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Einleitung

Folsdure kommt als Vitamin in der Natur grésstenteils als Konjugat der Pte-
roylsdure mit einem oder mehreren Glutaminsiduremolekiilen vor. Die wichtigsten
natiirlichen Lieferanten sind tierische Lebensmittel wie Leber oder Eigelb; aber
auch Hefe, Sojabohnen oder Weizenkeime enthalten nennenswerte Mengen dieses
Vitamins. Folsdure wird Lebensmitteln vorwiegend in Form von synthetischem
Pteroylmonoglutamat zugesetzt. Neben diesem Vitameren existieren in der Natur
noch weitere antianimische, endogene Folate (Folacine) mit unterschiedlicher
Aktivitdt. Mit einer mikrobiologischen Bestimmungsmethode, wie sie im schwei-
zerischen Lebensmittelbuch (1) beschrieben ist, wird die Aktivitit der Folsiure und
einiger Vitameren mikrobiologisch mit dem Testkeim Streptococcus faecium be-
stimmt. Das dabei gebildete Lactat wird titrimetrisch oder turbidimetrisch gemes-
sen und auf Folsdure umgerechnet. Da diese Methodik zeitaufwendig ist und ein
mikrobiologisches Laboratorium voraussetzt, wurden von verschiedenen Autoren
HPLC-Methoden entwickelt.

So bestimmt Schieffer (2) Folsaure in einer synthetischen Vollwertnahrung mit
Hilfe einer HPLC-Saule des Typs C1g mit UV-Detektion bei 365 nm. Eine Vorrei-
nigung des Rohextraktes geschieht mit einer Anionen-Kartusche. Ein ihnliches
Vorgehen fiir Leberproben verwendet auch Rebello (3), indem er aber vor der
Reinigung auf einer NH-Kartusche die Folsaure mit Konjugasen freisetzt. Hopp-
ner (4) berichtet iiber die Bestimmung von Folsiure in Siuglingsnihrmitteln auf
Milchpulverbasis. Die Vorreinigung erfolgt jedoch auf einer mit DEAE-Cellulose
beschickten Kartusche. Die HPLC-Trennung wird mit einem Gradienten auf einer
Cis-Sdule durchgefithrt. Andere Arbeiten beschreiben ein Vorgehen, bei dem zur
Empfindlichkeitssteigerung eine Nachsiulenderivatisierung durchgefithrt wird
(5-7). Dadurch kann das Folsaure-Oxidationsprodukt mit einem Fluoreszenzde-
tektor bestimmt werden. Der grossere apparative Aufwand dieses Vorgehens ldsst
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sich aber in der Routineanalytik meist nur bei grosseren Probenzahlen rechtferti-
gen.

Bei komplex zusammengesetzten Lebensmitteln hat es sich gezeigt, dass die
beschriebenen Bestimmungsmethoden zum Teil Chromatogramme liefern, welche
eine einwandfreie Auswertung der Folsdure nicht gestatten. Erst die Kombination
von zwel Vorreinigungsschritten (Ionentauscher und Cig-Festphasenextraktion)
fihrt bei allen untersuchten Proben zu brauchbaren Ergebnissen. Im folgenden
wird daher eine HPLC-Methode vorgestellt, mit der geringe Konzentrationen
Folsaure in Form von zugesetzter Pteroylglutaminsiure in Lebensmitteln komple-
xer Zusammensetzung, wie zum Beispiel kakao- oder malzhaltige Friihstiicksge-
trinke, selektiv bestimmt werden konnen. Andere endogene Vitamere werden nicht
miterfasst, konnen aber bei vitaminisierten Lebensmitteln in den meisten Fillen
vernachlissigt werden.

Experimenteller Teil

Prinzip

Der Rohextrakt wird enzymatisch hydrolisiert, da die Folsaure starke Adsorp-
tion an die Matrix aufweist. Das Hydrolysat wird auf einen Anionenaustauscher
aufgezogen und die Folsdure mit gepufferter Kochsalzlosung eluiert. Das Eluat
wird einer Festphasenextraktion an Cig-Material unterworfen. Die Folsiure wird
durch HPLC als Tetrabutylammonium-Ionenpaar auf einer Cig-Siule mit einem
UV-Detektor bestimmt. Als Variante steht nach der Derivatisierung mit FMOC-Cl
eine HPLC-Bestimmung mit Fluoreszenzdetektor zur Verfiigung, womit Selekti-
vitit und Empfindlichkeit gesteigert werden konnen.

