnost raztopin folnih kislin s pH 2, 4,
7 in 9. Pripravljene raztopine so bile 8 ur izpostavljene vplivu energijsko var¢ne sijalke in
dnevne svetlobe. Opazili smo rahlo razgradnjo v raztopini folne kisline s pH 2, medtem ko
se je vrednost absorbance v raztopinah s pH 4, 7 in 9 zviSala. Hladna bela svetloba energijsko
varéne sijalke in dnevna svetloba imata majhen vpliv na stabilnost folne kisline. Z analizo
HPLC smo dolo¢ili razgradne produkte folne kisline v raztopinah z razli¢nimi pH vrednostmi
(2, 4, 7 in 9) pri temperaturi 25 °C. Ugotovili smo, da je raztopina folne kisline s pH 2
nestabilna ze v ¢asu t = 0. Tudi raztopina folne kisline s pH 4 je nestabilna, saj se je povrsina
kromatografskega vrha v ¢asu 18 ur zmanjsala za 10,9 %. Raztopine folnih kislin s pH 7 in
9 so bile v €asu 18 ur stabilne, ker so povrSine kromatografskih vrhov ostale nespremenjene.
Antioksidativno aktivnost folne kisline v raztopinah s pH vrednostmi 7, 9 ter 13 smo dolocali
z ABTS metodo. Najvedjo sposobnost redukcije kationskega radikala ABTS™" ima folna
kislina s pH 13, manjso folna kislina s pH 9 in najmanjso folna kislina s pH 7. Folna kislina
je boljsi lovilec radikalov v alkalnem kot nevtralnem obmo¢ju pH.
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Folic acid or pteroyl-L-glutamic acid is a synthetic form of a water-soluble vitamin Bg, which
is used for the enrichment of food and in the production of food supplements. Within the
diploma thesis we have determined the influence of solvent pH, temperature and the
influence of energy-saver bulb and daylight on the stability of folic acid. We also discovered
the antioxidant activity of folic acid. The UV-VIS spectrophotometry was used to monitor
the changes during the 18 hours under four different pH values (2, 4, 7 and 9) and at seven
different temperatures (25, 35, 45, 55, 65, 75 and 85 °C). We discovered that a pH of the
solvent or solutions has a greater impact on the stability of folic acid from the elevated
temperature in the range between 25 °C and 85 °C. At low pH values (2 and 4) folic acid has
limited solubility and low stability. Folic acid is stable at pH values 7 and 9. We studied the
influence of light (energy-saver bulb and daylight) on the stability of folic acid solutions at
pH 2, 4, 7 and 9. The prepared solutions were for 8 hours exposed to the impact of energy-
saver bulb and daylight. We observed a slight degradation in a folic acid solution at pH 2,
while in the solutions at pH 4, 7 and 9 the value of the absorbance is higher. Cold white light
of energy-saver bulb and daylight have a little impact on the stability of folic acid. With
HPLC analysis we determine the degradation products of folic acid solutions at different pH
values (2, 4, 7, 9) and temperature 25 °C. We discovered that folic acid solutions at pH 2 is
unstable at time t = 0. The solution of folic acid at pH 4 is unstable, since the peak area
decrease was 10,9 % at the time of 18 hours. Solutions of folic acid at pH 7 and 9, at the time
of 18 hours, are stable, because the peak area was unchanged. The antioxidant activity of
folic acid solutions at pH values 7, 9 and 13 was measured with the ABTS method. Folic
acid at pH 13 has the highest ability to reduce the radical cation ABTS™, lower of folic acid
with pH 9 and the lowest folic acid at pH 7. Folic acid is a better radical scavenger at basic
pH than neutral pH values.
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1 UVvOD

Vitamini so heterogena skupina organskih spojin, ki so esencialnega pomena za
zagotavljanje optimalnih procesov presnove in vzdrzevanje normalnih celi¢nih funkcij v
telesu. So aktivne sestavine prehrane, potrebni v majhnih koli¢inah ter sodelujejo v Stevilnih
pomembnih biokemijskih in energetskih poteh (Leskova in sod., 2006). V prehrani ljudi
poznamo trinajst vitaminov, ki so glede na njihovo topnost razvriéeni v dve skupini. Stevilni
vodotopni vitamini skupine B sluzijo kot koencimi encimom, Katerih funkcija je razgradnja
hranil za proizvodnjo energije potrebne organizmu (Ball, 2006). Eden izmed njih je tudi
folna kislina, oblika vodotopnega folata oziroma vitamina Bs. Je stabilna, sinteticna in
oksidirana oblika, ki se uporablja v prehranskih dopolnilih ter obogatitvi zivil v humani in
animalni prehrani. Sodeluje v pomembnih funkcijah celi¢ne presnove kot so podvojevanje
DNA, popravljanje in metilacija ter sinteza nukleotidov, vitaminov in nekaterih aminokislin
(Combs, 2008). Pomanjkanje folatov ima lahko resne posledice, kot so megaloblastna
anemija, rak debelega ¢revesa, bolezni srca in ozilja ter okvare nevralne cevi (NTD). Folna
Kislina je trenutno, predvsem zaradi svoje uveljavljene vloge pri prepreevanju napak
nevralne cevi pri razvoju zarodka, eden izmed bolj preu¢evanih vitaminov. Opravljene so
bile stevilne Studije z namenom ugotovitve vpliva razli¢nih zunanjih dejavnikov kot so pH,
temperatura, svetloba, elementi kovin, razgradni encimi, kisik, voda in ¢as na stabilnost
razli¢nih oblik folatov in folne Kisline.

1.1 NAMEN DELA

Namen diplomske naloge je dolo¢iti:
- vpliv pH topila v obmoc¢ju med 2 in 9 na stabilnost folne kisline,
- vpliv temperature v obmocju med 25 °C in 85 °C na stabilnost folne kisline,
- vpliv svetlobe (hladna bela svetloba energijsko var¢ne sijalke in dnevna svetloba) na
stabilnost folne kisline,
- antioksidativno aktivnost folne kisline.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Predpostavili smo, da imajo razli¢ne vrednosti pH topila vpliv na stabilnost folne kisline,
predvsem zaradi nizke topnosti folne kisline v kislem oziroma pri pH nizjem od 5 (pH 2 in
pH 4).

Predpostavili smo, da je folna kislina obc¢utljiva na povi$anje temperature v obmocju med
25 °Cin 85 °C.
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Predpostavili smo, da so raztopine folne kisline v pH obmocju med 2 in 9 obcutljive na
izpostavljenost svetlobi energijsko varéne sijalke in dnevni svetlobi, ter se razgradijo v
neaktivne produkte.

Predpostavili smo, da ima folna kislina nizko antioksidativno aktivnosti, saj je molekula
popolnoma oksidirana.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ODKRITJE FOLNE KISLINE IN FOLATOV

Prvo opazanje, Ki je privedlo do identifikacije folatov kot pomembnih hranil, je izvedla Lucy
Wills leta 1931. Preko $tudij na nosec¢nicah v Bombaju (Mumbaj, Indija) je ugotovila, da
lahko kvasni ekstrakt, "marmite"”, u¢inkovito zdravi makrocitno anemijo, ki je bila pogosto
opazena med nose¢nostjo na tem obmocju (Wills, 1931). Dr. Lucy Wills in njena skupina so
ugotovili, da do te vrste anemij pride tudi pri opicah, ki so krmljene z enako prehrano kot
zenske v Bombaju, ter da peroralna aplikacija kvasa ali jeter lahko ozdravi perniciozno in
makrocitno anemijo pri obeh, opicah in ¢loveku. Znano je bilo, da je kvasni ekstrakt bogat
vir vitaminov B (Wills, 1931). Antianemijska aktivnost ué¢inkovine je tako postala znana kot
faktor Wills (Roe, 1978).

Raziskovalci iz Evrope in Amerike so zaradi prehranskega pomanjkanja nadaljevali s
Studijami anemij na istem faktorju. Ta je bil sicer poznan pod razli¢nimi imeni, a z istim
zdravilnim u¢inkom pri ljudeh, opicah, pis¢ancih, podganah, morskih prasickih in tudi
njegovim vplivom na pospesevanje rasti pri nekaterih mikroorganizmih. Zato je v starejsi
literaturi mogoce najti imena, kot so vitamin M, faktor U, vitamin Be, vitamin By, eluat
faktor, L-casei faktor itd. (Hazra in Tripathi, 2001).

Leta 1941 je znanstvenik Mitchell s sodelavci iz Stirih ton $pinac¢nih listov izoliral kislo shov,
Ki je bila potrebna za rast mle¢no kislinske bakterije Lactobacillus casei (L. casei) in jo
poimenoval folna kislina. Ime je izpeljanka iz folium, latinske besede za list (Mitchell in
sod., 1941, 1944). V istem letu je Robert Stokstad v raziskovalnem centru zacel z delom na
ekstraktu iz jeter. Dve leti kasneje mu je iz tega ekstrakta uspelo izolirati kristale rastnega
faktorja za L. casei, spojino z antianemijskim u¢inkom (Stokstad, 1943).

Sc¢asoma se je izkazalo, da so razli¢ni faktorji, potrebni za rast mikroorganizmov, iste snovi,
ko je leta 1945 Angier-jeva skupina sintetizirala spojino, identi¢no L. casei faktorju iz jeter.
Doloc¢ili so tudi njegovo kemijsko strukturo oziroma strukturo folne kisline ter jo
poimenovali pteroilglutaminska kislina (Angier in sod., 1946). Prva sinteza folne kisline je
bila izvedena v Lederle Laboratories s kondenzacijo 2,4,5-triamino-6-hidroksipirimidina,
2,3-dibromopropionaldehida in p-aminobenzoil-L-glutaminske kisline. Skupni izkoristek
reakcije in Cistost sintetizirane folne kisline sta bila zelo nizka (Waller in sod., 1948).
Sinteti¢na folna kislina je bila nato uporabljena za zdravljenje anemije. Tudi Lucy Wills je
Z njo uspesno zdravila svoje paciente (Roe, 1978).

Ugotovili so, da je pteroilglutaminska kislina dejansko snov, ki je bila v jetrih imenovana
kot faktor U, vitamin M, vitamin B¢ in L. casei faktor. Prav tako so ugotovili, da je L. casel
faktor iz kvasa derivat diglutamil pteroildiglutaminske kisline, ter da je vitamin Bc iz jeter
derivat heksaglutamil pteroilheksaglutaminske Kisline. Za ostale faktorje so naknadno
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ugotovili, da so metaboliti pteroilglutaminske kisline, vkljuceni v metabolizmu spojin z enim
ogljikovim atomom (Stokstad, 1943; Angier in sod., 1946, 1948; Waller in sod., 1948;
Combs, 2008).

V obdobju 50-ih in 60-ih let prejSnjega stoletja Sso znanstveniki odkrili biokemijske
mehanizme delovanja folatov in pomanjkanje folatov prvi¢ povezali z napako nevralne cevi.
V poznih 1990-ih so ameriSki znanstveniki spoznali, da ljudje kljub prisotnosti folatov v
zivilih in dopolnilih, ne pokrijejo dnevnih potreb po folatih, zato so v ZDA uvedli program
obogatitve zivil s folno kislino (Lanska, 2010). Folati in folna kislina so tako postali eni
izmed bolj preucevanih vitaminov v humani prehrani v zadnjih dveh desetletjih, saj je
pomanjkanje folatov povezano s Stevilnimi boleznimi, vkljuéno z megaloblastno anemijo,
prirojenimi anomalijami pri dojenckih, kardiovaskularno boleznijo, Alzheimerjevo
boleznijo in rakom (Shrestha in sod., 2012).

2.2 FOLATI IN FOLNA KISLINA

Izraza "folna kislina" in "derivati folatov" sta pogosto zamenljiva. Folna kislina se nanasa
na sinteti¢no, popolnoma oksidirano spojino, medtem ko so ostali derivati folatov znani kot
folati (Bender, 2003). Izraz derivati folatov se uporablja za opisovanje vec¢ kot 150 sorodnih
spojin (Ball, 1998).

V skladu s priporocili Skupne komisije IUPAC-IUB o biokemijski nomenklaturi se izraz
folat uporablja za skupino heterocikli¢nih spojin, ki vsebujejo skelet pterojske kisline,
konjugirane z enim ali ve¢ L-glutamatov (Cornish-Bowden, 1987). Folna kislina ima vezan
le en ostanek glutaminske kisline in je imenovana pteroilglutaminska kislina (Eitenmiller in
sod., 2008).

Folat je splo$ni izraz za vodotopni vitamin B, ki se nahaja v naravnih sestavinah. Sestavljeni
S0 iz treh strukturnih delov, ki posamezno nimajo nobene vitaminske aktivnosti (Vora in
sod., 2002). Osnovna struktura folatov sestoji iz pteridinskega obroca, ki je preko
metilenskega mostu (skupine -CH>-) vezan na para-aminobenzojsko kislino (PABA), ki je
povezana z y-peptidno vezjo z enim ali ve¢ ostanki L-glutaminske kisline (Delchier in sod.,
2016).

Folati se razlikujejo v stopnji reduciranosti pteridinskega obroca (oksidacijskem stanju
molekule), vezanih substituentih na pteridinskem obrocu ter Stevilu molekul glutaminske
kisline oziroma dolzini glutamatne verige (slika 1) (Delchier in sod., 2016). Pteridinski obro¢
folatov se v naravi nahaja v reducirani obliki, in sicer kot 7,8-dihidrofolat (DHF) ali 5,6,7,8-
tetrahidrofolat (THF), medtem ko je v molekuli folne kisline v popolnoma oksidirani obliki.
Monoglutamatna oblika vitamina ima vezano le eno molekulo glutaminske kisline. Z vezavo
dodatnih ostankov glutamata, med seboj povezanih z y- peptidno vezjo, nastane glutamatna
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veriga (Bailey, 2007). Pri vecini naravno prisotnih folatov Stevilo glutamatnih enot v stranski
verigi variiramed 1 in 11 (Herbert, 1999).
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Slika 1: Struktura folne kisline in naravnih prehranskih folatov (Blom in sod., 2006).
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Folna kislina je sestavljena iz treh enot (slika 2): L-glutaminske kisline, ki je preko a-amino

skupine povezana s karboksilno skupino para-aminobenzojske kisline (PABA), ki je vezana
na 2-amino-4-hidroksipteridin (Gliszczynska-Swigto, 2007).
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Slika 2: Kemijska struktura folne kisline in oznacevanje (Bonechi in sod., 2004).

Folna kislina se preko encimskih transformacij in vivo pretvori v 7,8-dihidrofolat, v katerem
je ena dvojna vez pteridinskega obroc¢a reducirana (slika 3). DHF se nato reducira v 5,6,7,8-
tetrahidrofolat (THF), ki se s pomo¢jo encima dihidrofolat reduktaze pretvori v 5-
metiltetrahidrofolat (5-MTHF) (Smith in sod., 2008). Reducirane oblike folne kisline so
kofaktorji pri prenosu in uporabi skupin z enim atomom ogljika; sodelujejo v procesu
biosinteze purina, pirimidina in DNA. Poleg tega imajo klju¢no vlogo pri regeneraciji
metionina (Stanger, 2002).

u ¥
N N NH,
T 0 HoH | Y :
Folna kislina )_O_\ N, NH 6S-THF a };{
H N N NH, Glu N N N NH,
0 H 7 = 7.8-DHF O O H H =\
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Slika 3: Redukcija folne kisline v 7,8-dihidrofolat (7,8-DHF) in aktivno obliko diastereoizomerni 6S-
tetrahidrofolat (6S-THF) z encimom dihidrofolat reduktaza (DHFR); (Glu) glutamat (Bailey in Ayling, 2009).

2.2.1 Fizikalnokemijske lastnosti

Folna kislina je sinteticna spojina v L-izomerni obliki, ki postane biolosko aktivna po
redukciji z encimom dihidrofolat reduktaza (Hazra in Tripathi, 2001).

Kemijsko ime folne kisline po IUPAC-u je N-[4-[(2-amino-1,4-dihidro-4-okso-6-pteridinil-
metil)amino]benzoil]-L-glutaminska kislina, z molekulsko formulo C19H19N7O¢ in molsko
maso 441,40 g/mol. Kemijsko Cista je v obliki rumeno do oranzno rjavih kristalnih-listicev,
Ki na zraku potemnijo, ker je spojina higroskopic¢na. Je brez vonja in okusa. Se ne tali,
potemni in zogleni pri okoli 250 °C (Bates, 2003).
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Folna kislina obstaja v laktam in laktim tavtomerni obliki (slika 4). Laktim oblika ima
pomembno vlogo v reakcijah z oksidacijskimi radikali oziroma pri antioksidativni aktivnosti
folne kisline (Joshi in sod., 2001). Folna kislina in folati imajo vec¢jo teznjo za laktam obliko
pteridinskega obroc¢a. Fizikalne in bioloSke lastnosti so odvisne od tavtomerne oblike
(Panijpan, 1979). Molekula folne kisline ima tri amidne vezi, ki jih lahko hidroliziramo v
kislih ali alkalnih pogojih. Vezi 2 in 3 v aromatskem obro¢u sta stabilnejsi od vezi 1 (slika 4).

O  COOH Q @\H/OH
,@)\ '\/\[( OH ) /C))LNH I
)%[ ' json

Slika 4: Tavtomerni obliki folne kisline; laktam (leva) in laktim (desna). Oznagena so mesta treh amidnih vezi
(1, 2, 3), na katerih lahko pride do hidrolize v kislih in alkalnih pogojih (Temple in sod., 1981).

Folna kislina se nahaja v razli¢nih ionskih stanjih, ki so odvisna od pH vodnih raztopin.
Strukturne formule folne kisline v nevtralni, anionski, kationski in bi-kationski obliki so
prikazane na sliki 5 (Tyagi in Penzkofer, 2010). Disociacijske konstante folne kisline so
pKar (N(1)) =2,35; pKaz (N(10)) =0,20; pKaz (N(5)) < - 1,5 ter pKas (N(3)) = 8,3. pKa
vrednosti a-karboksilne skupine in y-karboksilne skupine molekule glutaminske kisline $e
niso bile dolo¢ene (Poe, 1977). Najverjetneje so podobne vrednostim pKa glutaminske
kisline v vodnih raztopinah (pKas = 2,1 in pKas = 4,07) (Sigma-Aldrich, 2016b).
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Slika 5: Strukturne formule folnih kislin v nevtralni, anionski, kationski in bi-kationski obliki (Tyagi in
Penzkofer, 2010).

Raztopina folne kisline v 0,1 M NaOH ima absorpcijske maksimume pri valovnih dolzinah
256 nm, 283 nm in 365 nm (Bates, 2003).
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Slika 6: Absorpcijski spekter raztopine folne kisline v fosfatnem pufru s soljo (PBS) s pH 7,4 (prirejeno po
Steindal in sod., 2007).

Ceprav je folna kislina uvrs¢ena med vodotopne vitamine, je v vodi zelo slabo topna
(0,01 mg/mL pri 0 °C; 1,6 mg/L pri 25 °C) (Sigma-Aldrich, 2016a). V hladni vodi je njena
topnost 1-10 mg/L, v vreli vodi se poveta za 1 % (The Merck Index, 2006). Vodne
raztopine folne kisline so obcutljive na segrevanje in hitro razpadejo pod vplivom svetlobe
(Sigma-Aldrich, 2016a). Raztopine je potrebno hraniti na hladnem, zas¢itene pred svetlobo
(Chango, 2013). Topnost pri pH 10 je ve¢ kot 100-krat ve¢ja od topnosti pri pH 1
(preglednica 1) (Younis in sod., 2009). Folna kislina je topna in stabilna v razred¢enih
alkalnih raztopinah. Topnost v 1 M raztopini NaOH znasa 50 mg/mL (Sigma-Aldrich,
2016a). Folna kislina je topna tudi v vroci razred¢eni HCI in H2SO4 (The Merck Index,
2006), vendar povecanje koncentracije kisline in narasfanje temperature pospesuje
razgradnjo (Bates, 2006). V kislem mediju se prav tako raztopi, vendar je nestabilna (Poe,
1977; Akhtar in sod., 1999; Wu in sod., 2010).

Preglednica 1: Topnost folne kisline v pufrih z razli¢nimi pH vrednostmi pri T =37 °C (Younis in sod., 2009).

Topnost folne kisline

pH (mg/mL) RSD
1 0.029 4.02
3 0.840 1.66
4 1.050 5.33
7 5.330 0.77
10 19.47 2.84

* RSD = relativna standardna deviacija (natan¢nost metode)

Slabo topna je v metanolu, bistveno manj v etanolu in butanolu. Netopna je v acetonu,
kloroformu, dietil etru in benzenu (The Merck Index, 2006).

Topnost dinatrijeve soli folne kisline v vodi, ki je komercialno dostopna oblika, znasa
1,5 g/100 mL pri 0 °C (34,0 nmol/L) (Herbert, 1999).
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2.2.1.1 Vpliv dejavnikov okolja na stabilnost folne kisline

Folati in folna kislina so kompleksne molekule, ki so kljub nedavnemu analiti¢cnemu
napredku in zastopanosti v hrani, Se vedno slabo poznani, s Stevilnimi nejasnostmi glede
njihovih mehanizmov razgradnje in Kinetike. Razli¢ni faktorji imajo pomemben vpliv na
razgradnjo v pufrih in modelnih sistemih, zlasti prisotnost kisika, svetlobe, pH, temperature
in reducentov. Oksidacija folatov povzro¢i cepitev Co-N1g Vezi, pri ¢emer se pteridinski
obro¢ odcepi od para-aminobenzoilglutamata, kar ima za posledico izgubo vitaminske
aktivnosti (Delchier in sod., 2016). Obstajajo precejsnje razlike v stabilnosti razli¢nih oblik
folatov. Folna kislina ima vecjo stabilnost kot reducirani folati ali 5-formil-THF in stabilnost
pada v smeri 5-metil-THF > 10-formil-THF > THF (Forssén in sod., 2000).