Gerate

HPLC-Ausriistung mit Diodenarray-Detektor PE 235 (Perkin-Elmer) oder
Fluoreszenz-Detektor 8415 (Shimazu); pH-Meter mit Mikroelektrode; Kiihlzen-
trifuge Minifuge T (Heraeus); Stabmixer Polytron PT 3000 mit Aggregat 3020/2
(D = 20 mm); Reagenzglas-Schiittler Vortex Genie (Bender und Hobein); Rota-
tionsverdampfer (Biichi); Ultraschallbad; Wasserbad; Chromatografie-Glasrohr,
ID = 1,4 cm; L = 12 cm; Absaugeinheit Visiprep Vacuum Manifold (Supelco);
Adapter zu Chromabond (Macherey-Nagel Art 730100); Trichter zu Chromabond,
30 ml (Macherey-Nagel Art 730103).
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Chemikalien

Chromabond Cig ec. 1000 mg (Macherey-Nagel Art.730015); Sephadex-DEAE
A-25-120 (Fluka Art. 84956); Aceton Uvasol (Merck Art. 22); Acetonitril LiChro-
solv. (Merck Art. 14291); Ethanol abs. (Merck Art. 983); Methanol LiChrosolv
(Merck Art. 6007); Essigsdureethylester LiChrosolv (Merck Art. 868), Natronlauge
10 M, Natronlauge 1 M; Natriumchlorid (Merck Art. 6404); Schwefelsiure 0,5 M;
Schwefelsdure 0,05 M; Phosphorsaure konz. min. 85% (Merck Art. 573); Tetrabu-
tylammoniumhydrogensulfat (Fluka Art.86868); Trypsin (Merck Art. 24579), Cla-
ra-Diastase (Fluka Art. 27540); K-dihydrogenphosphat (Merck Art. 4873); di-Ka-
liumhydrogenphosphat-3-hydrat (Merck Art. 5099); FMOC-CIl: Chlorameisen-
saure-9-fluorenylmethyl-ester (Fluka Art. 23185).

Phosphatpuffer pH 7,0 V15 M: 3.6 g K-dihydrogenphosphat und 8,3 g di-Kali-
umhydrogenphosphat-3-hydrat in 1 Liter Wasser l6sen.

Gepufferte Kochsalzlosung: 58 g Natriumchlorid in 1 Liter Phosphatpuffer,
pH 7,0 V15 M l6sen.

Kalinm-dibydrogenphosphatlosung 0,15%: 0,15 g K-dihydrogenphosphat in
100 ml Wasser losen.

Phosphorsiure Y30 M: 2,28 ml Phosphorsiure 85% mit Wasser zu 1 Liter
verdiinnen.

Phosphorsiure/K-dibydrogenphosphat: 1 Teil Phosphorsiure 150 M und 3 Teile
K-dihydrogenphosphat 0,15% mischen.

Tetrabutylammoniumbydrogensulfatlosung 0,5% pH 8,5: 5 g Tetrabutylammo-
niumhydrogensulfat in 1 Liter Wasser 16sen und mit 10 M Natronlauge auf pH 8,5
+ 0,3 einstellen (pH-Korrektur mit 0,5 M Schwefelsaure und 1 M Natronlauge).

FMOC-CI-Reagenz 10 mg/ml: Ca. 100 mg FMOC-Cl in soviel Aceton (Uvasol)
l6sen, dass die Konzentration 10 mg/ml betrigt. Reagenzlosung tiglich frisch
herstellen!

Vergleichslosungen

Stammlosung 0,1 mg/ml (100 ng/ul): Ca. 10 mg Folsiure Art. 47620 (Fluka)
genau einwigen und in soviel Phosphatpuffer pH 7,0 115 M losen, dass eine
Konzentration von 0,1 mg/ml resultiert. Die Losung ist bei 4 °C mehrere Tage
haltbar.

HPLC-Standardlosung 0,5 ng/ul (fur Variante A: UV-Detektion): 0,25 ml der
Stammlbsung in 50-ml-Messkolben pipettieren und mit Phosphatpuffer pH 7,0
115 M zur Marke auffillen.

Standardlosung zur Derivatisierung 0,5 ng/ul (fiir Variante B; Fluoreszenz-De-
tektion): 0,25 ml der Stammlosung in 50-ml-Messkolben pipettieren, mit 25 ml
K-dihydrogenphosphatlosung 0,15% versetzen und mit Wasser zur Marke auffiil-
len (stets frisch herstellen).
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Ausfiihrung

Extraktion

Anmerkung: Vorgingig muss das Volumen von 10 g Probe mit 100 ml Puffer
bestimmt werden (= A in ml).