Stevilne tudije so poleg visoke stabilnosti ¢iste sintetiéne folne kisline v skladu z obi¢ajnimi
skladi§¢nimi pogoji pokazale tudi sprejemljivo stabilnost dodane folne kisline v
pomaranénem soku, obogatenem kruhu, vitaminsko-mineralnih dopolnilih, obogateni moki
in Zitih, ter testeninah med skladi$¢enjem in peko, kot tudi v visoki vlaznosti okolja (Albala-
Hurtado in sod., 2000; Gujska in Majewska, 2005; Jedlicka in Klimes, 2005; Ball, 2006;
Leskova in sod., 2006; Ohrvik in Witthoft, 2008; Cheung in sod., 2009). Po obdelavi so
porocali o sprejemljivi do 20 % povprecni izgubi dodane folne kisline.

2.2.1.1.1 Vpliv pH in temperature na stabilnost folne kisline

Vecina opravljenih $tudij kinetike razgradnje folne kisline je bila izvedena v temperaturnem
obmoc¢ju med RT (room temperature) in 100 °C (Paine-Wilson in Chen, 1979; Nguyen in
sod., 2003) ter celo do T =800 °C (Vora in sod., 2002). Ugotovili so, da kinetika razgradnje
sledi reakcijam prvega reda. Kristalinicna folna kislina ima precej$no stabilnost med
termi¢no obdelavo pri temperaturah do 100 °C (O'Broin in sod., 1975; Paine-Wilson in
Chen, 1979; Arcot in Shrestha, 2005). Identifikacija razgradnih produktov z uporabo
razli¢nih analiznih metod, kot so infrardeCa spektroskopija (IR), masna spektroskopija (MS)
in rentgenska difrakcija (XRD) so pokazale, da se od strukture folne kisline prva loci
komponenta glutaminske kisline pri priblizno 180 °C. Pri $e visji temperaturi, 195 °C, se
soCasno odcepita pterin in p-aminobenzojska kislina (PABA). Kristalini¢na folna kislina
postane amorfna masa pri 349 °C (Vora in sod., 2002).

Folna kislina je obcutljiva za cepitev vezi v kislih medijih in pri visokih temperaturah.
Hitrost in stopnja razgradnje sta odvisni od pH medija, vrste pufra in sestave zivila (Arcot
in Shrestha, 2005). Folati in folna kislina so stabilni v alkalnem ali nevtralnem okolju, manj
stabilni v kislem, $e posebe;j pri pH nizjem od 5 (Paine-Wilson in Chen, 1979; Ball, 1998).

V nevtralnih in alkalnih pogojih ima folna kislina visjo topnost in stabilnost v raztopinah
alkalijskih hidroksidov ter karbonatov, kot tudi v stevilnih organskih topilih (The Merck
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Index, 2006). Ugotovili so, da je folna kislina v vodnih raztopinah s pH v obmocju med 5 in
12 pri 100 °C stabilna 10 ur, ¢e je zaS¢itena pred svetlobo (Arcot in Shrestha, 2005).

Stabilnost folne kisline je odvisna od pH topila (Delchier in sod., 2014). Produkti hidrolize
folne kisline v kislem mediju so, ob prisotnosti raztopljenega kisika, p-
aminobenzoilglutaminska kislina (pABGA), pterin-6-karboksilna kislina (PCA) in 6-
metilpterin (Saxby in sod., 1983; Ball, 1998; Papastoyiannidis in sod., 2006). Prav tako je
stabilna pri segrevanju na 85 °C pri pH 5 in 7, v anaerobnih pogojih in kombinaciji s
parcialnim tlakom kisika 40 kPa (Delchier in sod., 2014).

2.2.1.1.2 Vpliv svetlobe na stabilnost folne kisline

Folna kislina se v vodnih raztopinah ob prisotnosti son¢ne, ultravijoli¢ne in vidne svetlobe
razgradi v dva glavna produkta p-aminobenzoil-L-glutaminsko kislino (p)ABGA) in pterin-
6-karboksilno kislino (PCA), ter p-aminobenzojsko kislino (PABA) v sledovih (Akhtar in
sod., 1999). Fotorazgradnja folne kisline je bila ve¢inoma preuc¢evana ob izpostavljenosti
UV svetlobi. Tako kot pri $tudijah toplotne obdelave ima pH vpliv tudi na razgradnjo folne
kisline po izpostavitvi UV svetlobi. Stopnja fotorazgradnje folne kisline v kislem mediju je
vecja kot v alkalnem, vendar je relativno stabilna v temnih in suhih pogojih (Akhtar in sod.,
2003). UVA in UVB svetloba v strukturi folne kisline povzrocita cepitev vezi Co-N1o, Kar
vodi do sprememb v spektralnih lastnostih raztopin (Off in sod., 2005). Pri tem nastaneta p-
aminobenzoil-L-glutaminska kislina (pABGA) in pterin-6-karboksilna kislina (PCA), ki
lo¢eni od prvotne spojine nimata nobene vitaminske aktivnosti (Ball, 1998; Akhtar in sod.,
2003). Zato je bistvenega pomena, da sta priprava in shranjevanje vseh vzorcev folatov pod
zmanjS$ano intenzivnostjo osvetlitve.

Pri identifikaciji fotoproduktov se lahko uporabljajo HPLC (tekoCinska kromatografija
visoke lo¢ljivosti) ter ostale kromatografske in spektroskopske metode. Folna kislina se
razgradi v razli¢ne razgradne produkte, ki so odvisni od mesta cepitve v molekuli folne
kisline in vkljucujejo predvsem pterin-6-karboksilno kislino (PCA), p-aminobenzoil-L-
glutaminsko kislino (pABGA), p-aminobenzojsko kislino (PABA), pterojsko kislino (PA)
in glutaminsko kislino (Glu).

Glede produktov, ki nastanejo pri fotorazgradnji, so porocila precej skladna. Akhtar in sod.
(2003) so identificirali pterin-6-karboksilno kislino in p-aminobenzoil-L-glutaminsko
kislino (slika 7). Predpostavili so mehanizem reakcije pri razgradnji v kislih in alkalnih
pogojih. Folna kislina po obsevanju z UV svetlobo oksidira, kar pomeni dehidrogenacijo na
vezi Co-N1o in nastanek enamina, ki je bolj nagnjeni k hidrolizi v kislem kot v alkalnem
mediju.
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Slika 7: Struktura pterin-6-karboksilne kisline (Ievo) in p-aminobenzoil-L-glutaminske kisline (desno), glavnih
razgradnih produktov fotorazgradnje folne kisline v vodnih raztopinah (Akhtar in sod., 1999).

Stevilni avtorji so dologili enake konéne razgradne produkte kot Akhtar in sod. (2003),
vendar so poleg pABGA ugotovili dodatni vmesni 6-formilpterin (FPT) (slika 8).
Nadaljevanje UV sevanja povzro¢i fotooksidacijo skupine 6-formil v 6-formilpterinu in s
tem nastanek PCA. Oba fotoprodukta, FPT in PCA, lahko delujeta kot senziterja v procesu
fotorazgradnje folne kisline (Thomas in sod., 2000; Off in sod., 2005; Vorobey in sod.,
2006).

Znano je, da so produkti fotorazgradnje folne kisline vzrok poskodb v DNA molekuli, kadar
je izpostavljena UV sevanju. Fototoksi¢ni produkt folne kisline je pterin-6-karboksilna
kislina (PCA) (Hirakawa in sod., 2003). Fotorazgradnja je odvisna od koncentracije, saj
nastali pterinski fotoprodukti Se dodatno pospesijo razgradnjo folne kisline ob
izpostavljenosti UV svetlobi (Off in sod., 2005).

Oksidacija folne kisline se pojavi v prisotnosti svetlobe (fotooksidacija). Vec€ina poskusov o
katerih so porocali v literaturi vkljucuje obsevanje folne kisline z UVA svetlobo,
najpogosteje pri 350 nm. Folna kislina je fotostabilna v kislih in alkalnih raztopinah v
odsotnosti kisika. Produkta oksidativne cepitve folne kisline v kisli raztopini sta pABGA in
pterin (6-formilpterin, ki se z nadaljnjo oksidacijo preoblikuje v 6-karboksipterin) (Thomas
in sod., 2000; Dantola in sod., 2010). Fotooksidacija je avtokataliticna reakcija kjer 6-
formilpterin deluje kot katalizator za nadaljnjo oksidacijo folne kisline (Thomas in sod.,
2002a; Dantola in sod., 2010). Ostali preuc¢evani fotosenziterji vkljucujejo tudi B-vitamin
riboflavin in ostale nekonjugirane pterine (npr. 6-metilpterin) (Akhtar in sod., 1997; Dantola
in sod., 2010).
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Slika 8: Strukturne formule folne kisline (FA), 6-formilpterina (FPT), p-aminobenzoil-L-glutaminske kisline
(pPABGA) in 6-karboksilpterina (CPT) ter shema fotorazgradnje folne kisline (Juzeniene in sod., 2013).

Povezava med izpostavljenostjo svetlobe in prisotnostjo kisika je bila dokazana v stevilnih
raziskovalnih skupinah. Scheindlin in sod. (1952) so porocali o zmanjSani stopnji razgradnje,
¢e je bil kisik nadomes¢en z dusikom. Thomas in sod. (2000) so ugotovili stabilnost folne
Kisline, obsevane s svetlobo pri valovni dolzini 350 nm v odsotnosti kisika. Stabilnost folne
kisline na UVA svetlobo v anaerobnih pogojih potrjujejo tudi Dantola in sod. (2010). V
nekaterih Studijah so ugotovili, da pride do razgradnje folne kisline zaradi svetlobe ob
prisotnosti raztopljenega kisika. Odstranitev kisika z Zveplovim dioksidom je zmanjsala
stopnjo oksidacije folne kisline v prisotnosti svetlobe (Thomas in sod., 2002b). Vecina
avtorjev je porocala o reakcijski kinetiki prvega reda, nekateri so ugotovili tudi reakcije
drugega reda (Delchier in sod., 2016).
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2.3 SINTEZA FOLNE KISLINE IN FOLATOV

2.3.1 Kemijska sinteza folne Kisline

Sinteza pteroilglutaminske Kisline poteka v ve¢ stopnjah. Najprej s kondenzacijo gvanidina
z etil cianoacetatom dobimo pirimidinski obro¢. Sledi reakcija med p-
aminobenzoilglutaminsko  kislino,  2,4,5-triamino-6-hidroksipirimidinom in  o,f-
dibromopropionaldehidom, ali reakcija med 2,4,5-triamino-6-hidroksipirimidinom z
piridinom, a,3-dibromopropionaldehidom, kalijevim jodidom in p-
aminobenzoilglutaminsko kislino. Pteroilglutaminska kislina ima le en asimetri¢ni center, ki
je v molekuli glutaminske kisline (L oblika), vendar se po redukciji pojavi drugi asimetri¢ni
center na ogljiku 6 in tako se pri kemijski sintezi proizvajata D in L oblika. Naravni produkt
je v L-konfiguraciji (Bates, 2003). Folna kislina ima samo en kiralni center v svojem
glutamatnem ostanku in jo je zato lazje sintetizirati kot diastereoizomerni 6S-THF (Bailey
in Ayling, 2009).

Kemijska sinteza v industrijskem merilu obsega kondenzacijo treh komponent, p-amino-L-
glutaminske kisline z 2,3-dibromopropionaldehidom in 2,4,5-triamino-6-hidroksi-
piridin/HCI v alkalnem mediju. Skupni izkoristek folne kisline ne presega 40 — 50 %, Cistost
kisline je 80 % (Galaction in sod., 2005).

Kondenzacijske reakcije lahko katalizirajo tudi encimi. Folno kislino lahko dobimo iz
prekurzorjev, kot so glutaminska Kkislina, p-aminobenzojska kislina ali 2-amino-4-
hidroksipiridin-6-karboksialdehid z uporabo encimov, ki so pridobljeni iz Escherichia coli,
Lactobacillus arabinosus ali Mycobacterium avium, z ali brez potrebe dodatne faze kemijske
sinteze. Zaradi ekonomskih omejitev, se te metode uporabljajo le v laboratorijskem obsegu
(Galaction in sod., 2005).

2.3.2 Sinteza folatov v rastlinah in mikroorganizmih

THF in njegove derivate lahko sintetizirajo le rastline in mikroorganizmi (Blancquaert,
2014). Folati se sintetizirajo v rastlinah in mikroorganizmih, ki uporabljajo enake osnovne
poti, nato pa so podvrzeni interkonverziji do razli¢nih oblik (Delchier in sod., 2016).

Sestavljeni so iz treh enot, pterina, p-aminobenzoata (PABA) ter enega ali ve¢ ostankov
glutamata (glutamatni rep). Vsaka od teh enot se sintetizira v razli¢nih celi¢nih strukturah
(slika 9), in sicer v citosolu, plastidih (kloroplastih), mitohondrijih, ter vakuoli. Prvi korak v
sintezi THF je sinteza pterina. Ti pterinski prekurzorji (hidroksimetildihidropterini) so
sintetizirani iz GTP (gvanozin 5 -trifosfat) v citosolu, s pomoc¢jo encimov, ki S0 tu prisotni.
Molekula PABA nastane iz korizmata v plastidih (PABA enota) s pomocjo
aminodeoksikorizmat (ADC) sintaze. Nato se obe molekuli, pterinski prekurzor in PABA,
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preneseta v mitohondrije in sodelujeta pri kondenzaciji folatov z encimom dihidropteroat
sintaza. Temu sledita glutamilacija in redukcija. Nastane 5,6,7,8-tetrahidropteroil-y-
glutamat (THF). Zadnji korak v biosintezi THF-poliglutamata je vezava poliglutamilnega
repa (Basset in sod., 2005).

GTP CITOSOL

KLOROPLAST
KORIZMAT ON!
DHN-P,
@ l PTERINSKI
©) BHN-P PREKURZOR
DHN «—» DHM

THFGlu,

GLUTAMATNI REP }.4,
PTERIN Hood MITOHONDRIJ

Legenda: (ADC) aminodeoksikorizmat; (DHF) dihidrofolat; (DHM) dihidromonapterin; (DHN) dihidroneopterin; (DHP) dihidropteroat;
(Glu) glutamat; (HMDHP) hidroksimetildihidropterin; (THF) tetrahidrofolat. Encimi: (1) GTP ciklohidrolaza I; (2) dihidroneopterin
trifosfat pirofosfataza; (3) nespecificna fosfataza; (4) dihidroneopterin aldolaza; (5) aminodeoksikorizmat sintaza;

(6) aminodeoksikorizmat liaza; (7) hidroksimetildihidropterin pirofosfokinaza; (8) dihidropteroat sintaza; (9) dihidrofolat sintetaza; (10)
dihidrofolat reduktaza; (11) folilpoliglutamat sintetaza.

Slika 9: Biosinteza folatov v rastlinski celici, s strukturno formulo folata (levo spodaj) (Blancquaert in sod.,
2014).
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2.4 PRESNOVA FOLATOV

Vecina folatov v zivilih je v obliki reduciranih poliglutamatov. Ti se morajo pred absorpcijo
razgraditi v monoglutamatne oblike, da lahko prehajajo preko ¢revesne sluznice. Reakcijo
hidrolize v jejunumu katalizira encim folipoli-glutamat karboksipeptidaza, ki se nahaja na
luminalni  $cetkasti membrani enterocitov (imenovana tudi folatna konjugaza ali
pteroilpoliglutamatna konjugaza). Folilpoli-y-glutamat karboksipeptidaza deluje kot
eksopeptidaza, ki cepi terminalne glutamate z optimalno aktivnostjo pri pH 6,5 do 7,0.
Naslednja faza v dvostopenjskem procesu absorpcije prehranskih folatov je prenos
monoglutamil folatov preko ¢revesne sluznice, ki je najvecji pri pH 5-6 (Bailey, 2007).

V nasprotju s prehranskimi folati je folna kislina iz dopolnil ali obogatenih Zivil Ze v
monoglutamatni obliki in pred absorpcijo ne zahteva pretvorbe (Wright in sod., 2007).
Folatni monoglutamati in sinteticna folna kislina lahko vstopijo v enterocite s pasivno
difuzijo kot tudi z aktivnim transportom, ki je najverjetneje posredovan s protoni sklopljenim
folatnim prenasalcem (PCFT) (Laanpere in sod., 2010).

Po absorpciji se mora folna Kislina spremeniti v biolosko aktivne folate. Proces, ki se
pojavlja v sluznici ¢revesnih celic, vkljucuje dvostopenjsko pretvorbo folne kisline v
dihidrofolat in tetrahidrofolat z encimom dihidrofolat reduktaza ter naknadno redukcijo do
5-metiltetrahidrofolata (Wright in sod., 2007). Z vezavo skupin z enim ogljikovim atomom
in  nadaljnjimi  koraki redukcije nastanejo  5-metiltetrahidrofolatni  (5-MTHF)
monoglutamati, ki se prenesejo v krvni obtok in so glavna oblika folatov v obtoku. Posebni
folatni prenasalni proteini ali folatni receptorji nato prenesejo 5-MTHF iz krvi v celice
(Stover, 2004). V procesu imenovanem poliglutamacija se doda ve¢ ostankov glutamata, ki
se med seboj povezejo preko y-karboksilne peptidne vezi (R na sliki 1). Vkljucitev dolgih
poliglutamatnih verig spremeni lastnosti molekul tako, da ne morejo prehajati skozi
membrano in se zato kopicijo v celicah. Encimi, ki sodelujejo v presnovi folatov imajo vecjo
afiniteto za folatne poliglutamate (Blom in sod., 2006).

Folati znotraj celice delujejo kot akceptorji in donorji skupin z enim ogljikovim atomom. Te
se kovalentno vezejo na folate (R' na sliki 1) in so lahko v oksidirani ali reducirani obliki,
vkljuéno z formilnimi in metilnimi derivati (Blom in sod., 2006).

Folati se nato prenesejo preko mezenteri¢nih zil do jetrne portalne vene in potujejo v jetra,
kjer se shranjujejo ali izlo¢ijo (Wright in sod., 2007). Folati nato iz jeter potujejo v tkiva,
najpogosteje kot poliglutamatni derivati.
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2.4.1 Biokemijska vloga

Povecanje zanimanja za folate, mikrohranila, ki jih uvr§¢éamo med vitamine B skupine, je
povezano z njihovo vlogo pri Stevilnih biokemijskih reakcijah, ki so kljuénega pomena za
zdravje ljudi (Hannisdal in sod., 2009). Kot prenasalci in donorji eno-oglji¢nih skupin so
vkljuceni v Stevilnih klju¢nih presnovnih funkcijah, vklju¢no z biosintezo nukleinskih kislin
(DNA in RNA), aminokislin (serin, glicin in histidin) in pantotenske kisline. Pri rastlinah
sodelujejo tudi v nastajanju lignina in fotorespiraciji (Hanson in Roje, 2001). Presnova
folatov ima klju¢ni pomen v celi¢nem delovanju, Se posebej v obdobju hitre rasti (Blom in
sod., 2006).

Folna kislina ni biokemijsko aktivna, vendar postane po redukciji z encimom dihidrofolat
reduktaza v tetrahidrofolat (THF) in po substituciji s skupinami z enim ogljikovim atomom
na mestih N-5 in/ali N-10. THF sprejme skupine z enim ogljikovim atomom iz razli¢nih
razgradnih reakcij v presnovi aminokislin. Tako oblikovani derivati THF so koencimi, Ki
sluzijo kot donorji funkcionalnih skupin z enim ogljikovim atomom v razli¢nih kemijskih
reakcijah (Ball, 2004).

Folati sluzijo kot prenasalci metilnih (-CHz), formilnih (-CHO) in ostalih skupin z enim
ogljikovim atomom, ki se uporabljajo v sintezi purinov in pirimidinov ter v reakcijah
metiliranja (Hannisdal in sod., 2009). Oblika 10-formil-THF prispeva en ogljikov atom za
tvorbo purinskih nukleotidov (adenina in gvanina), ki so potrebni tako za sintezo RNA kot
tudi DNA (Ball, 2004). Oblika 5,10-metilentetrahidrofolat ima osrednjo vlogo v
metabolizmu snovi z enim ogljikom, saj lahko prispeva svoj ogljikov atom za sintezo
metionina, purinskih in pirimidinskih nukleotidov. Prav tako sodeluje pri pretvorbi
deoksiurdin monofosfata (dUMP) v deoksitimidin monofosfat (dTMP) (Ball, 2004). Folati
so prekurzorji 5-metiltetrahidrofolata, ki deluje kot donor metilne skupine za remetilacijo
homocisteina v metionin, ki je potreben za normalen potek metilacijskih reakcij. Metionin
deluje kot substrat za sintezo S-adenozil metionina (SAM), ki je pomemben donor metilne
skupine v Stevilnih epigenetskih procesih in procesih celi¢ne presnove kot so DNA,
fosfolipidi in nevrotransmiterji (slika 10) (Thaler, 2014).
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S-adenozil metionin Donorji metilnih skupin:

(SAM) - DNA
- fosfolipidi
- neurotransmiterji
Folna kislina

metionin S-adenozilhomocistein
(SAH)

THF metionin sintaza

ser

Vitamin B,
Vitamin Bg
I
3y homocistein
5,10-MTHF
cistationin B sintaza
\‘ Vitamin B¢
MTHFR SMIHE

T cistationin

5-metiltetrahidrofolat —— -
cistein —— glutation

Legenda: THF — tetrahidrofolat; ser — serin; gly — glicin; 5,10-MTHF — 5,10-metilentetrahidrofolat; MTHFR — metilentetrahidrofolat
reduktaza; 5-MTHF — 5-metiltetrahidrofolat; DNA — deoksiribonukleinska kislina.

Slika 10: Presnovne poti pri katerih sodelujejo folati (Thaler, 2014).

2.5 PRIPOROCENI DNEVNI VNOS

Referen¢ne vrednosti oziroma priporoceni vnosi so koli¢ine hranil, za katere domnevamo,
da pri skoraj vseh posameznikih v populacijskih skupinah omogocajo njihovo polno
storilnost in $¢itijo pred prehransko pogojenimi zdravstvenimi okvarami. Zadosten vnos (Al)
se uporablja z namenom vnosa folatov pri dojenckih. Al odraza opazen povpre¢ni vnos

folatov pri dojenckih, ki uZivajo izkljucno €lovesko mleko (DRI, 1998).

Naravni folati v hrani imajo nizjo biolosko vrednost kot sinteti¢na folna kislina. Z namenom
bi se upostevale te razlike, so uvedli enote DFE (Dietary folate equivalent) ali prehranski
folatni ekvivalent (DFE). Opredeljeni so kot 1 ug DFE =1 ug prehranskega folata = 0,6 ug
folne kisline v obogateni hrani, ali kot dodatek, zauzit skupaj s hrano = 0,5 png dodatka folne
kisline, zauzitega na prazen zelodec (EFSA, 2014).

Priporoceni dnevni vnos folatov (PDV) je odvisen od starosti in nacina zivljenja. V Sloveniji
(Referenc¢ne vrednosti..., 2004) znasa PDV za odrasle 400 ug prehranskih ekvivalentov
folata (DFE) na dan za moske in Zenske, 600 pg DFE/dan za zenske med nose¢nostjo in
600 ug DFE/dan za dojece matere. Povpreéni vnos s hrano v drzavah brez obvezne
obogatitve, kot je vecina drzav EU, je precej nizji od teh dnevnih priporocil (Kopp in
Rychlik, 2015).
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V preglednici 2 so navedeni priporoc¢eni dnevni odmerki oziroma referencne vrednosti za
folate, izdani s strani zdruzenja DACH in veljajo za zdrave osebe na nasem geografskem
obmocju. Na obmocju Slovenije Se vedno uporabljamo priporo¢ila DACH iz leta 2000
(Referen¢ne vrednosti..., 2004), medtem ko so jih na obmoc¢ju nemsko govorecih drzav
spremenili leta 2013 (DGE, 2013). Za ponovno ocenitev so se odlo¢ili, saj se je izkazalo, da
zmanjSanje koncentracije homocisteina v krvi ni vec glavni cilj. Nove vrednosti se nanasajo
na koncentracijo folatov v serumu (Krawinkel in sod., 2014).

Med priporocili Stevilnih drzav in pristojnih organizacij, ki izdajajo priporocila glede vnosa
folatov, obstajajo precejSnje razlike. Priporoc¢ila so ocenjena tako, da zadostujejo za
izpolnitev osnovnih zahtev po hranilih pri skoraj vseh posameznikih v skupini. Priporoc¢ila
niso dolo¢ena tako, da se doseze optimalne u¢inke na zdravje. Za ta cilj se lahko zahteva
vi§je ravni. Trenutno je opredeljena referen¢na vrednost za folate, dolocena s strani
Znanstvenega odbora za hrano (Scientific Committee on Food) (SCF, 2000), 200 pg dnevno.
Le Italija, Spanija in Gréija se strinjajo s to stopnjo. Ostale drzave uporabljajo priporoeno
raven 300 ali celo 400 pg na dan pri odraslih (Dhonukshe-Rutten in sod., 2009).

Preglednica 2: Referen¢ne vrednosti za vnos prehranskih folatov oz. priporogeni dnevni vnosi (PDV-RDA) za
folate za zdrave posameznike (Referenéne vrednosti..., 2004; DGE, 2013).

Folat? Prehranski folat®

Starost (ng ekvivalent/dan) | (ug ekvivalentY/dan)
Dojencki

0 do manj kot 4 mesece? 60 60

4 do manj kot 12 mesecev 80 80
Otroci in mladostniki

1 do manj kot 4 leta 120 200

4 do manj kot 7 let 140 300

7 do manj kot 10 let 180 300

10 do manj kot 13 let 240 400

13 do manj kot 15 let 300 400

15 do manj kot 19 let® 300 400
Odrasli

19 do manj kot 25 let® 300 400

25 do manj kot 51 let3 300 400

51 do manj kot 65 let 300 400

65 let in starejsi 300 400
Nosecnice? 550 600
Dojete matere 450 600

Legenda: A = izdana leta 2013; B = izdana leta 2000

1 1zra¢unano po vsoti folatno uginkovitih spojin v obi¢ajni prehrani = ekvivalenti folata (po novi definiciji).

2 Vrednosti predstavljajo zadosten vnos. Gre za ocenjene vrednosti.

3 Zenske, ki Zelijo zanositi ali bi lahko zanosile, naj bi dodatno uzivale 400 pg sinteti¢ne folne kisline dnevno v obliki dopolnil za
prepredevanje napak nevralne cevi. Do tega poveéanega vnosa folne kisline naj bi prislo najkasneje 4 tedne pred zacetkom nose¢nosti in
naj bi se izvajalo tudi v celotnem prvem trimeseé¢ju nose¢nosti.
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2.6 POMANJKANJE FOLATOV

Pomanjkanje folatov ima v Evropi visoko prevalenco, saj se tu ne izvaja sistemati¢ne
obogatitve zivil s folno kislino, ki je od leta 1998 obvezna v ZDA (Dhonukshe-Rutten in
sod., 2009). Pogostost pomanjkanja folatov, glede na potrebe ljudi po vitaminih, je posledica
izbora hrane, ki ni bogata z folati, izgub folatov pri predelavi hrane (oksidacija in izpiranje)
in nepopolne biorazpolozljivosti folatov v humani prehrani (Sauberlich in sod., 1987).

Dejavniki, ki prispevajo k pomanjkanju folatov so tudi okvara absorpcije zaradi ¢revesnih
bolezni, uzivanja drog ali dedne malabsorpcije folatov; okvarjena presnova folatov
(prisotnost inhibitorjev dihidrofolat reduktaze, alkohola ali sulfasalazina); prirojenih
genetskih motenj (pomanjkanje metilentetrahidrofolatne reduktaze ali glutamatne
formiminotransferaze, polimorfizem metilentetrahidrofolatne reduktaze); ter povecanih
potreb med hemodializo, prezgodnjim porodom, nose¢nostjo in dojenjem (Combs, 2008).

Pomanjkanje folne kisline ovira sintezo DNA in celicno delitev; skupna klini¢na
manifestacija hudemu pomanjkanju folne kisline je megaloblasti¢na anemija (rdece krvne
celice so vecje od obicajnih, vendar jih je manj). Hematoloski znaki so podobni anemiji, ki
je posledica pomanjkanja vitamina B1> (Hathcock, 2014). Pomanjkanje lahko privede do
razlicnih  motenj pri ¢loveku, kot so prirojene okvare nevralne cevi (NTD),
hiperhomocisteinemije, ki poveca tveganje za bolezni srca in oZilja ter raka (Bender, 2003).

Pomembnost folatov in zadostnega vnosa je Vv njegovi vlogi prekurzorja 5-
metiltetrahidrofolata, ki deluje kot donor metilne skupine za ponovno metilacijo
homocisteina do metionina. Pomanjkanje folatov tako povzro¢i posredno povisane
plazemske koncentracije homocisteina. Pomanjkanje se odraza tudi v nizjih koncentracijah
S-adenozil metionina, pomembnega donorja metilne skupine, ki je potreben v epigenetskih
procesih (metilaciji genov) in osnovnih procesih celicne presnove (Sinteza DNA in
beljakovin) (Thaler, 2014).

Proces metilacije ima pomembno vlogo pri biokemijskih osnovah nevropsihiatrije. Povisana
raven homocisteina je najpomembnejsi pokazatelj pomanjkanja folatov in vitamina Bao, ter
hkrati najbolj zanesljiv biokemijski znak funkcionalne insuficience. Nevroloske in
nevropsihiatriéne bolezni, kot so psihoza, Alzheimerjeva bolezen in avtizem so prav tako
povezane z motnjami v metabolizmu enega ogljikovega atoma (Cosar in sod., 2014).
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2.7 PREHRANSKI VIR FOLATOV

Za razliko od rastlin in mikroorganizmov, zivali in ljudje ne morejo sintetizirati folatov de
novo, zato jih morajo v celoti vnesti s prehranskimi viri. Sesalci so sicer sposobni sinteze
pteridinskega obroca, vendar ga ne morejo povezati z ostalimi komponentami. Odvisni so
od vnosa z zivili in sinteze biolosko aktivnih folatov (Stanger, 2002). Pri ljudeh je rastlinska
hrana najpomembnejsi vir folatov (Scott in sod., 2000).

2.7.1 Prehranski vir naravnih folatov

Folati se pojavljajo v najrazli¢nej$ih zivilih rastlinskega kot tudi zivalskega izvora
(preglednica 3). Folati so v zivilih ve¢inoma v reducirani obliki kot derivati poliglutamil
tetrahidrofolne kisline (THF), zelo malo jih je v obliki monoglutamatov. Prevladujoce oblike
so 5-metil-THF in 10-formil-THF. V mleku je 5-metil-THF prevladujoca oblika in je ena
najstabilne;jsih oblik naravnih folatov (Forssén in sod., 2000).

Glavni viri folatov v zivilih so jetra (skladis¢ni organ folatov), gobe in zelena listnata
zelenjava (Combs, 2008). Po drugi strani so meso, ribe in perutnina slab ali zmeren vir
folatov (Ball, 2006). Zivila z najvisjo vsebnostjo folata na enoto suhe teZe so kvas, jetra in
ostali notranji organi (drobovina), sveza zelena zelenjava in nekatero sveze sadje (Herbert,
1999). Najdemo jih tudi v artiCokah, belusih, stro¢jem fizolu, brstiénem ohrovtu, zelju,
cvetadi, koruzi, kumarah, jajéevcih, solati, ¢ebuli, grahu, papriki, bucah, repi, zelenjavnih
solatah. Vsebnost folatov v mleku je precej nizka, vendar glede na delez v prehrani
zauzitega, mleko predstavlja pomemben vir prehranskih folatov (Holasova in sod., 2005).
Ceprav ima velika veéina zelenjave niZjo vsebnost folatov kot temno zelena, so nekatere
izmed njih tako pogosto na jedilniku, da je njihov prispevek k skupnemu vnosu folatov
relativno visok (DRI, 1998). Fizol in zelena zelenjava so dobri viri folatov, vendar relativno
malo ljudi poje zadostno koli¢ino teh zivil (LeBlanc in sod., 2007).

Vecina folatov v zivilih se zlahka oksidira. Obcutljivi so na oksidacijo v aerobnih pogojih
shranjevanja in predelave. Zlasti v prisotnosti segrevanja, svetlobe in/ali kovinskih ionov se
derivati THF zlahka oksidirajo v ustrezne derivate dihidrofolne kisline (DHF) (so delno
oksidirani) in folne kisline (popolnoma oksidirana), ki se lahko nadalje razgradi do
fiziolosko neaktivnih spojin (Combs, 2008). Precejsnje izgube vsebnosti folatov v Zivilih so
lahko posledica izpiranja v vodo med vrenjem (izgube do 84 %). Zaradi teh izgub lahko
zelena listnata zelenjava izgubi na svoji vsebnosti folatov, kljub sorazmerno visoki naravni
vsebnosti vitamina (Combs, 2008). Vsi folati se izgubijo tudi iz rafiniranih zivil, kot so
sladkorji, mo¢no zganje in trdi bonboni (Herbert, 1999).
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Preglednica 3: Vsebnost folatov v zivilih (Combs, 2008: 357).

. FOLATI \ FOLATI
ZIVILO (ng/100 g) ZIVILO (ng/100 g)
Mleéni izdelki Ostalo
mleko 5-12 jajca 70
sir 20 pivski kvas 1500
Meso Zelenjava
govedina 5-18 Sparglji 70-175
jetra fizol 70
goveja 140 - 1070 brokoli 180
pisc¢ancja 1810 brsti¢ni ohrovt 90 - 175
tuna 15 zelje 15-45
Zita cvetaca 55-120
jeC¢men 15 grah 90
koruza 35 soja 360
riz $pinaca 50-190
bruseni 15 paradiznik 5-30
nebruseni 25 Sadje
pSenica, cela 30-55 jabolka 5
pSenica, otrobi 80 banane 30
pomarance 25

Folati rastlinskega izvora imajo slabso biolosko vrednost kot folati iz zivil zivalskega izvora

(preglednica 4) (Combs, 2008).

Preglednica 4: Bioloska vrednost folatov v Zivilih (Combs, 2008: 358).

JIVILO BIOLOSKA VREDNOST
(razpon navedenih vrednosti, %)

Banane 0-148

Zelje 0-127

Jajca 35-137

Lima fizol 0-181

Jetra (kozja) 9-135
Pomaranéni sok 29 - 40

Spinaca 26 — 99
Paradiznik 24 -71

Pseniéni kalcki 0-64

Pivski kvas 10-100

Sojina moka 0-83

Nekateri mikroorganizmi imajo sposobnost povecanja vsebnosti folatov v fermentiranih
mlecnih izdelkih, ter tudi v Stevilnih drugih nemle¢nih izdelkih kot npr. v vinu, pivu, rzi,
kruhu, pekovskem kvasu in fermentirani zelenjavi (Jagerstad in sod., 2005).
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Zaradi nizkega uzivanja s folati bogatih zivil in ¢ezmerne izgube folatov med predelavo je
obogatitev zivil s folno kislino ali s pomoc¢jo genske tehnologije najucinkovitejsi nacin za
dvig vnosa le-teh v §irsi javnosti.

2.7.1.1 Obogatitev primarnih virov hrane s folati s pomoc¢jo genske tehnologije

Biofortifikacija zivil s folati z metabolnim inZeniringom je alternativa ali vsaj
komplementarna reSitev Ze obstojeCim postopkom, in sicer industrijski obogatitvi,
distribuciji dopolnil v obliki tablet in prehranski raznovrstnosti (Storozhenko in sod., 2007).

Obogatitev zivil s sinteti¢no folno kislino lahko u¢inkovito zmanjsa pogostost pomanjkanja
folatov, vendar lahko pri prekomernem vnosu pride do $kodljivih u¢inkov za zdravje (Crider
in sod., 2011). Poleg tega je v revnih drzavah tezje izvajati postopke obogatitve Zivil kot
dopolnjevanje prehrane s folno kislino v obliki tablet. Rastlinski inZeniring S povecanjem
vsebnosti folatov (biofortifikacija) je lahko racionalna alternativa pri reSevanju globalnega
pomanjkanja folatov. Prav tako je stroSkovno ucinkovit pristop, saj tudi pri obogatitvi ali
dopolnitvi nastanejo enaki ponavljajoci se stroski (Bouis, 2002).

Obstajajo tri mozne strategije povisanja vsebnosti folatov v rastlinah: (1) povecanje sinteze
s prekomerno ekspresijo enega ali ve¢ encimov (ali prenasalcev), ki vplivajo na splosni potek
poti; (2) povecanje transporta folatov v celi¢ne ali druge metaboli¢no inertne prostore, kjer
katabolnih encimov ali s preusmerjanjem sinteze folatov za nastanek 5-formil-THF, ki je
najstabilnejsi naravni folat. Te strategije se med seboj ne izkljucujejo, zato je verjetno, da so
kombinacije sinergisti¢ne (Basset in sod., 2005).

V zadnjem desetletju so porocali o poskusih bioinzeniringa pri paradizniku, rizu, solati,
krompirju in beli koruzi (Blancquaert in sod., 2014). V rizu so tako s prekomerno ekspresijo
dveh Arabidopsis thaliana genov za pterinsko enoto in enoto para-aminobenzoat kar za 100-
krat povecali vsebnost folatov (Storozhenko in sod., 2007).

Dodatna tezava pri biofortifikaciji zivil s folati je njihova stabilnost, saj je pridobivanje
visokih vrednosti tega vitamina brez pomena, ¢e se ob skladiS¢enju in predelavi hrane
znizajo na bazalno vrednost. Folati so nestabilne spojine, obcutljive na oksidativno in foto-
oksidativno razgradnjo (Scott in sod., 2000) ter razgradnjo zaradi vpliva pH. Vecina folatov
je stabilnih pri pH v obmoc¢ju od 4 do 8 in T = 37 °C, z izjemo THF in DHF (De Brouwer in
sod., 2007). Obdelava zivil kot je kuhanje, zniza raven folatov v bioobogatenem rizu za
polovico (Storozhenko in sod., 2007).
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2.7.2 Prehranski vir sinteti¢ne folne Kisline

Folna kislina je bila analizirana v nekaterih vrstah zelenjave, kot so Spinaca, CiCerika,
paradiznik, stro¢ji fizol in zelje. Kljub temu se folna kislina obic¢ajno ne pojavlja v naravi
oziroma v zivilih. Prisotnost folne kisline v rastlinah in ostalih zivilih je lahko posledica
razgradnje folatov med analiznimi postopki ali v Zivilih pred analizo (Delchier in sod.,
2016).

Folna kislina je sinteticni monoglutamat in se dodaja zivilom, kot so formule za dojencke,
zitarice in vitaminska dopolnila (Off in sod., 2005). Prav tako je dodana sestavina v Stevilnih
prehrambenih izdelkih, vklju¢no z nadomestnimi obroki, v vse ve¢jem Stevilu zit za zajtrk
(ready-to-eat), prehranskih tablicah in prigrizkih (Bailey, 2007). V ta namen se uporablja,
ker je cenejSa in stabilnejSa od fizioloskih oblik folatov. Ko jo zauZijemo oralno, se hitro
reducira v aktivno obliko oziroma derivat tetrahidrofolat (Off in sod., 2005).

Pomanjkanje folne kisline je bilo opredeljeno kot vzrok za Skodljive bolezni, ki bi jih lahko
prepreéili z obogatitvijo Zivil. Stevilne raziskave so pokazale, da ima veé¢ina odraslih
neustrezno vrednost serumskih folatov. Pomanjkanje folatov je pogosto zlasti med starejso
populacijo (Buttriss, 2005). Zaradi resnosti okvar zivéne cevi pri novorojenckih so mnoge
drzave zacele izvajati programe obvezne obogatitve zitnih izdelkov s folno kislino ter z
namenom povecanja vnosa folatov v prehrani (Crider in sod., 2011). V Zdruzenih drzav
Amerike so z obvezno obogatitvijo zit in zitnih izdelkov s folno kislino priceli ze leta 1996.
V januarju leta 1998 so bili vsi zitni mlevski izdelki (kruh, testenine, riz, moka, Zitarice za
zajtrk) obogateni z 140 pg folne kisline na 100 g izdelka (Ball, 2006). Obvezno obogatitev
zivil so uvedli tudi v Kanadi, Cilu, Kostariki in Juzni Afriki (Crider in sod., 2011). Izvaja se
v ve¢ kot 50 drzavah, vendar ni uvedena v nobeni evropski drzavi (EFSA, 2009). Obstojeci
programi obogatitve zivil s folno kislino so bistveno zmanjsali pojav Stevila noseénosti,
prizadetih z okvaro nevralne cevi, in s tem povezano obolevnost in umrljivost (Crider in
sod., 2011).

V Sloveniji se folna kislina kot vitamin lahko dodaja zivilom (kot snov za obogatitev zivil)
oziroma se jo uporablja pri proizvodnji prehranskih dopolnil in v Zivilih za posebne
prehranske namene. V prilogah I in II, Uredbe (ES) §t. 1925/2006 0 dodajanju vitaminov
mineralov in drugih snovi Zivilom, so navedeni vitamini in minerali ter njihove kemijske
oblike, ki se v skladu s pravili te uredbe, lahko dodajo k Zivilom. Med dovoljenimi je folna
kislina v obliki pteroilmonoglutaminske kisline. Z Uredbo komisije (ES) st. 1170/2009 z dne
30. novembra 2009 o spremembi Direktive 2002/46/ES Evropskega parlamenta in Sveta in
Uredbe (ES) st. 1925/2006 Evropskega parlamenta in Sveta glede seznamov vitaminov in
mineralov ter njihovih oblik, ki se lahko dodajo Zivilom, vklju¢no s prehranskimi dopolnili,
se zivilom lahko dodaja folna kislina v obliki pteroilmonoglutaminske kisline in kot kalcijev-
L-metilfolat (GMTHF-Ca).
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Glavna tezava v vsakem programu bogatenja zivil je zagotoviti, da ljudje z nizkim vnosom
zauzijejo dovolj obogatene hrane, medtem ko ljudje z visokim vnosom ne prejmejo
potencialno skodljive koli¢ine. Ceprav ima folna kislina nizko tveganje za toksi¢nost, saj je
v vodi topen vitamin in se vsaka odve¢na koli¢ina odstrani iz telesa z uriniranjem (Hazra in
Tripathi, 2001), lahko konstantno uzivanje visokih koli¢in prikrije znake pomanjkanja
vitamina Biz, kar lahko privede do trajnih nevroloskih poskodb (Ball, 1998).

Glavni pomisleki glede moznih skodljivih posledic zaradi previsoke ravni dodatnega vnosa
folne kisline, so prikritje simptomov megaloblastne anemije zaradi pomanjkanja vitamina
Bi12, rak, epigenetske spremembe ter prisotnost nepresnovljene folne kisline v krvnem
obtoku. Nenehno spremljanje obogatitvenih programov je zato klju¢nega pomena pri
obravnavanju nastalih pomislekov glede morebitnih $kodljivih posledic (Crider in sod.,
2011).

2.8 TOKSICNOST FOLNE KISLINE

Dopustna zgornja meja vnosa (UL) se uporabljala za pregled nad moznostjo prekomerne
porabe hranil. Ce je posameznikov obi¢ajni vnos hranil nizji od UL, je malo verjetno, da bo
prislo do povecanega tveganja za pojav nezelenih ucinkov zaradi ¢ezmernega vnosa.
Tveganje za skodljive ucinke se poveca, ¢e ostajajo vnosi nad UL v daljSem ¢asovnem
obdobju. Zgornja meja vnosa folatov velja samo za folno kislino in ne za v hrani naravno
prisotne folate (DRI, 1998). Ker je folat vodotopen vitamin, ima relativno nizek toksi¢ni
potencial, saj se zauZiti presezek hitro izlo¢i z urinom (Smith in sod., 2008). Naravni folati
v hrani veljajo za varne, saj visoki odmerki do sedaj niso bili povezani z morebitnimi
Skodljivimi posledicami (Butterworth in Tamura, 1989).