10 g einer homogenen Lebensmittelprobe in 250-ml-Erlenmeyer einwigen.
Zugabe von 80 mg Clara-Diastase, 80 mg Trypsin und 100 ml Phosphatpuffer. 3 min
mit dem Polytron homogenisieren. Wahrend 3 Std. bei 40 °C im Wasserbad hydro-
lysieren; ca. alle 30 min das Hydrolysat umschwenken. 20 min bei 15 °C und 2000
U/min zentrifugieren. Den Uberstand durch Faltenfilter (Schleicher und Schuell
59514, d = 23 c¢m) filtrieren.

lonenaustausch

10,0 ml Filtrat in 50-ml-Becherglas pipettieren und 0,8 g DEAE-Sephadex
zusetzen. Mind. 30 min bei Zimmertemperatur stehen lassen; von Zeit zu Zeit
umschwenken. Mit ¥i5 M Phosphatpuffer pH 7,0 den Becherglasinhalt in eine
Chromatografiesiule spiilen (Puffer aus einer Spritzflasche). Nach Absetzen des
Ionentauschers dessen Oberflache mit Quarzwolle tiberschichten. Mit Phosphat-
puffer nachwaschen und ca. 25 ml Eluat in einem Messzylinder auffangen (Durch-
flussgeschwindigkeit ca. 2 ml/min). Aufgefangenes Eluat verwerfen. Folsiure mit
gepufferter Kochsalzldsung bis zu einem Volumen von 20-25 ml (Durchfluss ca.
1 ml/min) in 25 ml Messzylinder eluieren (= Ionentauscher-Eluat).

Chromabond-Reinigung

Chromabondsiule auf Visiprep Vacuum Manifold stecken. 5 ml Ethanol abs.
und 5 ml ¥15 M Phosphatpuffer pH 7,0 nacheinander durchlaufen lassen. Trichter
aufsetzen, Ionentauschereluat auf Siule giessen und durchsaugen (ca. 970 mbar,
1 Tropfen/s). Nachwaschen mit 10 ml 115 M Phosphatpuffer pH 7,0. Chromabond-
saule abnehmen und mit Wasserstrahlpumpe restlichen Puffer wihrend ca. 1 min
in Fliessrichtung absaugen. Chromabondsiule erneut auf Visiprep Vacuum Mani-
fold stecken. Folsiure mit 4—4,5 ml Wasser in 5-ml-Messkolben eluieren. Mit
Wasser zur Marke ergidnzen (= Probelosung UV).

HPILC mit UV-Detektion (Variante A)

System 1: Trennsaule KS-Nucleosil-120, C1g, 5 um (3+10+10 cm); Eluens: Ace-
tonitrie/Tetrabutylammoniumhydrogensulfatlésung 150 + 850; Flussrate: 1,4 ml;
UV-Detektor: 1 = 300 nm, 2 = 340 nm (UV-Spektrum Folsiure: Minimum bei
240 nm; Schulter bei 265 nm; Maximum bei 290 nm); Injektion: 50 ul HPLC-Stan-
dardlésung enthaltend 25 ng Folsaure, resp. 50 ul Probelésung UV; Retentionszeit:
ca. 11 min.

Berechnung: A = Volumen aus 10 g Probe + 100 ml Pufferlésung in ml; B = ug
Folsdure in 50 pl Probel6sung UV; Folsaure (mg/kg) = A x B.
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System 2: Trennsaule KS-Nucleosil-120, Cyg, 5 wm, (10+10 cm); Eluens: Metha-
nol/Tetrabutylammoniumhydrogensulfatlésung 300 + 700; Flussrate: 1,0 ml/min;
UV-Detektor, Injektion und Berechnung wie System 1; Retentionszeit ca. 11 min.

HPLC mit Fluoreszenz-Detektion (Variante B)

Einstellen des pH-Wertes: 4,00 ml Probelésung UV in 10-ml-Becherglas pipet-
tieren; Zugabe von 4,00 ml Phosphorsiure/K-dihydrogenphosphat, pH-Wert am
pH-Meter mit Natronlauge 0,1 M und Phosphorsiure V30 M aus 0,5-ml-Stabpipette
auf pH 4,0-4,5 einstellen (Verbrauch = D in ml, = Probel6ésung Fluoreszenz).