Prevelika koli¢ina folne kisline lahko zaCasno zakrije megaloblastno anemijo, zaradi
pomanjkanja kobalamina (B12) in s tem prepreéi pravilno diagnozo ter ustrezno zdravljenje
bolezni. Nevroloske motnje, ki jih povzro¢i pomanjkanje vitamina Biz, tako napredujejo v
nepopravljive subakutne kombinirane degeneracije hrbtenjace (EFSA, 2014). To je privedlo
do opredelitve zgornje ravni vnosa folne kisline na 1000 pg/dan za odrasle, ter med 200 in
800 pg folne kisline na dan za otroke stare od 1 do 17 let (SCF, 2000). Institut za medicino
(IOM) je prav tako opredelil zgornjo raven vnosa na 1000 pg folne kisline na dan za odrasle
(DRI, 1998).

Kroni¢na prekomerna izpostavljenost folni Kislini je povezana s stevilnimi tveganji, ki
vklju€ujejo: moznosti za maskiranje vitamina Bi2, poslabsanje kognitivnih funkcij pri
starej$ih, visoka stopnja nepresnovljene folne kisline in okvarjeno delovanje naravnih celic
ubijalk ter dvojna modulatorna vloga pri napredovanju raka, ki temelji na zivalskih Studijah
(Smith in sod., 2008). Sposobnost telesa za pretvorbo folne kisline v 5-MTHF je omejena.
Nepresnovljena folna kislina je bila odkrita v sistemskem obtoku po dopolnitvi s folno
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kislino (iz dopolnil in obogatenih zivil) pri peroralnih odmerkih nad 260 pg (Kelly in sod.,
1997). Presnovne in bioloske posledice prisotnosti so zaenkrat Se nejasne (Troen in sod.,
2006; Morris in sod., 2010).

Ceprav je visok skupni vnos folatov v obratni povezavi s tveganjem za nekatere vrste raka
kot je kolorektalni (rak debelega crevesa) (Bailey, 2003), lahko folati dejansko povecajo
razvoj ze prisotnih tumorjev (Smith in sod., 2008). Zato je pomembno, da se vzpostavijo
prehranska priporocila, ki ne le preprecujejo pomanjkanje, ampak tudi zmanjsujejo skodljive
uc¢inke prekomernega vnosa (Cahill in EI-Sohemy, 2012).

2.9 FOLNA KISLINA KOT ANTIOKSIDANT

Raziskave so pokazale pozitivne ucinke folatov pri lovljenju prostih radikalov, saj je znano,
da prosti radikali povzro¢ajo oksidativni stres, ki vodi do mnogih bolezni (Stanger in
Wonisch, 2012). Antioksidativna aktivnost folne kisline in vivo je postala pomembna zaradi
uporabe folne Kisline v obogatitvi Zivil in prehranskih dopolnil (Gliszczynska-Swigto,
2007). Folati imajo antioksidativne lastnosti, ki §¢itijo genom z zaviranjem napada prostih
radikalov na DNA. Pomembno vlogo imajo pri popravilu DNA in mehanizmu podvojevanja
(Duthie in sod., 2002).

Glede aktivnosti folne kisline v lovljenju prostih radikalov ni enotnega mnenja. Studija
Joshi-jain sod. (2001) je pokazala, da ima hidroksilna skupina 4-OH na pteridinskem obro¢u
folne kisline pomembno vlogo. V drugi studiji (Nakamura in sod., 2002) so ugotovili, da je
stranska veriga N-(p-aminobenzoil)-L-glutaminska kislina bolj pomembna, saj so produkti
nitriranja folne kisline opredeljeni kot 10-nitrofolati in 12-nitrofolati.

Folna kislina lahko deluje kot antioksidant, saj je ucinkovita pri lovljenju prostih radikalov
kot so CCIz02", N3*, SO4™, Br2™, "OH in O™ pri pH 6,8 do 12,8 (Joshi in sod., 2001). Poleg
tega ima sposobnost redukcije Fe3* (feri oblika) v Fe?* (fero oblika) dolo¢ene s FRAP testom
(Ferric Reducing Antioxidant Power - antioksidativna mo¢ redukcije Zeleza). Folna kislina
je kot lovilec prostih radikalov relativno poc¢asna, zato lahko reakcijo opisemo z navidezno
(pseudo) kinetiko prvega reda (Gliszczynska-Swigto, 2006).

Folna kislina je boljsi lovilec prostih radikalov v kislem in alkalnem pH v primerjavi z
nevtralnim pH. Vpliv pH topila na antioksidativno aktivnost folne kisline je lahko bioloskega
pomena, saj je znano, da se pH razlicnih CloveSkih telesnih tekocin med seboj zelo
razlikujejo. Folna kislina ima manjso uc¢inkovitost lovljenja prostih radikalov v nevtralnem
obmod&ju pH (Gliszezynska-Swigto in Muzolf, 2007). V alkalnem pH folna kislina prav tako
lovi proste radikale, saj hidroksilni radikali povzrocijo cepitev folne kisline in nastanek
molekule p-ABGA (Patro in sod., 2005).
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Sinteti¢na folna kislina ima v primerjavi z ostalimi folati slabsi zas¢itni u¢inek pred prostimi
radikali in peroksidacijo lipidov, zato se ne uvrs¢a med pomembne antioksidante (Joshi in
sod., 2001; Gliszczynska-Swigto, 2007; Gliszczynska-Swigto in Muzolf, 2007). Kljub temu
je folna kislina vitamin z odli¢no klini¢no vrednostjo. Njena sposobnost znizanja ravni
homocisteina v plazmi, ki je znan dejavnik tveganja za sréno-zilne bolezni, velja za
potencialno za$Gito pred boleznimi srca in oZilja (Smith in sod., 2008). Stevilne
epidemioloske Studije so pokazale, da lahko dopolnila s folno kislino bistveno zmanjSajo
tveganje za hematoloske bolezni, nevroloske in nevropsihiatricne motnje, okvare nevralne
cevi (NTD) ter razlicne oblike raka. Predvideva se, da so zaS€itni ucinki folne kisline v
patogenezi teh degenerativnih bolezni lahko povezani z njeno antioksidativno aktivnostjo
(Joshi in sod., 2001).

2.10 METODE DOLOCANJA FOLATOV

Analize folatov so v primerjavi z analizami ostalin mikrohranil zahtevnejse zaradi
obcutljivosti folatov na vplive iz okolja in razli¢nih oblik v katerih se nahajajo. Zahtevajo
dobro poznavanje kemije folatov, ustreznih ekstrakcijskih in detekcijskih tehnik. Tehnike
ekstrakcije se med seboj lahko razlikujejo glede na vrsto, naravo, stanje, izvor zivil, kot tudi
metodo detekcije. Vkljucujejo lahko le enostaven postopek segrevanja v puferski raztopini,
npr. pri obogatenih zitih, do zapletenih z tri-encimsko obdelavo pri stro¢nicah. Poleg tega je
potrebna skrbna izbira vrste pufra, dodatka antioksidantov, pogojev segrevanja, tipov
konjugata, pogojev inkubacije in postopkov ¢isc¢enja, saj lahko vsak korak vpliva na kon¢ni
izkoristek vitamina (Arcot in Shrestha, 2005).

Analizne metode za dolocanje folne kisline in folatov lahko razdelimo na bioloske,
mikrobioloske, biospecifi¢éne postopke, kromatografske in kemijske metode. Za dolocanje
folatov se uporabljajo mikrobioloske analize, ki temeljijo na turbidimetri¢ni rasti bakterij
Lactobacillus rhamnosus (Arcot in Shrestha, 2005). Ceprav je mikrobioloska analiza
najpogosteje uporabljena metoda analize folatov, je zamudna in potrebuje veliko previdnosti
in spretnosti. Prav tako ne omogoca razlikovanja med posameznimi folati. Nedavno odkrite
metode z uporabo LC/MS/MS tehnik omogocajo natanéno kvantifikacijo in boljSo
specifi¢nost za razlicne oblike folatov (Aratjo in sod., 2012). Encimskoimunske tehnike so
hitre, enostavnejse in veliko cenejse, vendar manj primerne za dolocanje folatov v zivilih
(Arcot in Shrestha, 2005).

V sodobnem c¢asu je HPLC, v povezavi z razlicnimi tehnikami za odkrivanje, vodilni
analitski postopek za dolocitev koli¢ine vitaminov, kot tudi za vecino drugih analitov,
zahvaljujo¢ moznosti hitre lo€itve in kvantifikacije (Jedlicka in Klimes, 2005). HPLC
analiza prav tako omogoca razlikovanje med oblikami folatov, kar je pomembno, saj imajo
posamezni derivati folatov druga¢no stabilnost in biolosko vrednost (O'Broin in sod., 1975).
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Priprava in predhodna stabilizacija vzorca sta najpomembnejsa ukrepa za zagotovitev, da je
poznejSa HPLC analiza ucinkovita. Pripravo vzorca je treba skrbno optimizirati, Se posebe;j
pri vitaminih zaradi degradacije na svetlobi, oksidacije reagentov, pH, segrevanja in drugih
faktorjev. Zlasti pri vitaminih, ki delujejo kot antioksidanti, kar jih naredi nestabilne, je

potrebno uporabiti primerne metode za pridobitev natan¢nih rezultatov (Jedlicka in Klimes,
2005).

HPLC z reverzno fazo je zaradi svoje preprostosti, obcutljivosti in zdruzljivosti s Stevilnimi
metodami detekcije najpogosteje uporabljena. Locevanje spojin poteka na osnovi razlik v
hidrofobnosti, medtem ko kromatografija z ionsko izmenjavo temelji na zadrzevanju
molekul na osnovi njihovih ionskih lastnosti (Pfeiffer in sod., 2010). Nepolarno stacionarano
fazo ponavadi predstavlja oktadecil (C18), redkeje oktil (C8) ali fenil (Gujska in Majewska,
2005; Prasertmanakit in sod., 2009; Pfeiffer in sod., 2010). Organsko mobilno fazo
sestavljata topili acetonitril ali metanol (Johansson in sod., 2005). Polarno mobilno fazo
predstavljajo pufri oziroma razli¢na topila. NajboljSo separacijo dosezemo z uporabo
gradientne elucije. Pri analizi folatov se uporabljajo razli¢ni nacini detekcije. Najpogostejsi
nacini so UV/detektor z nizom diod (DAD), ki se uporablja predvsem pri analizi folne
kisline, ter fluorescenca (FL) in elektrokemijski nac¢in detekcije (ES) (Pfeiffer in sod., 2010).
Folna kislina in ostali derivati folatov ne fluorescirajo, zato je UV detekcija pogosteje
uporabljena kot fluorometri¢na. Vzorce, ki vsebujejo folno kislino je mogoc¢e analizirati
fluorometri¢no, vendar je potrebna predhodna derivatizacija, s katero razgradimo folno
kislino do pterina, ki fluorescira (Arcot in Shrestha, 2005; Pfeiffer in sod., 2010). Pri
detekciji se uporabljajo valovne dolzine v UV obmocju, pri katerih ima folna Kislina
absorpcijske maksimume, torej v obmo¢ju 280 nm in 350 nm (Off in sod., 2005; Gujska in
Majewska, 2005; Cheung in sod., 2008; Prasertmanakit in sod., 2009).

Pomembno je, da se optimizacijo ekstrakcije in detekcijo folatov za vsako skupino hrane
opravi, preden je izvedena dejanska analiza. Nobena metoda za analizo folatov ni popolna.
Izbira doloCenega nacina je veliki meri odvisna od namena analize, npr. sestave zivil,
prehranske intervencije, regulatornega namena ter tudi razpoloZljivih sredstev, Casa in
stroSkov (Arcot in Shrestha, 2005).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL, OPREMA IN PRIPRAVA OSNOVNIH RAZTOPIN

3.1.1 Material

= kromatografska kolona Zorbax Eclipse Plus C18; 4,6 x 150 mm, 3,5 um (Agilent

Technologies, ZDA)

= kromatografska predkolona Eclipse XDB-C18; 4,6 x 12,5 mm; 5um (Agilent

Technologies, ZDA)

Preglednica 5: Uporabljene kemikalije.

KEMIKALIJA PODAN‘(*O/SISTOST PROIZVAJALEC
C19H19N7Og — folna kislina >97 SIGMA-ALDRICH, Nem¢ija
NaOH — natrijev hidroksid MERCK, Darmstadt, Nemcija
HCOOH — mravlji¢na kislina 98 - 100 KEMIKA, Hrvaska
HCOOH — mravlji¢na kislina >98 HPLC SIGMA-ALDRICH, Nemcija
CH3COONa — natrijev acetat MERCK, Darmstadt, Nemcija
CH3COOH - ocetna kislina 100 MERCK, Darmstadt, Nemcija
2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiol — TRIS >99,8 SIGMA-ALDRICH, Nemc¢ija
HCI - klorovodikova kislina MERCK, Darmstadt, Nemcija
milliQ voda MILLIPORE, ZDA
Cr-H2S0, — krom-zvelpena kislina KEMIKA, Hrvaska

£ e (st 6o
MnO; — manganov (IV) dioksid >90 SIGMA-ALDRICH, Nem¢ija
C7HsNs03 — pterin-6-karboksilna kislina >08 SIGMA-ALDRICH, Nemcija
Eilszlli_:]l;NZOS — N-(4-aminobenzoil)-L-glutaminska > 08 SIGMA-ALDRICH, Neméija
C14H12N6O3 — pterojska kislina >93 SIGMA-ALDRICH, Nemcija
C2H3N — acetonitril HPLC SIGMA-ALDRICH, Nemcija
CH30OH — metanol HPLC SIGMA-ALDRICH, Nem¢ija
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3.12

Laboratorijska oprema

analitska tehtnica AT 201 (Mettler Toledo, Svica)

tehtnica PB 3002 — S (Mettler Toledo, Svica)

pH meter HI 221 (Hanna instruments, Italija)

centrifuga Eppendorf 5415 C (Eppendorf, Nemcija)

centrifuga Centric 322B (Tehtnica Zelezniki, Slovenija)

energijsko var¢na sijalka: 20 W E27 6400 K CE 220-240V 50/60 HZ

avtomatske pipete (Eppendorf, Nemcija)

UV-VIS spektrofotometer z diodno matriko HP 8453 (Hewlett — Packard, ZDA)
UV-VIS spektrofotometer Cary 100 Bio (Cary, Varian, Avstralija)

ultrazvocna kopel Sonorex TK 52 (Bandelin Sonorex, Nemcija)

HPLC sistem — tekoc¢inski kromatograf z detektorjem z diodno matriko Agilent 1260
Infinity (Agilent Technologies, ZDA)

magnetno mesalo Rotamix S-10 (Tehtnica Zelezniki, Slovenija)

vrtinénik IKA MS3 basic (IKA, Nemcija)

1,4 mL kvaréne kivete, dolzina opticne poti 10 mm, s pripadajo¢imi pokrovcki
(Starna Scientific Ltd., Velika Britanija)

semi-mikro kivete 1,5 mL — plasti¢ne, dolZina opti¢ne poti 10 mm (Plastibrand,
Nemcija)

hladilnik

laboratorijska steklovina (Case, bucke, merilni valji, erlenmajerice, epruvete, viale)
plasti¢ni inventar (tehtalne ladjice, kapalke, plasti¢ne centrifugirke, filter 0,2 um in
0,45 pm z brizgo, epice, tipsi, stojala)

spatule in Zlicke

izolirni trak in parafilm

magnetna mesala

aluminijasta folija

zascitne rokavice

Stoparica
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3.1.3 Priprava osnovnih raztopin

3.1.3.1 Priprava 0,1 M raztopine NaOH

Za pripravo 0,1 M raztopine smo na tehtnici zatehtali 800 mg NaOH (Mnaon = 40,0 g/mol)
in ga kvantitativno prenesli v merilno bu¢ko, ki smo jo nato z milliQ vodo dopolnili do
oznake 200 mL ter dobro premesali. Raztopino smo hranili v hladilniku pri + 8 °C.

3.1.3.2 Priprava 10 mM raztopine folne kisline v 0,1 M NaOH

Folna kislina je stabilnejsa v alkalnih kot v Kislih pogojih, zato smo osnovne zalozne
raztopine folne kisline pripravili v 0,1 M alkalni raztopini NaOH.

Za pripravo 10 mM raztopine folne kisline (FA) smo na tehtnici zatehtali 22,07 mg folne
kisline (Mra = 441,4 g/mol) v prahu, jo kvantitativno prenesli v plasti¢no centrifugirko in
raztopili v 5 mL 0,1 M raztopine NaOH.

Ker naj bi bila folna kislina obcutljiva na svetlobo, je tehtanje potekalo v temi. Plasti¢ne
centrifugirke oziroma merilne bucke so bile ovite z aluminijasto folijo. Tako pripravljeno
raztopino smo hranili v hladilniku pri + 8 °C najve¢ 1 teden.

Za potrebe HPLC metode smo vsakic pripravili svezo raztopino folne kisline v 0,1 M NaOH,
da bi se izognili kemi¢nim in fotokemi¢nim vplivom.

10 mM raztopina folne kisline v 0,1 M NaOH nam je sluzila za pripravo 25 uM raztopin FA
vpH7in0o.

3.1.3.3 Priprava 500 uM raztopine folne kisline v 0,1 M NaOH

Za pripravo 500 uM raztopine folne kisline smo na tehtnici zatehtali 5,02 mg folne kisline v
prahu (Mra = 441,4 g/mol), jo kvantitativno prenesli v merilno bucko, dopolnili do oznake
25 mL z 0,1 M raztopino NaOH ter bucko ovili z aluminijasto folijo. Tako pripravljeno
raztopino smo hranili v hladilniku pri + 8 °C najvec¢ 1 teden.

500 uM raztopina folne kisline v 0,1 M NaOH nam je sluzila za pripravo 15 in 25 uM
raztopin FA v pH 2 in 4.
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3.1.3.4 Priprava pufrskih raztopin

3.1.3.4.1 Priprava2 % HCOOH s pH 2

Za pripravo 250 mL 2 % vodne raztopine mravlji¢ne kisline smo v merilno ¢aso nalili
priblizno eno polovico Zeljenega volumna milliQ vode in dodali 5 mL 98 — 100 % HCOOH.
Nato smo dodali Se preostanek milliQ vode do 250 mL in izmerili pH (2,00 + 0,09). Tako
pripravljeno vodno raztopino mravlji¢ne kisline smo hranili v hladilniku pri + 8 °C. Pred
uporabo smo jo prefiltrirali skozi membranski filter z 0,45 um porami.

3.1.3.4.2 Priprava CH3COONa/CH3COOH pufra s pH 4

Za pripravo 25 mM CH3COONa/CH3COOH pufra smo na tehtnici zatehtali 513 mg
CH3COONa v prahu (Mchzcoona = 82,03 g/mol), ga kvantitativno prenesli v merilno ¢aso in
dodali priblizno 200 mL milliQ vode ter dobro premesali. Z dodajanjem koncentrirane
CH3COOH smo pufru uravnali pH na 4,00 + 0,05. pH vrednost smo izmerili s pH — metrom,
katerega elektrodo smo predhodno kalibrirali s standardnimi pufri (pufer s pH =4,0 in
pH = 7,0). Nato smo ga prelili v merilno bu¢ko in volumen dopolnili do oznake 250 mL z
milliQ vodo. Tako pripravljen acetatni pufer smo hranili v hladilniku pri + 8 °C. Pred
uporabo smo ga prefiltrirali skozi membranski filter z 0,45 um porami.

3.1.3.4.3 Priprava TRIS-HCI pufrovspH 7in 9

Za pripravo 25 mM TRIS-HCI pufra smo na tehtnici zatehtali 757,13 mg TRIS-a v prahu
(Mtris = 121,14 g/mol), ga kvantitativno prenesli v merilno ¢aso in dodali priblizno 200 mL
milliQ vode, ter dobro premesali. Tako pripravljenemu pufru smo nato uravnali pH na
7,00 + 0,08 in 9,00 + 0,07 z dodajanjem 1 M HCI. pH vrednost smo merili s pH — metrom,
katerega elektrodo smo predhodno kalibrirali s standardnimi pufri (pufer s pH =4,0 in
pH = 7,0). Nato smo pufra prelili v merilni bucki in volumna dopolnili do oznake 250 mL z
milliQ vodo. Kalibracija elektrode in uravnavanje pH pufrov je potekalo pri sobni
temperaturi. Pufra smo hranili v hladilniku pri + 8 °C. Pred uporabo smo ju prefiltrirali skozi
membranski filter z 0,45 um porami.

3.1.3.5 Priprava ABTS ‘raztopine

Za izvedbo eksperimenta je bila potrebna predhodna priprava ABTS™ raztopine. Na tehtnici
smo zatehtali 25,1 mg ABTS (Maets = 548,68 g/mol) oziroma 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonsko kislino) diamonijeve soli in jo kvantitativno prenesli v
plasti¢no centrifugirko. Nato smo dodali 10 mL milliQ vode (yasts = 2,51 mg/mL milliQ
vode) in temeljito premesali. Raztopini smo dodali Se 50 mg MnO; v prahu in ponovno
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temeljito premesali. Raztopino, ovito v alufolijo, smo inkubirali na stresalniku pri sobni
temperaturi vsaj 16 ur. Naslednji dan smo raztopino centrifugirali 15 minut s hitrostjo
4000 RCF ter s pomocjo brizge in igle filtrirali supernatant skozi membranski filter z 0,2 um
porami. Do uporabe smo raztopino ABTS' hranili v hladilniku pri + 8 °C.

3.1.3.6 Priprava mobilnih faz za HPLC-analizo

Za potrebe HPLC-analize smo najprej pripravili raztopino organske mobilne faze B, ki sta
jo sestavljali topili acetonitril (ACN) in metanol (MeOH) v razmerju 85 : 15 (v/v).

Vodne faze oziroma mobilne faze A so predstavljale uporabljene 25 mM raztopine pufrov s
pH vrednostmi 4 (25 mM CH3COONa/CH3COOH), pH 7 (25 mM Tris-HCI pufer), pH 9
(25 mM Tris-HCI pufer) in 2 % raztopina HCOOH s pH 2. Natan¢nej$a priprava delovnih
raztopin oziroma pufrov je Ze bila predhodno opisana.

Vsa topila ali raztopine, ki smo jih uporabljali za analizo HPLC so bile z uporabo vakuumske
¢rpalke predhodno filtrirane skozi najlonski membranski filter (0,45 um) ter v ultrazvo¢ni
kopeli (Sonorex TK 52, Bandelin Sonorex, Nemcija) razplinjene za 15 minut. Tako smo
zagotovili, da so topila za analizo zelo Cista.

3.1.3.7 Priprava raztopin folnih kislin za HPLC-analizo

Z metodo HPLC smo analizirali 25 uM raztopine folnih kislin v stirih razli¢nih pH medijih.
Iz 10 mM zalozne raztopine folne kisline v 0,1 M NaOH smo z ustreznim pufrom pripravili
25 uM raztopino folne kisline. Vse raztopine smo filtrirali skozi membranski filter z 0,45 pm
porami in prenesli v steklene viale za HPLC. Zaradi mozZne ob¢utljivosti folne kisline na
svetlobo, smo postopke izvedli v temi oziroma ne na neposredni sonéni svetlobi. Poleg tega
smo delovne raztopine ovili z aluminijasto folijo ali uporabili temne steklene viale.

3.1.3.8 Priprava raztopin standardov za HPLC-analizo

Raztopine treh standardov v stirih ustreznih pH medijih smo pripravili tako, da smo jih
najprej raztopili v 0,1 M raztopini NaOH. Z raztapljanjem v 2 % raztopini HCOOH s pH 2,
oziroma pufrih s pH 4, 7 in 9 smo pripravili 25 uM raztopine N-(4-aminobenzoil)-L-
glutaminske kisline (Sigma-Aldrich, Nem¢ija), 25 uM raztopine pterin-6-karboksilne kisline
(Sigma-Aldrich, Nemcija) in 25 uM raztopine pterojske kisline (Sigma-Aldrich, Nemcija).
Raztopine smo nato filtrirali skozi membranski filter z 0,45 um porami in jih prenesli v
temne steklene viale za HPLC.
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3.2 METODE DELA

3.2.1 Dolo¢anje vpliva pH vrednosti in temperature na stabilnost folne kisline

S pomoc¢jo UV — VIS spektroskopije smo spremljali stabilnost 25 pM raztopin folnih kislin
v §tirih razli¢nih pH (pH 2, 4, 7 in 9) v Casu 18 ur in pri sedmih razli¢nih temperaturah (25,
35, 45, 55, 65, 75 in 85 °C). Pod enakimi pogoji smo spremljali tudi stabilnost 15 uM
raztopin folnih kislin v pH 2 in 4 v temperaturnem obmocju od 25 °C do 55 °C.

Absorpcijski spektri so bili posneti z UV-VIS spektrofotometrom Cary 100 Bio s
programom Kinetics. Za merjenje smo uporabili 1,4 mL kvar¢ne kivete (Starna Scientific
Ltd., Velika Britanija) s $irino 10 mm.

Tako pripravljenim raztopinam smo izmerili pH vrednost s pH — metrom, katerega elektrodo
smo predhodno kalibrirali s standardnimi pufri (pufer s pH = 4,0 in pH = 7,0).

3.2.2 Dolo¢anje vpliva svetlobe na stabilnost folne kisline

Za ugotavljanje vpliva svetlobe na stabilnost folne Kisline v razli¢nih pH medijih (2, 4, 7 in
9) smo raztopine izpostavili energijsko varéni sijalki in z UV-VIS spektrofotometrom Cary
100 Bio merili absorpcijske spektre.

15 puM raztopine folnih kislin v ustreznih topilih (2% HCOOH s pH2; 25 mM
CH3COONa/CH3COOH s pH 4; 25 mM TRIS-HCI pufer s pH 7 in pH 9) smo obsevali z
energijsko var¢no sijalko, ki oddaja hladno belo svetlobo (karakteristike: 20 W E27 6400K
CE 220-240V 50/60 HZ) z oddaljenosti 20 cm. Vpliva dnevne svetlobe nismo omejili.

Spremljali smo vpliv svetlobe, energijsko varéne sijalke in dnevne, oziroma teme (odsotnost
svetlobe) pri 15 uM raztopinah folnih kislin v §tirih razli¢nih pH medijih (2, 4, 7 in 9).
Pripravljene raztopine smo razdelili v dve stekleni, prozorni epruveti. Vse epruvete smo
zatesnili s pokrovcki. Neovite steklene epruvete smo izpostavili svetlobi energijsko varéne
sijalke pri sobni temperaturi. Absorpcijske spektre smo izmerili na za¢etku ter po 30, 60, 90,
120, 150, 180, 210, 240, 300, 360, 420 in 480 minutah po izpostavitvi hladno beli svetlobi
energijsko varcne sijalke in dnevni svetlobi. Raztopine folnih kislin v ovitih, zaprtih
epruvetah smo uporabili kot kontrolne raztopine.

Raztopino folne kisline s koncentracijo 15 uM smo v raztopini s pH 2 pripravili tako, da smo
pri pripravi uporabili ultrazvoéno kopel.
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3.2.3 Doloc¢anje antioksidativne aktivnosti folne kisline z ABTS metodo

Metoda temelji na spektrofotometri¢nem sledenju spremembe barve stabilnega radikala 2,2'-
azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kisline) oziroma kationskega radikala ABTS', ki
absorbira svetlobo v vidnem delu absorpcijskega spektra pri valovni dolzini A =734 nm.
Uporabili smo predhodno pripravljeno oksidirano raztopino ABTS™, ki je modro-zelene
barve in se v prisotnosti antioksidantov, ki so donorji vodikovega atoma, relativno hitro
razbarva (Gliszczynska-Swigto, 2007).

3.2.3.1 Priprava vzorcev za dolo¢anje antioksidativne aktivnosti folne kisline

Pripravili smo razli¢ne koncentracije raztopin folnih kislin v 0,1 M NaOH s pH 13 in §tirih
topilih z razliénimi pH vrednostmi (pH 2, 4, 7 in 9).

Za doloc¢anje antioksidativne aktivnosti (AA) raztopine folne kisline v 0,1 M NaOH s pH 13
smo pripravili razli¢ne zaéetne izhodne koncentracije od 0,1 — 1,0 mM. K 50 uL raztopine
ABTS™ smo dodali 30 uL raztopine folne kisline v 0,1M NaOH s pH13 (v
koncentracijskem obmoc¢ju od 0,1 mM do 1,0 mM) ter 920 uL milliQ vode in premesali.
Koncentracija folne kisline v reakcijski mesanici je bila med 3,0 uM — 30,0 uM. Po
30 minutah inkubacije v temi na sobni temperaturi smo merili absorbanco pri valovni dolzini
734 nm (A7zs). Izmerili smo tudi absorbanco kontrolnega vzorca (Axrzs), kjer smo k 50 pulL
raztopine ABTS™ dodali 30 pL 0,1 M raztopine NaOH ter 920 uL milliQ vode. Slepi vzorec
je vseboval 30 uL. 0,1 M raztopine NaOH in 970 uL milliQ vode. Vsako meritev smo
dolo¢ili v treh paralelkah.

Za dolocanje AA raztopin folnih kislin s pH 9 in 7 (25 mM TRIS-HCI pufer s pH 9 in 7)
smo pripravili razlicne zacetne koncentracije od 0,1 mM do 2,0 mM v pH 9 oziroma od
0,1 mM do 3,0 MM v pH 7. K 50 uL raztopine ABTS™ smo dodali 30 pL raztopine folne
kisline v ustreznem pH mediju ter dodali 920 uL milliQ vode in premesali. Koncentracija
folne kisline v reakcijski mesanici je bila med 3,0 uM — 60,0 uM v pH 9 oziroma med 3,0 uM
— 90,0 uM v pH 7. Po 30 minutah inkubacije v temi ter sobni temperaturi smo merili
absorbanco pri valovni dolzini 734 nm (Azss). lzmerili smo tudi absorbanco kontrolnega
vzorca (Axzza), kjer smo k 50 uL raztopine ABTS™ dodali 30 pL raztopine 0,1 M NaOH v
pH 9 oziroma pH 7 (predpriprava zacetnih koncentracij od 0,1 do 2,0 mM v pH 9 oziroma
0d 0,1 do 3,0 mM v pH 7) ter 920 uL milliQ vode. Slepi vzorec smo pripravili tako, da smo
k 30 pL raztopine z ustreznim pH dodali 970 pL milliQ vode. Vsako meritev smo dolo¢ili v
treh paralelkah.

Za dolocanje AA raztopin folnih kislin s pH 4 in 2 (25 mM pufer CH3COONa/CH3COOH s
pH 4 oziroma 2 % raztopina HCOOH s pH 2) smo pripravili razli¢ne zacetne koncentracije
od 0,05 do 0,3 mM. Zaradi nizje topnosti raztopin folnih kislin v kislem mediju smo zacetne
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raztopine dali v ultrazvo¢no kopel in nato centrifugirali. Raztopine so bile §e vedno motne
in s tem neprimerne za nadaljnjo analizo. Kljub temu smo Zzeleli preveriti antioksidativno
aktivnost delovnih 25 uM raztopin folnih kislin v pH 4 in pH 2. Za dolo¢anje AA smo k
50 uL raztopine ABTS™ dodali 30 pL 25 uM raztopine folne kisline v topilu z ustreznim
pH, dodali 920 uL milliQ vode in premesali. Koncentracija folne kisline v reakcijski
mesanici je bila 0,75 uM. Po 30 minutah inkubacije v temi, na sobni temperaturi smo merili
absorbanco pri valovni dolzini 734 nm (Azss). lzmerili smo tudi absorbanco kontrolnega
vzorca (Axrza), kjer smo k 50 pL raztopine ABTS™ dodali 30 uL raztopine 0,1 M NaOH v
pH 4 oziroma pH 2 (predpriprava 25 uM raztopine 0,1 M NaOH v pH 4 oziroma 2), ter
920 uL milliQ vode. Vsako meritev smo dolocili v treh paralelkah. Ker je bila dejanska
koncentracija FA v kiveti prenizka oz. pod mejo obcutljivosti, se je ta metoda za dolocanje
AA folne kisline s pH 2 in 4 izkazala za neustrezno.

3.2.4 Dolocanje folne kisline in njenih razgradnih produktov z metodo HPLC

S HPLC metodo smo analizirali in identificirali posamezne razgradne produkte folne kisline.
Njihovo prisotnost v razli¢nih pH medijih smo analizirali s pomoc¢jo HPLC sistema Agilent
1260 Infinity z detektorjem z diodno matriko. Kromatograme smo obdelali z raCunalniskim
programom Agilent ChemStation Software.

3.2.4.1 Priprava raztopin vzorcev in standardov

25 uM raztopine folnih kislin in standardov (N-(4-aminobenzoil)-L-glutaminska kislina;
pterin-6-karboksilna kislina; pterojska kislina (Sigma-Aldrich, Nem¢ija)) v §tirih razli¢nih
pH (2, 4, 7 in 9) so bile vedno pripravljene neposredno pred analizo. V izogib napakam je
bila tudi 10 mM zalozna raztopina folne kisline v 0,1 M NaOH vedno pripravljena
neposredno pred analizo. Vse raztopine smo predhodno filtrirali skozi 0,45 pm membranski
filter in prenesli v temne steklene viale za HPLC.

3.2.4.2 Kromatografski pogoji in pogoji detekcije

HPLC: Agilent Technologies 1260 Infinity

Vakuumski razplinjevalnik: G1322A, Degasser 1260
Binarna ¢rpalka: G1312B, Binary Pump 1260
Avtomatski vzoréevalnik: G1367E, HiP ALS 1260
Termostat kolone: G1316A

DAD: G4212B, UV-VIS DAD detektor 1260
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Pogoji

Nacin kromatografije: RP (reverzna faza)

Kromatografska predkolona: Eclipse XDB-C18; 4,6 x 12,5 mm; 5um (Agilent
Technologies, ZDA)

Kromatografska kolona: Zorbax Eclipse Plus C18; 4,6 x 150 mm; 3,5 um
(Agilent Technologies)

Mobilna faza A: 2 % HCOOH (milliQ voda : mravlji¢na kislina, 98 : 2
(VIv)); ali
25 mM CH3COONa/CH3COOH pufer s pH 4; ali
25 mM TRIS-HCI pufer s pH 7; ali
25 mM TRIS-HCI pufer s pH 9

Mobilna faza B: acetonitril : metanol, 85 : 15 (v/v)

Volumen injiciranja: 10 uL

Temperatura vzorcev: 25 °C

Temperatura kolone: 25°C

V preglednici 6 je opisana gradientna metoda, ki smo jo uporabili za analizo s tekoCinsko
kromatografijo.

Preglednica 6: Gradient teko¢inske kromatografije pri dolo¢anju razgradnih produktov folne kisline.

Cas (min) Mobilna faza A Mobilna faza B Pret0!<
(%) (%) (mL/min)
0,00 98 2 0,500
1,00 98 2 0,500
5,00 94 6 0,500
15,00 80 20 0,500
20,00 60 40 0,500
22,00 60 40 0,500
23,00 98 2 0,500
27,00 98 2 0,500

Cas trajanja analize vzorcev je zna$al 27 minut. Spektri so bili posneti v obmogju valovnih
dolzin med 200 nm in 400 nm z AA = 2 nm, medtem ko je bila za detekcijo folne kisline in
razgradnih produktov izbrana valovna dolzina A = 280 nm. Folno kislino (Sigma-Aldrich,
Nemcija) in njene razgradne produkte smo kvantitativno primerjali z raztopinami treh
standardov (N-(4-aminobenzoil)-L-glutaminska kislina (p)ABGA; My = 266,25); pterin-6-
karboksilna kislina (PCA; My =207,15); pterojska kislina (PA; Mw = 312,29)) proizvajalca
Sigma-Aldrich (Nemcija). Kvantitativna dolocitev je temeljila na osnovi primerjave povrsin
kromatografskih vrhov in retencijskih ¢asov pri 25 uM raztopinah folnih kislin v razli¢nih
pH medijih oziroma njenih razgradnih produktov s povrsino vrhov in retencijskimi Casi
znanih standardov.
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4 REZULTATI

4.1 DOLOCANIE VPLIVA pH VREDNOSTI IN TEMPERATURE NA STABILNOST
FOLNE KISLINE

Z uporabo UV-VIS spektrofotometrije (Cary 100 Bio) smo dolocali stabilnost 25 uM in
15 uM raztopin folnih kislin s Stirimi razliénimi pH vrednostmi (2, 4, 7 in 9), v obmocju
temperatur med 25 °C in 85 °C. Posneti absorpcijski spektri, spremljani v obmo¢ju valovnih
dolzin med 200 nm in 600 nm so v prilogah (Priloga A, B, C, D, E in F). Spektri predstavljajo
povpreéje dveh paralelnih meritev. Z merjenjem smo pri¢eli po 10 minutah inkubacije na
Zeljeni temperaturi.

Izhodne 25 uM raztopine folne kisline so bile pripravljene v 2 % raztopini HCOOH s pH 2;
25 mM CH3COONa/CH3COOH pufru s pH 4 ter 25 mM TRIS-HCI pufru s pH 7 in 9.
Stabilnost 25 uM raztopin folnih kislin smo spremljali v temperaturnem obmoc¢ju med 25 °C
in 85 °C. Zaradi predvidene slabse topnosti folne kisline pri nizkih pH vrednostih smo
dodatno dolocali stabilnost 15 uM raztopin folnih kislin s pH 2 in 4. Pri izhodnih 15 uM
raztopinah folnih Kislin, ki so bile pripravljene v 2 % raztopini HCOOH s pH 2 in 25 mM
CH3COONa/CH3COOH pufru s pH 4, smo ugotavljali stabilnost le v temperaturnem
obmocju od 25 °C do 55 °C.

S spektrov (Priloge A - F) je razvidno, da imajo raztopine folnih kislin v razli¢nih pH medijih
znacilne oblike spektrov, ki se med seboj razlikujejo. Folna kislina absorbira svetlobo v UV
obmod¢ju z vrhovi v UVA in UVB spektru. Pri valovnih dolzinah, daljsih od 340 nm, je
absorbiran le manjsi delez sevanja. lIzkazalo se je, da nobena od raztopin folnih kislin ni
spremenila spektra, Ce se je spremenila le temperatura, torej ima pH ve¢ji vpliv na stabilnost
folne kisline kot maksimalna T = 85 °C.

Absorpcijski maksimumi 25 puM raztopin FA s pH 2, v temperaturnem obmo¢ju od 25 °C do
85 °C, so v obmocju od 287 nm do 283 nm. Zaradi povisanja temperature Se pomaknejo v
smeri kraj$ih valovnih dolzin. Enako velja za 15 uM raztopine FA s pH 2 (povisanje T od
25 °C do 55 °C), le da so ti maksimumi v obmocju od 288 nm do 285 nm.

25 uM in 15 uM raztopine FA s pH 4 imajo tri absorpcijske maksimume. 25 uM raztopinam
FA se s poviSanjem temperature od 25 °C do 85 °C prvi maksimum pomakne v smeri kraj$ih
valovnih dolzin (221 nm — 217 nm), drugi je v obmocju od 280 nm in 282 nm ter tretji v
obmocju od 340 nm do 346 nm. Pri 15 uM raztopinah FA s pH 4 je prvi maksimum pri
219 nm pri temperaturah 25 °C, 45 °C in 55 °C. Pri 35 °C se pomakne k valovni dolzini
232 nm, kar je najverjetneje napaka pri eksperimentu. Drugi je v obmoc¢ju 283 nm in se z
viSanjem temperature na 55 °C pomakne v smeri krajsih valovnih dolzin k 280 nm. Tretji se
prav tako pomakne v smeri krajsih valovnih dolzin od 348 nm do 346 nm.
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Pri pH 7 ima 25 uM raztopina FA ob povisanju temperature (25 °C — 85 °C) prvi maksimum
absorpcije v obmocju od 200 nm do 202 nm in drugega pri 280 nm, razen pri 55 °C, kjer
zna$a 278 nm. Tretji maksimum je v obmoc¢ju 345 nm do 348 nm.

UV-VIS absorpcijski spekter raztopin FA s pH 9 prikazuje $tiri maksimume. Prvi je pri
210 nm in se ob poviSanju temperature (25 °C - 85 °C) pomakne v smeri daljSih valovnih
dolzin k 216 nm. Drugi je pri 257 nm in ob povisanju temperature postane prevoj in pri 85 °C
izgine. Tretji absorpcijski vrh ostane nespremenjen pri 282 nm, medtem ko se Cetrti pri
povisanju temperature pomakne v smeri krajsih valovnih dolzin, od 365 nm do 357 nm.

Oblika absorpcijskega spektra folne kisline je neodvisna od koncentracije folne Kisline in
sledi Beer-Lambert-ovem zakonu za nizke koncentracije (Off in sod., 2005), kar je razvidno
iz absorpcijskih spektrov analiziranih 15 uM in 25 uM raztopin folnih kislin s pH 2 in 4 v
temperaturnem obmocju od 25 °C do 55 °C, saj so ti ohranili isto obliko.

Slike (11 — 17) prikazujejo vpliv povisanja temperature na stabilnost raztopin folnih kislin z
razlicnimi pH vrednostmi. Pri 25 °C (slika 11) so v ¢asu 18 ur stabilne le 25 uM raztopini
FA s pH 7 in pH 9 ter 15 uM raztopina FA s pH 4, saj se absorbance spremljane pri A =
285 nm (Aj=285) s Casom ne spreminjajo. 25 uM raztopina FA s pH 4 je stabilna le v ¢asu
6 ur, nato se njena Aj=28s mocno zniza. Enako velja za 15 uM raztopino FA s pH 2, le da je
ta stabilna le 2 uri. 25 uM raztopina FA s pH 2 je nestabilna.
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Legenda: koncentracija raztopin folnih kislin (uM) z razliénimi pH

pH2  —=—pH4 pH7 —=pH9 ——pH2-15uM pH 4 - 15 uM

Slika 11: Absorbanca v odvisnosti od ¢asa, spremljana pri valovni dolzini A = 285 nm, 25 uM raztopin folnih
kislin z razli¢nimi pH (2, 4, 7, 9) ter 15 uM raztopin folnih Kislin s pH 2 in 4 pri temperaturi 25 °C.
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Pri povisanju temperature na 35 °C (slika 12) je opazno, da ima visja temperatura vpliv na
topnost folne kisline. Absorbance (As-2ss5) 25 uM raztopin FA s pH 4, 7 in 9 ter 15 uM
raztopine FA s pH 4 se s ¢asom niso spreminjale. 25 uM raztopina FA s pH 2 je Se vedno
precej nestabilna, saj se Aj=285 s Casom $¢ vedno znizuje. Pri 15 uM raztopini FA s pH 2 je
zaznati le rahlo zniZanje Aj=2g5 s Casom, vendar je t0 vV okviru napake, torej je stabilna.
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Legenda: koncentracija raztopin folnih kislin (uM) z razli¢nimi pH
pH2  —=—pH4 pH7 —=pH9 ——pH2-15uM pH 4 -15uM

Slika 12: Absorbanca v odvisnosti od ¢asa, spremljana pri valovni dolzini A = 285 nm, 25 pM raztopin folnih
kislin z razliénimi pH (2, 4, 7, 9) ter 15 pM raztopin folnih kislin s pH 2 in 4 pri temperaturi 35 °C.