Derivatisieren der Probelosung Fluoreszenz: 1,00 ml Probelosung B in 10-ml-
Schliffreagenzglas pipettieren; Zugabe von 1,00 ml frisch hergestellte FMOC-CI-
Reagenzlosung; mit Vortex sofort mischen, wihrend ca. 20 s in Ultraschallbad
stellen und {iber Nacht bei Zimmertemperatur stehen lassen (= Derivat aus Probe-
16sung Fluoreszenz).

Derivatisieren der Standardlosung: 0,50 ml Standardlésung zur Derivatisierung
in 10-ml-Schliffreagenzglas pipettieren; Zugabe von 0,50 ml Wasser und 1,00 ml
frisch hergestellte FMOC-Cl-Reagenzlosung; mit Vortex sofort mischen, wihrend
ca. 20 s in Ultraschallbad stellen und iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen
lassen (= Derivat aus Standardlosung).

HPLC des Folsiéiure-FM O C-Derivats: Trennsaule KS-Nucleosil-120, Cyg, 5 um,
(10+10 cm); Eluens: Acetonitril/Tetrabutylammoniumhydrogensulfatlésung 350 +
650; Flussrate: 1,5 ml/min, Retentionszeit: ca. 4 min, Fluoreszenz-Detektor: Anre-
gung bei 360 nm, Emission bei 450 nm; Injektion: 50 ul Derivat aus Standardlésung
entsprechend 6,25 ng Folsdure; bzw. 50 ul Derivat aus Probelésung Fluoreszenz.

Berechnung: A = Volumen aus 10 g Probe + 100 ml Putferlésung in ml; C = ug
Folsaure in 50 pl Derivat aus Probelosung Fluoreszenz.

Folsdure [mg/kg] = 0,5 x A x C x (8+D).

Extraktion des FMOC-Folsiure-Derivats: Zum Abtrennen stérender Matrix-
komponenten oder zum Aufkonzentrieren kann das Derivat wie folgt ausgeschiit-
telt werden: Zu 1,5 ml «Derivat aus Standardlésung» bzw. zum «Derivat aus
Probelosung Fluoreszenz» 0,2 ml 0,05 M Schwefelsdure und 3,0 ml Essigester
zugeben; schiitteln mit Vortex; ca. 5 min zentrifugieren; 2,7 ml der oberen Phase in
Gewindeflaschchen pipettieren, mit Stickstoff Losungsmittel entfernen und Rick-
stand in 0,24 ml Acetonitril 16sen (ca. 1 min in Ultraschallbad) und kurz vor der
Injektion unter Schiitteln 0,36 ml Tetrabutylammoniumhydrogensulfatlésung zu-
setzen (= FMOC-Derivat-Extrakt). Beim Stehenlassen dieser Losung kénnen mit
der Zeit feine Kristalle ausfallen. HPLC gemiass HPLC des Folsdure-FMOC-De-
rivats.

Bei Lebensmitteln, deren Wiederfindungsrate fiir Folsdure noch nicht bekannt
ist, muss ein Zusatzversuch durchgefiihrt werden. Dabei sollte der zugesetzte
Gehalt etwa dem im Lebensmittel erwarteten Gehalt entsprechen (Additionsme-

thode).
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Diskussion

Lebensmittel mit hohen Anteilen an Eiweiss und/oder Cellulose miissen vor der
Extraktion unbedingt enzymatsch aufgeschlossen werden, damit die Folsiure
vollstindig vom Lebensmittel desorbiert werden kann. Diese Spaltung erfolgt
sinngemiss nach Otles (8) und bewihrte sich bereits bei der Bestimmung der
Vitameren der B-Gruppe (9).

Der stark hydrophile Charakter sowie die sauren und basischen Gruppen der
Folsaure erfordern einen Reinigungsschritt mit Hilfe eines Ionentauschers. DEAE-
Sephadex eignet sich hierzu besonders gut, weil unerwiinschte Adsorptionen
gering sind und das folsdurehaltige Eluat direkt auf eine Cjg-Kartusche gegeben
werden kann. Dabel ist bemerkenswert, dass sich die Folsaure mit dem Phosphat-
puffer vom Cjg-Material nicht eluieren lisst, wohl aber anschliessend mit reinem
Wasser. Aus diesem Grunde kann die Cyg-Kartusche mit Phosphatpuffer gewa-
schen werden, bevor die Folsdure mit Wasser eluiert wird. Dies ergibt besonders
saubere Eluate.

Die Umsetzungsbedingungen wurden beziglich pH-Wert, Reaktionsdauer,
Losungsmittel und Reagenzkonzentration optimiert. Wenn die Folsiure mit UV-

J Folsdure

Folsaure

= If et

min. [ y 7 1 min. r : =

0 5 10 Min. 15 0 5 10 Min.