Pri temperaturi 45 °C (slika 13) so stabilne vse 25 uM raztopine FA s pH 4, 7 in 9, saj se
As—285 s ¢asom ne spreminjajo. Tudi pri 15 uM raztopinah FA s pH 2 in 4 je A5
nespremenjena. Pri 25 uM raztopini FA s pH 2 se Aj-285 po eni uri zniza in nato ostane
nespremenjena.
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Legenda: koncentracija raztopin folnih kislin (uM) z razli¢nimi pH

pH2  —=—pH4 —+-pH7 —=—pH9 ——pH2-15uM pH 4 - 15 uM

Slika 13: Absorbanca v odvisnosti od ¢asa, spremljana pri valovni dolzini A =285 nm, 25 pM raztopin folnih
kislin z razliénimi pH (2, 4, 7, 9) ter 15 pM raztopin folnih kislin s pH 2 in 4 pri temperaturi 45 °C.

Pri temperaturi 55 °C (slika 14) ni opaznega znizanja Ay—28s pri 25 uM raztopinah FA s pH 2,
4.in 9. Prav tako ne pri 15 uM raztopinah FA s pH 2 in 4. Pri 25 uM raztopini FA s pH 7 se
As=285 po 1 uri zniza, nato je absorbanca nespremenjena.
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Legenda: koncentracija raztopin folnih kislin (uM) z razliénimi pH
pH 2 —=—pH 4 ——pH7 —s—pH9 ——pH2-15uM pH 4 -15uM

Slika 14: Absorbanca v odvisnosti od ¢asa, spremljana pri valovni dolzini A = 285 nm, 25 uM raztopin folnih
kislin z razli¢nimi pH (2, 4, 7, 9) ter 15 uM raztopin folnih Kislin s pH 2 in 4 pri temperaturi 55 °C.
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S poviSanjem temperature na 65 °C (slika 15) opazimo, da so 25 uM raztopine FAspH 4, 7
in 9 Se vedno stabilne v ¢asu 18 ur. Pri 25 uM raztopini FA s pH 2 se Aj=2g5 s Casom zopet
rahlo znizuje, kar je opazno tudi pri visjih temperaturah 75 °C (slika 16) in 85 °C (slika 17).
25 uM raztopinam FA s pH 4, 7 in 9 se pri teh temperaturah Aj-2g5 v ¢asu 18 ur ne spreminja,
saj je rahlo zviSanje Ax-285 s Casom v okviru eksperimentalne napake.
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Legenda: koncentracija raztopin folnih kislin (uM) z razli¢nimi pH

pH2 —s—pH4 pH7 +pH9|

Slika 15: Absorbanca v odvisnosti od ¢asa, spremljana pri valovni dolzini A = 285 nm, 25 pM raztopin folnih
kislin z razli¢nimi pH (2, 4, 7, 9) pri temperaturi 65 °C.
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Legenda: koncentracija raztopin folnih kislin (uM) z razli¢nimi pH

pH2 —s=—pH4 —+—pH7 +pH9|

Slika 16: Absorbanca v odvisnosti od ¢asa, spremljana pri valovni dolzini A = 285 nm, 25 pM raztopin folnih
kislin z razli¢nimi pH (2, 4, 7, 9) pri temperaturi 75 °C.
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Legenda: koncentracija raztopin folnih kislin (uM) z razliénimi pH

pH2 —s—pH4 ——pH7 +pH9|

Slika 17: Absorbanca v odvisnosti od ¢asa, spremljana pri valovni dolzini A = 285 nm, 25 uM raztopin folnih
kislin z razli¢nimi pH (2, 4, 7, 9) pri temperaturi 85 °C.
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Razvidno je, da ima 25 uM raztopina folne kisline s pH 2 (slika 18) najvisjo stabilnost pri
45 °C in 55 °C. Pri vi§jih temperaturah (65 °C — 85 °C) pride do rahlega znizanja absorbanc.
Pri temperaturah 25 °C in 35 °C FA ni stabilna, saj se absorbanca s ¢asom mocno zniZa.
Tudi 15 uM raztopina folne kisline s pH 2 (slika 19) je stabilna pri temperaturah 35 °C (v
okviru napake), 45 °C in 55 °C. Pri temperaturi 25 °C se absorbanca s ¢asom zniZuje.
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Legenda: 25 uM raztopine folnih kislin s pH 2 pri razliénih temperaturah (°C)
[ —=—25°C —=—35°C —=—45°C 55°C 65°C 75°C —=—85°C |

Slika 18: Absorbanca v odvisnosti od ¢asa, spremljana pri valovni dolzini A =285 nm, 25 uM raztopin folnih
kislin pri razli¢nih temperaturah (25 °C, 35 °C, 45 °C, 55 °C, 65 °C, 75 °C in 85 °C) s pH 2.
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Legenda: 15 uM raztopine folnih kislin s pH 2 pri razli¢nih temperaturah (°C)
‘ ——25°C ——35°C ——45°C 55°C ‘

Slika 19: Absorbanca v odvisnosti od ¢asa, spremljana pri valovni dolzini A = 285 nm, 15 uM raztopin folnih
kislin s pH 2 pri razli¢nih temperaturah (25 °C, 35 °C, 45 °C in 55 °C).
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Pri 25 uM raztopini folne kisline s pH 4 (slika 20) je padec absorbance s ¢asom opazen le
pri temperaturi 25 °C po Sestih urah, medtem ko sprememba absorbance v obmoc¢ju med
35 °C in 85 °C ni tako opazna. 15 uM raztopina folne kisline s pH 4 (slika 21) je stabilna v
temperaturnem obmocju od 25 °C do 55 °C, saj se absorbanca s Casom ne spreminja. Le pri
temperaturi 25 °C je v ¢asu 16 ur do 18 ur opazno znizanje absorbance, ki je v okviru napake.
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Legenda: 25 uM raztopine folnih kislin s pH 4 pri razli¢nih temperaturah (°C)

—=—25°C —=—35°C —=—45°C 55°C 65°C 75°C —=—85°C

Slika 20: Absorbanca v odvisnosti od ¢asa, spremljana pri valovni dolzini A = 285 nm, 25 pM raztopin folnih
kislin s pH 4 pri razli¢nih temperaturah (25 °C, 35 °C, 45 °C, 55 °C, 65 °C, 75 °C in 85 °C).

0,7 4

0,65 1

0,6 1

0,55 A1

0,5 1

Al 285

0,45 A

0,4 1

0,35 1

0,3

0 120 240 360 480 600 720 840 960 1080

Cas (min)

Legenda: 15 uM raztopine folnih kislin s pH 4 pri razli¢nih temperaturah (°C)

——25°C ——35°C ——45°C 55°C ‘

Slika 21: Absorbanca v odvisnosti od ¢asa, spremljana pri valovni dolzini A =285 nm, 15 uM raztopin folnih
kislin s pH 4 pri razli¢nih temperaturah (25 °C, 35 °C, 45 °C in 55 °C).
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25 puM raztopina folne kisline s pH 7 (slika 22) je stabilna pri povisanju temperature v
obmocju 25 °C in 85 °C. Le pri temperaturi 55 °C se po 1 uri absorbanca zniza in je
konstantna v ¢asu 10 ur, nato rahlo narasca.
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Legenda: 25 uM raztopine folnih kislin s pH 7 pri razli¢nih temperaturah (°C)

—=—25°C —=—35°C —=—45°C 55°C 65°C 75°C —=—85°C

Slika 22: Absorbanca v odvisnosti od ¢asa, spremljana pri valovni dolzini A = 285 nm, 25 uM raztopin folnih
kislin s pH 7 pri razli¢nih temperaturah (25 °C, 35 °C, 45 °C, 55 °C, 65 °C, 75 °C in 85 °C).

25 uM raztopina folne kisline s pH 9 (slika 23) je stabilna v temperaturnem obmocju od
25 °C do 65 °C. Pri vi§jih temperaturah, 75 °C in 85 °C, je opazno rahlo zviSanje absorbance.
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Legenda: 25 pM raztopine folnih kislin s pH 9 pri razliénih temperaturah (°C)

—=—25°C —=—35°C —=—45°C 55°C 65°C 75°C —=—85°C

Slika 23: Absorbanca v odvisnosti od ¢asa, spremljana pri valovni dolzini A =285 nm, 25 uM raztopin folnih
kislin s pH 9 pri razli¢nih temperaturah (25 °C, 35 °C, 45 °C, 55 °C, 65 °C, 75 °C in 85 °C).



Speli¢ K. Vpliv pH, temperature in svetlobe na stabilnost folne kisline. 46
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2016

4.2 DOLOCANIJE VPLIVA DNEVNE SVETLOBE IN SVETLOBE ENERGIJSKO
VARCNE SIJALKE NA STABILNOST FOLNE KISLINE

Z raziskovalno nalogo smo zeleli pokazati, da imata osvetljevanje z energijsko var¢no
sijalko, ki oddaja hladno belo svetlobo in izpostavljenost dnevni svetlobi vpliv na stabilnost
raztopin folnih Kislin z razlicnimi pH vrednostmi v primerjavi s tistimi, ki so bile z
aluminijasto folijo zas¢itene pred viri svetlobe. Poskus smo izvedli pri sobni temperaturi
25 °C. Raztopinam folnih kislin z razli¢nimi pH (2, 4, 7 in 9), ki so bile izpostavljene svetlobi
energijsko varcne sijalke (karakteristike: 20 W E27 6400K CE 220-240V 50/60 HZ) in
dnevni svetlobi, ter tistim, ki so bile za$¢itene pred viri svetlobe, smo s pomoc¢jo UV-VIS
spektrofotometrije izmerili absorpcijske spektre v razli¢nih ¢asih izpostavljenosti (od 0 do
480 minut).

Eksperimentalni rezultati so predstavljeni kot spreminjanje absorbance, spremljane pri
valovni dolzini A = 285 nm (Ax=285), v odvisnosti od ¢asa pri 15 uM raztopinah folnih kislin
z razli¢nimi pH (2, 4, 7 in 9), ki so bile izpostavljene svetlobi energijsko var¢ne sijalke, Ki
oddaja hladno belo svetlobo in dnevni svetlobi (slika 24), ter raztopin, ki so bile za$¢itene
pred svetlobo energijsko var¢ne sijalke in dnevno svetlobo (slika 25).
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Legenda: raztopine folnih kislin z razli¢nimi pH (S — svetloba)

#pH2-25°C-5 pH4-25°C-5 pH7-25°C-5  «pH3-25°C-3

Slika 24: Stabilnost 15 uM raztopin folnih kislin z razlicnimi pH (2, 4, 7 in 9), izpostavljenih svetlobi
energijsko var¢ne sijalke in dnevni svetlobi, v odvisnosti od ¢asa pri temperaturi 25 °C pri valovni dolzini
285 nm.
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Legenda: raztopine folnih kislin z razli¢nimi pH (T — tema)
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Slika 25: Stabilnost 15 uM raztopin folnih kislin v razliénih pH (2, 4, 7 in 9), zas€itenih pred svetlobo
energijsko var¢ne sijalke in dnevno svetlobo, v odvisnosti od ¢asa pri temperaturi 25 °C pri valovni dolzini
285 nm.

Spremembe v absorbanci (Ai=2es) raztopin folnih kislin, spremljanih pri valovni dolzini
285 nm, so v ¢asu osmih ur zelo majhne. V preglednici 7 so prikazane razlike med vrednostjo
Aj=285 v Casu t = 0 in vrednostjo Ay—2gs v Casu t = 8 ur za raztopine folnih kislin s pH
vrednostmi 2, 4, 7 in 9 v odvisnosti od izpostavljenosti svetlobi. Slike 26, 27, 28 in 29
prikazujejo absorpcijske spektre raztopin folnih kislin z razlicnimi pH v ¢asu t = 0 in po
8 urah izpostavljenosti svetlobi (S) 0z. zas¢itenosti pred svetlobo (T). Rahlo zvisanje Aj-2g5
(maksimalno 3 %) je opazno v ¢asu 8 ur pri svetlobi izpostavljenih raztopinah folnih kislin
spH 4, 7in 9, ter pred vplivom svetlobe zas¢itenih raztopinah s pH 2, 4, 7 in 9. Pri raztopini
folne kisline s pH 2, ki je bila izpostavljena svetlobi, se Aj-2g5 rahlo zniza (1,9 % znizanje
absorbance).

Preglednica 7: Spremembe absorbanc raztopin folnih kislin z razli¢nimi pH vrednostmi v odvisnosti od

izpostavljenosti svetlobi.

AA =285 1zPOSTAVLIENE sveTLOBI (AU) AA =285 ZASCITENE PRED SVETLOBO (AU)
pH 2 - 0,005717 pH 2 +0,005474
pH 4 + 0,005702 pH 4 + 0,002406
pH 7 +0,008752 pH 7 +0,005186
pH 9 +0,011038 pH 9 +0,005349

Opomba: AA =285 = A =285 (V Casut=8 ur) - Aj=o8s (V Casut=0 ur).
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Slika 26: Absorpcijski spekter 15 uM raztopin folnih kislin s pH 2, izpostavljenih svetlobi energijsko varéne
sijalke in dnevni svetlobi oziroma zas¢itenih pred viri svetlobe, pri temperaturi 25 °C v ¢asu t = 0 in po 8 urah.
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Slika 27: Absorpcijski spekter 15 uM raztopin folnih kislin s pH 4, izpostavljenih svetlobi energijsko varéne
sijalke in dnevni svetlobi oziroma zas¢itenih pred viri svetlobe, pri temperaturi 25 °C v ¢asu t = 0 in po 8 urah.
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Slika 28: Absorpcijski spekter 15 uM raztopin folnih kislin s pH 7, izpostavljenih svetlobi energijsko varéne
sijalke in dnevni svetlobi oziroma zas¢itenih pred viri svetlobe, pri temperaturi 25 °C v ¢asu t = 0 in po 8 urah.
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Slika 29: Absorpcijski spekter 15 uM raztopin folnih kislin s pH 9, izpostavljenih svetlobi energijsko varéne
sijalke in dnevni svetlobi oziroma zas¢itenih pred viri svetlobe, pri temperaturi 25 °C v ¢asu t = 0 in po 8 urah.
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Absorpcijski spektri raztopin folnih kislin kazejo, da folna kislina ne absorbira sevanja
uporabljene hladne bele svetlobe energijsko varcne sijalke in dnevne svetlobe, saj se spektri
svetlobi izpostavljenih raztopin ne razlikujejo od spektrov raztopin, ki so bile zas¢itene pred
viri svetlobe. Posledica izpostavljenosti folne kisline dnevni svetlobi je razgradnja vezi folne
kisline med Cg in N1o, kar je razvidno v spremembah spektralnih lastnosti obsevanih raztopin
(Akhtar in sod., 1999, 2003).

4.3 DOLOCANIJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI FOLNE KISLINE Z ABTS
METODO

Za merjenje antioksidativne aktivnosti folne kisline v raztopinah z razli¢nimi pH vrednostmi
(pet razli¢nih topil: 0,1 M NaOH s pH 13; 25 mM TRIS-HCI pufer s pH 9 in 7; 25 mM
CH3COONa/CH3COOH pufer pH4 in 2% raztopina HCOOH s pH 2) smo uporabili
indirektno metodo ABTS. Metoda temelji na sposobnosti antioksidantov za reakcijo z
radikalskim kationom ABTS™". Z merjenjem zmanj$anja absorbance pri valovni dolzini A =
734 nm po 30 minutah smo preucevali vpliv raztopin folnih kislin z razli¢nimi pH
vrednostmi na redukcijo radikalskega kationa ABTS"" oziroma njihovo sposobnost lovljenja
prostega radikala ABTS™* (Gliszczynska-Swigto, 2006).

Z metodo ABTS smo dologili antioksidativno aktivnost raztopin folnih kislin s pH 7,9 in 13
v koncentracijskem obmocju od 3 uM do 30 uM (pri FA s pH 13) oziroma od 3 uM do
60 uM (pri FA s pH 9) ter od 3 uM do 90 uM (pri FA s pH 7). Zaradi omejene nizke topnosti
folne kisline v kislem, nismo uspeli pripraviti ustreznih izhodnih raztopin za analizo pri
raztopinah FA s pH 2 in 4. 25 uM koncentracija raztopin FA s pH 2 in 4, je najvi§ja
koncentracija, pri kateri je folna kislina topna. Pri ABTS testu iz te izhodne 25 uM raztopine
FA s pH 2 in 4, so bile koncentracije v kiveti 0,75 uM, kar je pod mejo obcutljivosti te
metode.

ZmanjSanje absorbance radikala ABTS™ (%) smo izracunali z enacbo 1. Rezultati so
prikazani v preglednici 8, kjer je Ax73s absorbanca kontrole [AU], izmerjena pri A = 734 nm;
Av734 absorbanca vzorca [AU], izmerjena pri A = 734 nm, AAk73s — v734) Sprememba
absorbance kontrole — vzorca [AU].

zmanj$anje absorbance radikala ABTS"* = (M) X 100 % . (1)
k734
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Preglednica 8: Spremljanje zmanjSanja absorbance radikala ABTS™ pri raztopinah folnih kislin z razli¢nimi
vrednostmi pH oziroma v razli¢nih topilih.

zmanj$anje absorbance radikala ABTS™ (%)
cra zafetna (MM)  crav Kkiveti (uM)

FAspH 13 FAspH9 FAspH7
3,0 90,0 / / 97,1+£0,2
2,0 60,0 / 93,8+0,4 83,8+ 0,6
1,0 30,0 97,3+0,8 65,1+ 0,8 526+14
0,8 24,0 783+14 55,6 = 0,7 435+1,2
0,6 18,0 66,6 + 1,1 44,7+1,3 34,3£0,9
0,5 15,0 56,0 £ 0,7 38,2+ 14 28,7+0,7
0,3 9,0 330+1,3 26,5+0,6 182+1,8
0,2 6,0 194+29 17,3+ 0,4 13,2+0,5
0,1 3,0 17,7+2.1 79+0,6 75+0,5

Slika 30 prikazuje zmanj3anje absorbance radikala ABTS™" (%) oziroma zmanjSanje zacetne
vrednosti radikala ABTS™ za raztopine folnih kislin v razli¢nih topilih. Razvidno je, da ima
pH topila v katerem je raztopljena folna kislina vpliv na antioksidativno aktivnost folne
kisline. V alkalnem topilu je za 50 % zmanj$anje zaCetne vrednosti radikala ABTS™
potrebna 13 uM koncentracija folne kisline, raztopljene v 0,1 M NaOH s pH 13, ter 21 uM
koncentracija folne kisline, raztopljene v 25 mM TRIS-HCI pufru s pH 9. Pri nevtralnih
vrednostih pH je za 50 % zmanjSanje zaGetne vrednosti radikala ABTS™ potrebna 28 uM
koncentracija folne kisline, raztopljene v 25 mM TRIS-HCI pufru s pH 7. Raztopine folne

kisline v 0,1 M NaOH s pH 13 imajo najvisjo antioksidativno aktivnost.

100,0 7

bsorbance radikala ABTS"* (%)

zmanj$anje a

0,0

——FAVpPH7

FAvpH9

——FAVvpH13

Cra V Kiveti (nM)

Slika 30: Spremljanje zmanjSanja absorbance radikala ABTS™ (%) v raztopinah folnih kislin z razli¢nimi pH

vrednostmi.
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4.4 DOLO?ANJ E FOLNE KISLINE IN NJENIH RAZGRADNIH PRODUKTOV S
TEKOCINSKO KROMATOGRAFIJO VISOKE LOCLJIVOSTI (HPLC)

S pomocjo tekoCinske kromatografije visoke locljivosti (HPLC) smo poskusali dolociti
morebitne razgradne produkte raztopin folnih kislin v topilih s pH vrednostmi v obmocju
med 2 in 9. S kvalitativno identifikacijo lahko potrdimo ali ovrzemo prisotnost razgradnih
produktov folne kisline s primerjavo retencijskih ¢asov (tr) in povrsin analiziranih raztopin
folnih kislin z razliénimi pH vrednostmi in standardnih raztopin v ustreznih pripadajocih
topilih.

Analizirali smo 25 uM raztopine folnih kislin in standardov (N-(4-aminobenzoil)-L-
glutaminska kislina 0z. pABGA; pterin-6-karboksilna kislina oz. PCA,; pterojska kislina oz.
PA (Sigma-Aldrich, Nemc¢ija)) v razli¢nih topilih s pH vrednostmi 2, 4, 7 in 9. Prisotnost
razgradnih produktov smo spremljali z merjenjem signala (mAU) pri valovni dolzini A =
280 nm. Kromatogrami prikazujejo primerno lo¢bo posameznih vrhov. Dolo¢ili smo
retencijske Case in povrsine vseh $tirih raztopin folnih Kislin s pH 2, 4, 7 in 9 in pripadajoc¢ih
posameznih standardnih raztopin PCA, PA in pABGA, ki smo jih predhodno analizirali pri
enakih pogojih kromatografskega postopka. Rezultati so zbrani v preglednicah od 9 do 12.

Na kromatogramu 25 puM raztopine folne kisline s pH 2 (slika 31) v ¢asu t = 0 opazimo S§tiri
vrhove pri 2,955 minuti; 9,355 minuti; 17,03 minuti in 20,522 minuti, ki kazejo na
kislini, medtem ko so ostali trije (st. 1, 2 in 4) neznane spojine oziroma razgradni produkti
folne kisline. S pomocjo retencijskih ¢asov in UV spektrov analiziranih standardov bi lahko
prvi vrh (8t. 1) na kromatogramu folne kisline (t: = 2,955 min) predstavljal ne¢istoco, ki se
nahaja v vseh pripravljenih standardih in smo jo pri teh pogojih detektirali. Lahko gre tudi
za prisotnost neznanega razgradnega produkta, ki nastane pri pH 2 pri vseh analiziranih
spojinah. Drugi vrh (3t. 2) predstavlja N-(4-aminobenzoil)-L-glutaminsko kislino. Cetrti vrh
(8t. 4) na kromatogramu folne kisline je neznan razgradni produkt, saj nobena od analiziranih
standardnih raztopin ne eluira ob istem ¢asu.
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Preglednica 9: Vrednosti retencijskih ¢asov in povrsin pri analiziranih 25 uM raztopinah s pH 2 v asut=0
ter signalu pri 280 nm.