Abb. 1a. Chromatogramm eines Extraktes  Abb. 1b. Gleicher Extrakt wie Abb. 1a, aber

eines kakaohaltigen Friihstiick- FMOC-Derivat der Folsdure
getrankes mit 2,7 mg Folsdure/kg (Fluoreszenz-Detektion).
(UV-Detektion).

Chromatografie-Bedingungen

vgl. Text.
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Detektion nicht vollstindig von der Matrix abgetrennt ist, resultiert mit dem
Diodenarray-Detektor ein von der Standardsubstanz abweichendes UV-Spektrum.
Falls gleichzeitig der Purity Index (Mass der Abweichung des UV-Spektrums von
den Werten der Reinsubstanz) grosser als 1,5 ist, muss angenommen werden, dass
Fremdsubstanzen mit der Folsaure koeluieren. Aus diesen Griinden ist eine Deri-
vatisierung bei gewissen Lebensmitteln zwingend, um mit dem Derivat neue
chromatografische Eigenschaften zu erhalten. Gleichzeitig wird durch die Fluores-
zenzdetektion eine optische Selektivititssteigerung gewonnen. Trotzdem kann der
Umsatz in der Probelésung aufgrund von Matrixeffekten bis zu 5% kleiner sein als
derjenige in der Standardlosung. Dieser Fehler kann jedoch durch die Additions-
methode korrigiert werden. Die Wiederfindungsrate wurde an folgenden Lebens-
mitteln bestimmt:

Kakaohaltiges Frithstlicksgetriank 86%
Kakaohaltiges Getrank fur Siuglinge und Kinder 95%
Corn Flakes 94 %

Die relative Standardabweichung betrigt ca. 4%, bestimmt an einem dieser
Produkte mit 2,7 mg Folsiure/kg (2 = 7). Die Nachweisgrenze liegt bei den
untersuchten Lebensmitteln bei 20 ug Folsaure/kg.

Abbildung 1a zeigt das Chromatogramm eines kakaohaltigen Friihstiicksge-
trinkes mit 2,7 mg Folsiure/kg bestimmt mit Variante A (UV), wihrend Abbildung
1b das Chromatogramm des gleichen Praparates nach Derivatisierung zeigt (Va-
riante B, Fluoreszenz).

Dank

Herrn H.P. Bibler sei fiir seine wertvolle Arbeit an der Entwicklung dieser Methodik
herzlich gedankt.

Zusammenfassung

Es wird eine Methode beschrieben, mit der geringe Gehalte an zugesetzter Folsaure in
Lebensmitteln bestimmt werden konnen. Dazu wird das Lebensmittel enzymatisch hydro-
lisiert, durch Ionentauscher- und Cig-Festphasen-Extraktion gereinigt und die Folsdure mit
HPLC und UV-Detektion bestimmt. Bei Lebensmitteln mit storender Matrix kann die
Folsiure zusitzlich mit FMOC-CI derivatisiert und das Derivat mit HPLC und Fluores-
zenz-Detektion selektiv bestimmt werden. Zudem ist eine Anreicherung des Derivats durch
Ausschiitteln méglich. Die Nachweisgrenze liegt bei ca. 0,02 mg Folsdure/kg Lebensmittel.

Reésume

La méthode décrite permet de déterminer sélectivement des traces d’acide folique dans
les denrées alimentaires auxquelles cette substance a été ajoutée. Apres hydrolyse enzymati-
que, suivie d’une purification sur cartouche échangeuse d’ions puis extraction sur phase solide
C1s, I’acide folique est quantifié par HPLC avec détection UV. Pour les denrées alimentaires
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ayant une composition complexe, I’acide folique peut étre déterminé a I’aide d’un détecteur
de fluorescence, apres dérivatisation avec FMOC-CI. De plus, ’extrait peut étre enrichi par
une extraction. La limite de détection est d’env. 0,02 mg d’acide folique/kg denrée alimentaire.

Summary

The present method allows the selective determination of minute quantities of folic acid
in fortified foods. For this purpose, the food sample is enzymatically hydrolysed, cleaned up
by ion exchange and by a solid-phase extraction step on Cig-material, before folic acid is
quantified using HPLC with UV-detection. In case of foods with a complex matrix, the
vitamin can be derivatized with FMOC-CI in order to increase the selectivity with a
fluorescence detector. Moreover, a possible extraction of the derivative significantly increases
the sensitivity. The detection limit is approx. 0,02 mg folic acid/kg food.
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