Signal pri 280 nm (mAU)

60:
50:
40
30:
20:
10 ]

RETENCIJSKI CAS POVRSINA
VZOREC (min) (MAU*s)
1 2,955 63,4
. 2 9,355 28,8
25 uM raztopina FA s pH 2
3 17,03 372,6
4 20,522 78,5
1 2,954 72,6
25 u_M raztop_ina standard:fl 2 5932 113
N-(4-aminobenzoil)-L-glutaminske
Kisline 3 9,368 34,2
4 16,484 134
25 uM raztopina standarda 1 2,951 351
pterin-6-karboksilne kisline 2 10,397 203,9
1 2,951 39,9
25 uM raztopina standarda 2 10,386 14,6
pterojske Kisline 3 18,7 8,4
4 22,569 85,3
100 1
90 -
80 ]
70 ] 3

-10

Cas (min)

Slika 31: HPLC kromatogram vzorca 25 pM raztopine folne kisline s pH 2 (2 % raztopina HCOOH s pH 2),
kjer prevladuje kationska oblika folne Kkisline, v ¢asu t = 0 (1 =necisto¢a; 2 =pABGA; 3 =FA,;
4 = neidentificirani razgradni produkt).
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Slika 32: HPLC kromatogram 25 pM raztopine standarda N-(4-aminobenzoil)-L-glutaminske kisline s pH 2
(2 % raztopina HCOOH s pH 2) v ¢asut = 0.

100 -
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80 -
70 -
60 -
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40
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-10
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Cas (min)

Slika 33: HPLC kromatogram 25 pM raztopine standarda pterin-6-karboksilne kisline s pH 2 (2 % raztopina
HCOOH spH 2) v ¢asut=0.

100 -
90:
80:
70 |
60:
50:
40:
30:
20:
10:

O: A A J

-10

Signal pri 280 nm (mAU)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Cas (min)

Slika 34: HPLC kromatogram 25 uM raztopine standarda pterojske Kisline s pH 2 (2 % raztopina HCOOH s
pH 2) v ¢asut = 0.
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Na kromatogramu 25 pM raztopine folne kisline s pH 4 (slika 35) v ¢asu t = 0 je razviden le
en vrh pri 16,864 minuti, ki predstavlja folno kislino, saj nobena od treh analiziranih
standardnih raztopin ne eluira v tem casu, kar je razvidno iz preglednice 10 oziroma
kromatogramov s slik 36, 37 in 38. Folna kislina s pH 4 in standarda N-(4-aminobenzoil)-
L-glutaminska kislina s pH 4 ter pterin-6-karboksilna kislina s pH 4 so v ¢asu t = 0, pri teh
pogojih stabilni, medtem ko je tretji standard pterojska kislina nestabilna v topilu s pH 4.

Preglednica 10: Vrednosti retencijskih ¢asov in povrsin pri analiziranih 25 pM raztopinah s pH 4 v asut =0
ter signalu pri 280 nm.

RETENCIJSKI CAS POVRSINA
VZOREC (min) (MAU*s)
25 uM raztopina FA s pH 4 1 16,864 783,9
25 uM raztopina standarda N-(4-
aminobenzoil)-L-glutaminske kisline . 11,822 379.1
25 uM raztopina standarda
pterin-6-karboksilne kisline ! 6,344 346
1 6,343 26,1
25 uM raztopina standarda 2 9,553 10.1
pterojske kisline 3 16.044 32
4 20,424 10,7

140 4
130
120
110 1
100
90 A
80
70 1
60 1
50 ]
40 1
30 1

20 A
10 1
O.

-10

Signal pri 280 nm (mAU)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Cas (min)
Slika 35: HPLC kromatogram vzorca 25 uM raztopine folne kisline s pH 4 (25 mM CH;COONa/CH;COOH
s pH 4), kjer prevladuje kationska oblika folne kisline, v ¢asu t = 0.
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Slika 36: HPLC kromatogram 25 puM raztopine standarda N-(4-aminobenzoil)-L-glutaminske kisline s pH 4
(25 mM CH3COONa/CH3COOH s pH 4) v ¢asu t = 0.

140 4
130 1
120 1
110 1
100 1
90 1
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Slika 37: HPLC kromatogram 25 puM raztopine standarda pterin-6-karboksilne kisline s pH 4 (25 mM
CH3;COONa/CH3COOH s pH 4) v ¢asu t = 0.
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Slika 38: HPLC kromatogram 25 pM raztopine standarda pterojske Kkisline s pH4 (25 mM
CH3COONa/CH3COOH s pH 4) v ¢asu t = 0.
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Kromatogram 25 puM raztopine folne kisline s pH 7 (slika 39) v ¢asu t = 0 prikazuje en vrh
pri 11,748 minuti, ki glede na tr ne ustreza nobeni analizirani standardni raztopini. Raztopina
FA s pH 7 je pri teh pogojih analize stabilna.

Preglednica 11: Vrednosti retencijskih ¢asov in povrsin pri analiziranih 25 pM raztopinah s pH 7 v asu t = 0
ter signalu pri 280 nm.

RETENCIJSKI CAS POVRSINA
VZOREC (min) (MAU*s)
25 uM raztopina FA s pH 7 1 11,748 729,4
25 uM raztopina standarda
N-(4-aminobenzoil)-L-glutaminske | 1 3,89 450,8
kisline
25 uM raztopina standarda
pterin-6-karboksilne kisline ! 4,844 3294
1 4,073 27,1
25 uM raztopina standarda 4,839 34.4
pterojske Kisline 3 9.775 13.4
4 12,823 658,5
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Slika 39: HPLC kromatogram vzorca 25 uM raztopine folne kisline s pH 7 (25 mM TRIS-HCI pufer s pH 7),
kjer je folna kislina v nevtralni obliki, v ¢asu t = 0.
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Slika 40: HPLC kromatogram 25 uM raztopine standarda N-(4-aminobenzoil)-L-glutaminske kisline s pH 7
(25 mM TRIS-HCI pufer s pH 7) v ¢asu t = 0.
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Slika 41: HPLC kromatogram 25 uM raztopine standarda pterin-6-karboksilne kisline s pH 7 (25 mM TRIS-
HCI pufer s pH 7) v ¢asu t = 0.
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Slika 42: HPLC kromatogram 25 uM raztopine standarda pterojske kisline s pH 7 (25 mM TRIS-HCI pufer s
pH 7) v ¢asut = 0.
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Na kromatogramu 25 uM raztopine folne kisline s pH 9 (slika 43) je v ¢asu t = 0 viden vrh
pri 3,903 minuti, ki ne predstavlja nobenega od analiziranih standardnih razgradnih
produktov folne kisline, saj pri nobenem ni prislo do eluiranja iz kolone v istem ¢asu. V teh
pogojih analize je raztopina FA s pH 9 stabilna.

Preglednica 12: Vrednosti retencijskih ¢asov in povr$in pri analiziranih 25 uM raztopinah spH 9 v ¢asut=0
ter signalu pri 280 nm.

RETENCIJSKI CAS POVRSINA
VZOREC (min) (MAU*s)
25 uM raztopina FA s pH 9 1 3,903 659,3
25 uM raztopina standarda
N-(4-aminobenzoil)-L-glutaminske | 1 4,174 560,5
kisline
1 2,616 19,6
25 uM raztopina standarda
pterin-6-karboksilne kisline 2 2,992 265
3 5,287 540,8
25 uM raztopina st_andarda 1 2,614 406,1
pterojske Kisline
140 1
130 ]
120
110
5 1009
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Slika 43: HPLC kromatogram vzorca 25 uM raztopine folne kisline s pH 9 (25 mM TRIS-HCI pufer s pH 9),
kjer prevladuje anionska oblika folne kisline, v ¢asu t = 0.
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Slika 44: HPLC kromatogram 25 uM raztopine standarda N-(4-aminobenzoil)-L-glutaminske kisline s pH 9
(25 mM TRIS-HCI pufer s pH 9) v ¢asu t = 0.
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Slika 45: HPLC kromatogram 25 uM raztopine standarda pterin-6-karboksilne kisline s pH 9 (25 mM TRIS-
HCI pufer s pH 9) v ¢asu t = 0.
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Slika 46: HPLC kromatogram 25 uM raztopine standarda pterojske kisline s pH 9 (25 mM TRIS-HCI pufer s
pH 9) v ¢asu t = 0.
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Stabilnost 25 uM raztopin folnih kislin s pH vrednostmi 2, 4, 7 in 9 smo dolocali s
spremljanjem sprememb v povrsini kromatografskih vrhov v odvisnosti od ¢asa (18 ur), ki
so zbrane v preglednici 13.

Preglednica 13: Povrsine kromatografskih vrhov za 25 uM raztopine folnih kislin v razli¢nih pH v odvisnosti
od c¢asa ter signalu pri 280 nm.

POVRSINA (MAU%*s)

CAS (h) FA-pH2 FA-pH4 FA-pH7 FA-pH?9
0 285,6 783,9 732,5 659,3
1 285,2 775,9 730,1 657,6
2 284,3 769,7 729,6 657,5
3 284,6 762,2 728,9 660,0
4 286,7 755,5 729,3 654,1
5 283,1 7479 730,8 654,3
6 282,6 742,5 730,9 652,7
7 283,9 7378 731,1 653,7
8 281,9 733,0 7345 658,2
9 283,3 728,33 729,4 655,7
10 283,9 724,0 730,6 654,9
11 281,0 719,7 729,2 653,3
12 281,0 714,5 7278 653,1
13 280,5 710,6 730,9 655,3
14 279,9 708,0 729,4 655,4
15 279,5 704,6 731,8 654,0
16 279,2 701,6 729,2 653,1
17 / 698,1 730,9 652,8

S slike 47 je razvidno spreminjanje povrSine vrhov raztopin folnih kislin v topilih z
razli¢nimi pH vrednostmi in temperaturi 25 °C. Povr$ine pri 25 pM raztopinah folnih kislin
s pH 2, 7 ter 9 so se s ¢asom le rahlo zmanjSale, zmanjSanje za 2,1 %, 1,0 % in 0,2 %. Pri
25 uM raztopini folne kisline s pH 4 je ta padec bolj opazen in znasa 10,9 %. Najmanjso
spremembo in s tem najvecjo stabilnost smo ugotovili pri 25 uM raztopinah folnih kislin s
pH 7in 9, saj v ¢asu 18 ur ni prislo do sprememb Vv povrsini kromatografskih vrhov. 25 uM
raztopina folne kisline s pH 2 je bila nestabilna ze v ¢asu t = 0.
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Slika 47: Povrsine kromatografskih vrhov za 25 pM raztopine folnih kislin v razli¢nih pH v odvisnosti od ¢asa
ter signalu pri 280 nm.




Speli¢ K. Vpliv pH, temperature in svetlobe na stabilnost folne kisline. 63
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2016

5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Hitrost razgradnje folne kisline je odvisna od Stevilnih faktorjev kot so pH, temperatura,
svetloba in kisik. V literaturi se pogosto zasledi, da je folna kislina relativno nestabilna v
vodnih raztopinah, prisotnosti kisika in predvsem pri nizkih pH vrednostih. Na obseg in
stopnjo razgradnje raztopin folnih kislin vplivata pH in tudi vrsta pufra, zato je pomembno
upostevati ta dejavnika. Alkalni pufer (v nasem primeru 25 mM TRIS-HCI s pH 7 in 9)
pomaga pri stabilizaciji folne kisline v vodni raztopini, kar je razvidno iz rezultatov. Folna
kislina je bila nestabilna v kislih topilih oziroma pufrih (2% HCOOH s pH 2 in 25 mM
CH3COONa/CH3COOH s pH 4) e zlasti pri nizjih temperaturah 25 °C in 35°C ter v
obmo¢ju temperatur od 65 °C do 85 °C.

Z UV-VIS spektrofotometrijo smo ugotovili, da nobena od raztopin folnih Kislin ni
spremenila oblike spektra, ¢e se je spremenila le temperatura, torej ima pH vecji vpliv na
stabilnost folne kisline kot maksimalna T = 85 °C. Prav tako smo ugotovili, da je oblika
absorpcijskega spektra folne kisline neodvisna od koncentracije folne kisline in sledi Beer-
Lambert-ovem zakonu za nizke koncentracije (Off in sod., 2005), kar je razvidno iz
absorpcijskih spektrov analiziranih 15 uM in 25 uM raztopin folnih kislin s pH 2 in 4 v
temperaturnem obmocju od 25 °C do 55 °C, saj so ti ohranili isto obliko.

Absorpcijski maksimumi folne kisline so odvisni od pH topila, oziroma razli¢nih ionskih
oblik v katerih se folna kislina nahaja. V kislem mediju (pH 2 in 4) prevladujejo protonirane
kationske oblike (pK1=2,35), ki so mo¢no ob¢utljive na razgradnjo. Pri viSanju pH vrednosti
proti nevtralnemu obmod¢ju (pH 7) je molekula folne kisline deprotonirana, prevladujejo
nevtralne oblike, in kot taka je FA veliko bolj stabilna. Pri vrednosti pH 9 je molekula folne
kisline v anionski in nevtralni obliki. Ko pH vrednost nara$ca proti alkalnemu obmocju, se
folna kislina nahaja v pretezno anionski obliki (pK2 = 8.3) (Akhtar in sod., 1999).

Razliko v zaCetnih absorbancah (v ¢asu t = 0) raztopin FA v topilih s pH vrednostmi med 2
in 9, ki imajo isto za¢etno 25 uM koncentracijo, tako lahko pojasnimo s pojavom in razli¢no
stabilnostjo ionskih oblik FA, ki prevladujejo v dolocenih topilih. V rahlo kislih topilih, kjer
prevladujejo monokationske in nevtralne oblike FA, je stabilnost folne kisline zmanjsana.
Do povecanja koncentracije anionskih oblik FA pride pri pH vrednosti nad 4 in stabilnost
raztopin se poveca. Razlike v zacetnih absorbancah (v Casu t = 0) se s poviSanjem
temperature od 25 °C do 65 °C zmanjSujejo, z izjemo pri 35 °C, kjer je opaZzena najvecja
razlika v zacetnih vrednostih absorbanc pri 25 uM raztopinah FA s pH med 2 in 9, ki znasa
19,5 %. Najmanjsa razlika je opazena pri temperaturi 65 °C z vrednostjo 9,6 %. 25 uM
raztopine FA s pH 4 in 7, kjer prevladujejo kationske in nevtralne oblike FA, imajo v ¢asu
t = 0 v celotnem temperaturnem obmocju (od 25 °C do 85 °C) razmeroma podobne zacetne
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vrednosti absorbanc z najve¢jim 5,0 % odstopanjem pri 65 °C. Pri 25 uM raztopinah FA s
pH 9, kjer prevladujejo nevtralne in anionske oblike FA, se zacetne vrednosti absorbanc
25 uM raztopin FA s pH 7 razlikujejo z najvec¢jim odstopanjem 14,2 %, Ki smo ga dolo¢ili
pri temperaturi 35 °C. Najveéje odstopanje v zacetnih vrednostih absorbanc je pri 25 uM
raztopinah FA s pH 2, kjer prevladujejo monokationske oblike FA, ki so nestabilne. Razlike
v zacetnih absorbancah (v ¢asu t = 0) 15 uM raztopin FA s pH 2 in pH 4 so v primerjavi z
razlikami v zaCetnih absorbancah 25 uM raztopin FA v topilih s pH vrednostmi med 2 in 9
ve¢je. S povisanjem temperature od 25 °C do 55 °C se ta razlika pri 15 uM raztopinah FA

v

oziroma 23,0 %. Pri temperaturi 45 °C je razlika 16,6 % ter pri 55 °C je razlika 15,0 %.

Folna kislina ima pH topnostni profil odvisen od znacilne nizke topnosti v kislem pH, ki je
posledica razli¢nih ionskih oblik, ki prevladujejo v dolo¢enem pH. Topnost folne Kisline v
raztopinah s kislim pH je relativno nizka in znatno visja v raztopinah z alkalnim pH. Topnost
folne kisline pri pH 7 je 183-krat vec¢ja od topnosti folne kisline pri pH 1 in se povecuje s
zvisanjem pH pri 37 °C (Younis in sod., 2009). Optimalna topnost folne Kisline je pri pH 7,6
(Akhtar in sod., 2003). Pri tej pH vrednosti je tudi najbolj stabilna, kar lahko razberemo tudi
iz nasih rezultatov, saj se vrednost absorbance (Ax-2g5) raztopin folnih kislin s pH 7 v ¢asu
18 ur ter temperaturnem obmocju od 25 °C do 85 °C skoraj ne spremeni. Podobno lahko
povzamemo tudi za analizirane raztopine FA s pH 9, ker je topnost folne kisline visja v
alkalnem. Razgradnja folne kisline v topilih s pH 2 in 4 je najvedja, kar potrjuje znizanje
Ai=285 s Casom pri 25 pM raztopinah folnih kislin s pH 2 pri 25 °C in 35 °C ter raztopini FA
spH 4 pri 25 °C.

O'Broin in sod. (1975) so ugotavljali vpliv pH in ionov pufra na termi¢no stabilnost folne
kisline in stevilnih derivatov folatov. Ugotovili so, da je folna kislina obcutljiva na
razgradnjo pri pH vrednostih nizjih od 4. Tudi Paine-Wilson in Chen (1979) sta ugotovila,
da je kinetika termi¢ne razgradnje folatov v modelnih sistemih odvisna od pH vrednosti in
vrste pufrskih ionov. Razgradnja folne kisline in ostalih folatov pri temperaturi 100 °C sledi
Kinetiki prvega reda v Sirokem obmoc¢ju pH od 1 do 12. Folna kislina je stabilna med
10 urnim segrevanjem pri 100 °C pri pH vrednostih od 4 do 12. Njena stabilnost se je
zmanjsala pri pH vrednostih nizjih od 4. Pri pH vrednosti 7 niso opazili razgradnje. Ti
rezultati so prav tako v skladu z naSimi eksperimentalnimi, saj smo na podlagi
nespremenjenih absorpcijskih spektrov ugotovili, da je folna kislina stabilna, predvsem v
alkalnih topilih s pH 7 in 9. Saxby in sod. (1983) so prav tako ugotovili, da je folna kislina
stabilna pri segrevanju v alkalnih in nevtralnih raztopinah ter nestabilna v raztopinah s kislim
pH. Na stopnjo termi¢ne razgradnje vpliva pH nizji od 4. V obmod¢ju pH vrednosti nizjih od
4, ob prisotnosti kisika, poteCe aerobna hidroliza in folna kislina se razgradi v p-
aminobenzoilglutaminsko kislino in 6-metilpterin.
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Nguyen in sod. (2003) so preiskovali stabilnost folne kisline v 0,2 M fosfatnem pufru s pH 7
pri temperaturah od 65 °C do 160 °C v kombinaciji z visokim tlakom (do 800 MPa).
Izpostavitev povisanemu tlaku v temperaturnem obmoc¢ju od 25 °C do 60 °C ni imela vpliva
na razgradnjo folne kisline oziroma je bil vpliv zelo majhen. Kinetiko razgradnje folne
Kisline pri temperaturah visjih od 120 °C so opisali s kineti¢cnim modelom prvega reda,
medtem ko rezultatov pri temperaturah do 90 °C niso dolo¢ili. Folno kislino s pH 7 so
oznacili kot stabilno na povisano temperaturo in tlak, torej bi se lahko v dolo¢eni koli¢ini
ohranila tudi po postopku sterilizacije.

Identifikacija moznih razgradnih produktov PCA (pterin-6-karboksilna kislina), PA
(pterojska kislina) in pABGA (N-4-aminobenzoil)-L-glutaminska kislina) v raztopinah
folnih kislin s pH vrednostmi v obmoc¢ju med 2 in 9, je bila potrjena s primerjanjem njihovih
retencijskih ¢asov tr in povrsin kromatografskih vrhov. Raztopina folne kisline s pH 2 se je
pri temperaturi 25 °C ze v ¢asu t = 0 izkazala za nestabilno. Razgradni produkt, ki smo ga
lahko potrdili z analizo je N-(4-aminobenzoil)-L-glutaminska kislina. Preostalih razgradnih
produktov nismo uspeli identificirati s preostalima uporabljenima standardoma PCA in PA.
Prvi vrh je lahko posledica necistoce, ki se nahaja v vseh pripravljenih standardih in smo jih
pri teh pogojih detektirali. Lahko gre tudi za prisotnost neznanih razgradnih produktov, ki
nastanejo pri pH 2 pri vseh analiziranih spojinah. Akhtar in sod. (1999) so s HPLC analizo
dolo¢ili dva glavna razgradna produkta folne kisline v vodnih raztopinah, p-aminobenzoil-
L-glutaminsko kislino in pterin-6-karboksilno kislino, skupaj s sledovi p-aminobenzojske
kisline. Ce upostevamo prisotnost raztopljenega kisika v raztopini FA, potem lahko pote¢e
aerobna hidroliza in folna kislina se razgradi v p-aminobenzoil-L-glutaminsko kislino in 6-
metilpterin (Saxby in sod., 1983).

Raztopine folnih kislin s pH vrednostmi 4, 7 in 9 so bile v ¢asu t = 0 pri temperaturi 25 °C
stabilne. Pri spremljanju stabilnosti v ¢asu 18 ur smo ugotovili, da je raztopina folne kisline
S pH 4 nestabilna, saj se je povrSina kromatografskega vrha s ¢asom zmanjSala za priblizno
10,9 %. 25 uM raztopine folnih kislin s pH 7 in 9 so se izkazale za najstabilnejSe. Ti rezultati
so prav tako v skladu z objavljenimi v literaturi, kjer je bilo ugotovljeno, da je razgradnja
folne kisline v kislem obmod¢ju pH visja kot v nevtralnem in alkalnem obmo¢ju pH (Yakubu
in Muazu, 2010). Povr$ine 25 uM raztopin folnih Kislin s pH 2, 7 in 9 so ostale v ¢asu 18 ur
skoraj nespremenjene, vendar smo pri raztopini folne kisline s pH 2 v ¢asu t = 0 ugotovili,
da je nestabilna.

pH vrednosti topila, v katerih je raztopljena folna kislina, vplivajo tako na stabilnost folne
kisline kot tudi retencijske ¢ase. Pri prehajanju folne kisline skozi kromatografsko kolono
C18 smo opazili, da se z viSanjem pH vrednosti topila (od 2 do 9) retencijski ¢as zmanjSuje.
Taksen trend prehajanja smo opazili tudi pri dveh standardih, pterojski kislini in pterin-6-
karboksilni Kkislini. Pri standardu N-4-aminobenzoil-L-glutaminski kislini taksnega trenda
prehajanja ne moremo potrditi.
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S primerjavo rezultatov UV-VIS spektrofotometrije in rezultatov HPLC analize o stopnji
razgradnje pri 25 uM raztopinah folnih Kkislin s pH 2, 4, 7 in 9 v ¢asu 18 ur in temperaturi
25 °C lahko povzamemo, da smo z obema metodama potrdili nestabilnost folne Kisline v
topilih s pH 2 in 4 ter stabilnost v topilih s pH 7 in 9. V raztopini FA s pH 2 smo z UV-VIS
spektrofotometrijo dolo¢ili 48,9 % in v raztopini FA s pH 4 49,8 % razgradnjo. Pri raztopini
FA s pH 7 je prislo do 0,8 % oziroma pri raztopini FA s pH 9 do 0,4 % razgradnje. Preko
zmanj$anja povrsine vrhov, dolocenih s HPLC analizo, smo ugotovili pri raztopini FA s pH 2
v 18 urah 2,1 % zmanj$anje, vendar moramo upostevati, da je prislo do razgradnje FA s pH 2
ze v Casu t = 0. Pri raztopini FA s pH 4 je zmanjSanje povrSine vrha s ¢asom 10,9 %. Pri
raztopinah FA s pH 7 in 9 je zmanjSanje povrSine vV 18 urah zanemarljivo, 0,2 % in 1,0 %.

V pogojih, ki smo jih uporabili med eksperimentom za ugotavljanje vpliva svetlobe na
stabilnost folne kisline, se je izkazalo, da je pri raztopinah folnih kislin s pH vrednostmi med
2 in 9 prislo le do rahle razgradnje v ¢asu 8 ur osvetljevanja z uporabljeno energijsko var¢no
sijalko, ki oddaja hladno belo svetlobo in dnevni svetlobi. Absorbanca v raztopini FA s pH 2
se po 8 urah rahlo zniza (2 %), kar nakazuje na hitrejSo razgradnjo v kislem mediju. V
raztopinah FA s pH4, 7 in 9 se je absorbanca po 8 urah rahlo zviSala. Spremembe v
absorbanci Aj=2gs pri raztopinah FA s pH 4, 7 in 9 so maksimalno 3 %. VVrednosti so v okviru
eksperimentalne napake. Verjetno bi se vpliv svetlobe na stabilnost folne kisline pokazal
Sele po daljsi izpostavljenosti virom svetlobe. Saxby in sodelavci so prav tako raziskali
stopnjo degradacije folne kisline v prisotnosti svetlobe in v temi, v acetatnem pufru s pH 5
in v pivu s pH 5. Raztopine so izpostavili svetlobi bele fluorescenéne sijalke. Stopnja
razgradnje folne Kisline, hranjene v temi in sobni temperaturi, je bila po 23 dneh
zanemarljiva, medtem ko se je v prisotnosti svetlobe in kisika v celoti razgradila v tri
produkte; pterin-6-karboksilno kislino, p-aminobenzoilglutaminsko kislino ter 6-metilpterin
ali pterin-6-karboksaldehid (Saxby in sod., 1983).

Folna kislina se najverjetneje ne razgradi zaradi vidne svetlobe. Absorpcijski spektri
dokazujejo, da folna kislina ne absorbira hladno bele svetlobe uporabljene energijsko varéne
sijalke, saj se spektri raztopin folnih Kislin, ki so bile izpostavljene svetlobi ne razlikujejo od
tistih, ki so bile zas¢itene pred svetlobo. Izpostavljenost svetlobi povzroci v strukturi folne
Kisline cepitev vezi Cq in N1o, kar vodi do sprememb v spektralnih lastnostih raztopin. Z
uporabo UVA svetlobe so ugotovili spremembe v absorpcijskem spektru FA Ze po
20 minutah (Off in sod., 2005).

Yakubu in Muazu (2010) sta raziskovala vpliv ultravijoli¢ne (UV) svetlobe na pojav in obseg
razgradnje folne kisline v kislem in alkalnem topilu. Folna kislina, v obliki prahu, je bila v
Casu 5 ur izpostavljena UV svetilki. Nato sta pripravila raztopine folnih kislin v razred¢eni
kislini (0,1 M HCI) in bazi (0,1 M NaOH). Sledila je priprava raztopin FA s pH 4,2; 5,4; 6,4;
7,4 in 8,2 v fosfatnem pufru, ki so bile zas¢itene pred svetlobo. Rezultati so pokazali, da je
najhitrejsi zacetek in najvecji obseg razgradnje folne kisline v kislem (pH 4,2), saj se je v
Casu 5ur v celoti razgradila, v primerjavi z izpostavitvijo UV svetlobi in nazadnje v
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alkalnem. Vse spremenljivke vplivajo na razgradnjo folne Kisline, zato je potrebna
previdnost pri shranjevanju produktov s folno kislino. Cim niZji je pH, Vi§ji je obseg
razgradnje folne kisline. V obmoc¢ju nevtralnega pH je razgradnja folne kisline najmanjsa.
V obmodju povecane alkalnosti sta pojav in obseg razgradnje folne kisline povecana

(Yakubu in Muazu, 2010).

Z metodo ABTS smo dolo¢ili antioksidativno aktivnost raztopin folnih kislin s pH 7, 9 in
13. Zaradi omejene nizke topnosti folne kisline v kislem, nismo uspeli pripraviti ustreznih
izhodnih koncentracij raztopin FA s pH 2 in 4, s katerimi bi lahko dosegli 50 % zmanjsanje
absorbance oziroma zmanjSanje zacetne vrednosti radikala. Najvisjo antioksidativno
aktivnost oziroma sposobnost redukcije radikalskega kationa ABTS™" ima raztopina FA s
pH 13. Za 50 % zmanj3anje zacetne vrednosti radikala ABTS™ je bila potrebna 13 uM
koncentracija folne kisline ter 21 uM koncentracija folne kisline s pH 9. Pri nevtralnih
vrednostih pH je bila za 50 % zmanjSanje zaCetne vrednosti radikala ABTS™ potrebna
28 uM koncentracija folne kisline s pH 7. Rezultati so potrdili ugotovitve Gliszczynske-
Swiglo in Muzolf (2007), ki sta ugotovili, da je folna kislina bolji lovilec radikalov v
alkalnem kot v nevtralnem obmoc¢ju pH. Z metodo TEAC (troloxu-ekvivalentna
antioksidativna kapaciteta) sta ugotavljali vpliv pH topila (v obmo¢ju med 2 in 10) na
aktivnost folne kisline (2 - 20 uM raztopine) v lovljenju prostih radikalov in ugotovili, da je
le-ta moc¢no odvisna od pH. Raztopine sta pripravili tako, da sta ABTS"" radikal pripravili v
pufru z ustrezno pH vrednostjo, nato sta dodali FA, ki je bila raztopljena v DMSO, zato niso
imeli tezav s topnostjo FA v kislem. Sposobnost FA v lovljenju prostega radikala ABTS™*
nara$¢a kot TEAC vrednost med pH vrednostjo 2 in 3,5; nato TEAC vrednost za FA pada
do pH vrednosti 6,5; nad vrednostjo pH 6,5 pa ponovno naras¢a. Sposobnost lovljenja
prostih radikalov ABTS™ za FA je veliko manjsa od DHF, THF in askorbinske kisline
(Gliszczynska-Swigto in Muzolf, 2007).

Gliszczynska-Swigto (2006) je prav tako preudevala antioksidativno aktivnost folne in
ugotovila, da ima sposobnost redukcije radikalskega kationa ABTS"", ¢eprav reagira z njim
relativno pocasi v primerjavi z vitaminom C. Reakcija sledi kinetiki psevdo-prvega reda.
Sposobnost folne kisline, raztopljene v PBS pufru s pH 7,4, za lovljenje prostih radikalov je
bila le okoli 5-krat nizja od vrednosti pri vitaminu C. Koncentracija folne kisline, potrebna
za redukcijo 50 % radikalskega kationa ABTS™ po 30 minutah, je znaSala
ICs0 = 73,0 £ 1,9 uM, medtem ko je 1Cso za vitamin C 14,5 £ 0,7 uM. Rezultate bi lahko
primerjali z antioksidativno aktivnostjo raztopine folne kisline v 25 mM TRIS-HCI pufru s
pH 7, kjer je bila za redukcijo 50 % radikalskega kationa ABTS™ potrebna 28 uM
koncentracija, kar pomeni, da je nasa dolo¢ena sposobnost redukcije radikala ABTS™ okrog
2,5-krat nizja. Nastale razlike so posledica uporabe razlicnih topil, pH raztopin in
koncentracije vzorca. Poleg tega obstaja tudi razlika v pripravi obeh raztopin ABTS™". Vpliv
pH na antioksidativno aktivnost folne kisline je bioloskega pomena, saj se pH Vv razli¢nih
¢loveskih telesnih tekocinah in tkivih precej razlikuje.
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Stabilnost folatov in folne kisline je odvisna od pogojev, vendar se lahko poveca s
prisotnostjo antioksidantov (Madziva in sod., 2005). Reducenti, vklju¢no z askorbinsko
kislino, cisteinom in tioli imajo Stevilne zas¢itne u¢inke na folate kot lovilci kisika (Arcot in
sod., 2002; Gregory, 2008). K zalozni raztopini folne kisline v 0,1 M NaOH bi bilo smiselno
dodali askorbinsko kislino (0,1 % L-askorbinsko kislino) (Cheung in sod., 2008).

Na stabilnost folne kisline vpliva pH kot tudi svetloba (UV in vidna). Obseg razgradnje folne
kisline je najve¢ji v kislem in nato alkalnem mediju. Zaradi vpliva UV svetlobe je
priporocljivo, da se dopolnila s folno kislino shranjujejo v embalazi, ki ne prepus¢a UV
svetlobe. Pomemben vpliv imajo tudi snovi, ki znizujejo pH v farmacevtskih pripravkih, kot
na primer citronska kislina in vitamin C. Poznavanje vpliva razli¢nih zunanjih dejavnikov
(pH, temperatura in svetloba) na stabilnost folne kisline je pomembno z vidika zivilske in
farmacevtske industrije. Predvsem pri dodajanju folne kisline v sadne sokove z nizkim pH
(priblizno 3,5), kjer zaradi mozne razgradnje vitamina ne vemo natan¢ne koli¢ine dodatka.
Poleg tega je potrebno upostevati deklariranje vrednosti, ki dovoljuje + 30 % toleranco
(Frommbherz in sod., 2014).
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5.2 SKLEPI

Na podlagi eksperimentalnih rezultatov lahko oblikujemo naslednje sklepe:
- Folna kislina je v raztopinah s pH vrednostmi med 7 in 9 stabilna 18 ur pri 85 °C.

- Folna kislina je v raztopini s pH 2 stabilna pri temperaturah 45 °C in 55 °C v ¢asu
18 ur. Pri temperaturah 25 °C, 35 °C, 65 °C, 75 °C in 85 °C smo opazili razgradnjo.

- Folna kislina je v raztopini s pH 4 stabilna v temperaturnem obmocju od 35 °C do
85 °C. Razgradnja je bila opazena pri temperaturi 25 °C.

- Folnakislina je v topilih z niZjim pH (2 in 4) bolj ob¢utljiva na poviSano temperaturo,
kot v topilih z vi§jim pH (7 in 9).

- ZUV-VIS spektrofotometrijo smo ugotovili, da svetloba energijsko varéne sijalke in
dnevna svetloba nimata veéjega vpliva na stabilnost raztopin folnih kislin s pH v
obmoc¢ju med 2 in 9.

- Folna kislina ima sposobnost redukcije radikalskega kationa ABTS™ in je boljsi
lovilec radikalov v 0,1 M raztopini NaOH s pH 13 kot v TRIS-HCI pufruspH 9in s
pH 7.
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6 POVZETEK

Folna kislina ali pteroilglutaminska kislina je sinteti¢na oblika vodotopnega vitamina B, Ki
se zaradi boljse stabilnosti od naravnih folatov uporablja v obogatitvi Zivil ter v prehranskih
dopolnilih. V zadnjem ¢asu je pridobila na pozornosti zaradi svoje domnevne vioge v
patogenezi prirojenih okvar nevralne cevi, boleznih srca in ozilja, raku in nevropsihiatri¢nih
motnjah, saj so folati pomembni kofaktorji v Stevilnih presnovnih poteh, za normalno rast in
razvoj organizma (celic) ter ima pomembno vlogo pri presnovi aminokislin, biosintezi DNA
in RNA. Pomanjkanje folatov pri ljudeh sodi med pogostejsa pomanjkanja vitaminov tudi v
razvitih drzavah. Moznost vpliva folne kisline na zdravje oziroma preprecevanje raka je v
povezavi z njeno aktivnostjo lovljenja prostih radikalov in antioksidativno aktivnostjo.

Namen diplomskega dela je bil preuditi stabilnost folne kisline v topilih z razlicnimi pH
vrednostmi (2, 4, 7 in 9) ter pri povisanju temperature v obmog¢ju od 25 °C do 85°C z
uporabo UV-VIS spektrofotometrije. Poleg tega smo s tekocinsko kromatografijo visoke
lo¢ljivosti (HPLC) z UV detekcijo izvedli analize folne kisline in moznih razgradnih
produktov v topilih z razli¢nimi pH vrednostmi (2, 4, 7 in 9) pri 25 °C. Vpliv svetlobe na
stabilnost raztopin folnih kislin v topilih s pH vrednostmi med 2 in 9 smo dolocali z UV-
VIS spektrofotometrijo. Z ABTS metodo smo dolo¢ili antioksidativno aktivnost folne
kisline v topilih s pH 7, 9 in 13.

Rezultati so pokazali, da vrednost pH topila mo¢no vpliva na stabilnost folne kisline. Folna
kislina ima najvisjo stabilnost med vsemi analiziranimi temperaturami v TRIS-HCI pufru s
pH 7 in pH 9, saj je stabilna v ¢asu 18 ur med segrevanjem na 85 °C. Stabilnost folne kisline
se zmanj$uje pri znizanju pH proti kislemu (pH 2 in pH 4). Rezultati so primerljivi z
literaturo, saj je stabilnost pri pH vrednosti 4 manjsa in najmanjsa pri pH vrednosti 2. HPLC
analiza raztopin FA je potrdila nestabilnost folne kisline v topilih z vrednostmi pH 2 in 4 in
temperaturi 25 °C.

Na podlagi spektrofotometri¢nih rezultatov lahko povzamemo, da imata svetloba energijsko
varéne sijalke in dnevna svetloba majhen vpliv na stabilnost raztopin folnih kislin z
razlicnimi pH vrednostmi, ¢e jih primerjamo S tistimi, ki so bile zas¢itene pred viri svetlobe
oziroma pred fotoinduciranimi spremembami.

Najvisjo antioksidativno aktivnost oziroma sposobnost redukcije radikalskega kationa
ABTS"" ima raztopina FA v 0,1 M NaOH s pH 13, nato raztopina FA v 25 mM TRIS-HCI
pufru s pH 9 in nazadnje raztopina FA raztopljena v 25 mM TRIS-HCI pufru s pH 7.
Rezultati so potrdili, da je folna kislina boljsi lovilec radikalov v alkalnem kot v nevtralnem
obmocju pH.
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PRILOGE

Priloga A: Absorpcijski spektri 25 uM raztopin folnih Kkislin s pH 2 v temperaturnem
obmocju od 25 °C do 85 °C
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Slika: Absorpcijski spekter 25 pM raztopine FA's pH 2 pri 25 °C ob razli¢nih ¢asih
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Slika: Absorpcijski spekter 25 uM raztopine FA's pH 2 pri 35 °C ob razliénih ¢asih
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nadaljevanje Priloge A: Absorpcijski spektri 25 uM raztopin folnih kislin s pH 2 v
temperaturnem obmocju od 25 °C do 85 °C
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Slika: Absorpcijski spekter 25 uM raztopine FAs pH 2 pri 45 °C ob razli¢nih ¢asih
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Slika: Absorpcijski spekter 25 uM raztopine FAs pH 2 pri 55 °C ob razli¢nih ¢asih
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nadaljevanje Priloge A: Absorpcijski spektri 25 uM raztopin folnih kislin s pH 2 v
temperaturnem obmocju od 25 °C do 85 °C
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Slika: Absorpcijski spekter 25 uM raztopine FAs pH 2 pri 65 °C ob razli¢nih ¢asih
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Slika: Absorpcijski spekter 25 uM raztopine FA s pH 2 pri 75 °C ob razli¢nih ¢asih
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nadaljevanje Priloge A: Absorpcijski spektri 25 uM raztopin folnih kislin s pH 2 v
temperaturnem obmocju od 25 °C do 85 °C
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Slika: Absorpcijski spekter 25 uM raztopine FA's pH 2 pri 85 °C ob razli¢nih ¢asih
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Priloga B: Absorpcijski spektri 15 uM raztopin folnih kislin s pH 2 v temperaturnem
obmocju od 25 °C do 55 °C
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Slika: Absorpcijski spekter 15 uM raztopine FA s pH 2 pri 25 °C ob razli¢nih ¢asih
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Slika: Absorpcijski spekter 15 pM raztopine FA's pH 2 pri 35 °C ob razli¢nih ¢asih
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nadaljevanje Priloge B: Absorpcijski spektri 15 uM raztopin folnih kislin s pH 2 v
temperaturnem obmocju od 25 °C do 55 °C
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Slika: Absorpcijski spekter 15 uM raztopine FA s pH 2 pri 45 °C ob razli¢nih ¢asih
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Slika: Absorpcijski spekter 15 uM raztopine FA s pH 2 pri 55 °C ob razli¢nih ¢asih
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Priloga C: Absorpcijski spektri 25 uM raztopin folnih kislin s pH 4 v temperaturnem
obmocju od 25 °C do 85 °C
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Slika: Absorpcijski spekter 25 uM raztopine FAs pH 4 pri 25 °C ob razli¢nih asih
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Slika: Absorpcijski spekter 25 uM raztopine FA's pH 4 pri 35 °C ob razli¢nih ¢asih
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nadaljevanje Priloge C: Absorpcijski spektri 25 uM raztopin folnih kislin s pH 4 v
temperaturnem obmocju od 25 °C do 85 °C
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Slika: Absorpcijski spekter 25 uM raztopine FA's pH 4 pri 45 °C ob razli¢nih ¢asih
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Slika: Absorpcijski spekter 25 uM raztopine FAs pH 4 pri 55 °C ob razli¢nih ¢asih
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nadaljevanje Priloge C: Absorpcijski spektri 25 uM raztopin folnih kislin s pH 4 v
temperaturnem obmocju od 25 °C do 85 °C
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Slika: Absorpcijski spekter 25 uM raztopine FAs pH 4 pri 65 °C ob razliénih ¢asih
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Slika: Absorpcijski spekter 25 uM raztopine FAs pH 4 pri 75 °C ob razli¢nih ¢asih
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nadaljevanje Priloge C: Absorpcijski spektri 25 uM raztopin folnih kislin s pH 4 v
temperaturnem obmocju od 25 °C do 85 °C
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Slika: Absorpcijski spekter 25 uM raztopine FA's pH 4 pri 85 °C ob razli¢nih ¢asih




Speli¢ K. Vpliv pH, temperature in svetlobe na stabilnost folne kisline.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2016

Priloga D: Absorpcijski spektri 15 uM raztopin folnih kislin s pH 4 v temperaturnem
obmocju od 25 °C do 55 °C
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Slika: Absorpcijski spekter 15 pM raztopine FA's pH 4 pri 25 °C ob razli¢nih ¢asih
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Slika: Absorpcijski spekter 15 uM raztopine FA's pH 4 pri 35 °C ob razli¢nih ¢asih
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nadaljevanje Priloge D: Absorpcijski spektri 15 uM raztopin folnih kislin s pH 4 v
temperaturnem obmocju od 25 °C do 55 °C

11 —
T=45°C
09
0,8 1 —t=to
0,7 1 —t=2h
TR t=4h
3 t=6h
~ 0’5 B
3 ——t=8h
g
£ 0,4 1 ~ —t=10h
/ AN
§ 03 t=12h
/N t=14h
0,2 1
. t=16h
0.1 T T~ t=18h
0 . . . ———— . — .
210 260 310 360 410 460 510 560
Valovna dolZina (nm)
Slika: Absorpcijski spekter 15 uM raztopine FAs pH 4 pri 45 °C ob razli¢nih ¢asih
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Slika: Absorpcijski spekter 15 uM raztopine FAs pH 4 pri 55 °C ob razli¢nih ¢asih
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Priloga E: Absorpcijski spektri 25 uM raztopin folnih kislin s pH 7 v temperaturnem
obmocju od 25 °C do 85 °C
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Slika: Absorpcijski spekter 25 uM raztopine FA's pH 7 pri 25 °C ob razli¢nih ¢asih
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Slika: Absorpcijski spekter 25 uM raztopine FA's pH 7 pri 35 °C ob razli¢nih ¢asih
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nadaljevanje Priloge E: Absorpcijski spektri 25 uM raztopin folnih kislin s pH 7 v
temperaturnem obmocju od 25 °C do 85 °C
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Slika: Absorpcijski spekter 25 uM raztopine FAs pH 7 pri 45 °C ob razli¢nih ¢asih
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Slika: Absorpcijski spekter 25 uM raztopine FAs pH 7 pri 75 °C ob razli¢nih ¢asih
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Priloga F: Absorpcijski spektri 25 uM raztopin folnih kislin s pH 9 v temperaturnem
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Slika: Absorpcijski spekter 25 uM raztopine FAs pH 9 pri 25 °C ob razli¢nih ¢asih
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Slika: Absorpcijski spekter 25 uM raztopine FAs pH 9 pri 35 °C ob razli¢nih ¢asih
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