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Validacija upitnika za procenu dijetarnog unosa folata i analiza znanja, stavova i
prakse farmaceutskog tima u vezi sa savetovanjem Zena reproduktivne dobi o
adekvatnom unosu ovog nutrijenta

Rezime

Nutritivne deficijencije prepoznate su kao jedan od glavnih preventabilnih faktora
rizika za nastanak kongenitalnih anomalija i drugih nezeljenih ishoda trudnoc¢e. Nauc¢ni
napredak u oblasti etiopatogeneze kongenitalnih anomalija doveo je do zakljucka da je
optimalno izbalansirana ishrana majki uz adekvatan unos makro i mikronutrijenata izuzetno
vazna za obezbedivanje normalnog embrionalnog razvoja. Zastitni efekat perikoncepcijske
primene suplemenata folne kiseline u redukciji rizika od nastanka i rekurence defekata
nervne cevi naucno je potvrden mnogim obzervacionim i interventnim studijama. Folati
ucestvuju kao koenzimi u transferu monougljeni¢nih grupa u reakcijama metabolizma
aminokiselina i sintezi i reparaciji nukleinskih kiselina, pa je uloga ovog hidrosolubilnog Bg
vitamina posebno znacajna za uspe$no odvijanje intenzivne celijske deobe i proliferacije
tokom embriogeneze. Ipak, uprkos postignutom nau¢nom konsenzusu o koristima folne
kiseline u obezbedivanju zdravog potomstva i Cinjenici da su mnoga regulatorna tela u
oblasti zdravlja izdala preporuke o primeni folne kiseline u periodu planiranja zaceca i
ranim fazama trudnoce, studije ukazuju da je medu Zenama reproduktivne dobi unos ovog
esencijalnog nutrijenta 1 dalje suboptimalan. Na varijabilnost situacije u razli¢itim
zemljama utiCe niz faktora kao §to su: stepen obaveStenosti Zena o merama prevencije
defekata nervne cevi, postojanje, primena i obuhvat strategija za unapredenje unosa i
statusa folata u ciljnoj populacionoj grupi, dostupnost i priustivost suplemenata folne
kiseline i kona¢no, izloZenost stanovniStva namirnicama koje su fortifikovane ovim
vitaminom.

Procena nutritivnog statusa danas je prepoznata kao vazan deo zdravstvene nege na
individualnom i populacionom nivou. Prvi korak u suocavanju sa izazovom ostvarivanja
adekvatnog unosa folata kao esencijalnih nutrijenata je pouzdana i objektivna procena
nutritivnog statusa zasnovana na primeni standardizovanih, validiranih instrumenata, koji
su prilagodeni specifiénim karakteristikama populacije od interesa. 1z toga je proistekao
prvi cilj ove doktorske disertacije — razvoj i evaluacija validnosti Upitnika o ucestalosti
konzumiranja namirnica za procenu dijetarnog unosa folata kod Zena reproduktivne dobi u
Republici Srbiji (F-FFQ). U razvoju upitnika primenjena je kombinacija validiranog
upitnika za procenu unosa folata iz Republike Hrvatske i NCI/ Block Health Habits and
History Questionnaire uz dodatnu adaptaciju odnosno dopunu lokalno dostupnim
namirnicama i tradicionalnim jelima iz Srbije. Analizu pregledne (eng. face validity) i



sadrzajne validnosti (eng. content validity) upitnika sprovela je grupa eksperata iz Centra
izuzetne vrednosti u oblasti istrazivanja ishrane i metabolzma Instituta za medicinska
istrazivanja, Univerziteta u Beogradu. Nakon S§to su struénjaci potvrdili saglasnost sa
predlozenom strukturom i sadrzajem, upitnik je testiran u okviru pilot-studije na 20
ispitanica (Zena reproduktivne dobi) koje nisu bile deo uzorka glavne studije. Cilj pilot-
studije bila je kontrola i unapredenja jasnoce, preglednosti i formata upitnika. Validnost
instrumenta F-FFQ procenjena je u odnosu na referentni metod (ponovljene
dvadesetcetvorocasovne ankete ishrane) i biomarkere statusa folata (koncentracija folata u
serumu i eritrocitima) primenom metode trijade. Odobrenje za sprovodenje studije dao je
Eticki komitet Instituta za medicinska istrazivanja (br. EO112/2015).

U okviru studije preseka, koja je sprovedena tokom perioda od godinu dana — od
juna 2014. do jula 2015.godine, 503 Zene starosti 18-49 godina (x=34.09+10.72) ispunilo
je dijetarne upitnike (F-FFQ i tri 24h ankete ishrane), a na nivou reprezentativnog
poduzorka (n=50) analizirani su i biohemijski pokazatelji statusa folata iz uzorka venske
periferne krvi. Procenjeni dnevni unos folata iznosio je 206.2+61.3 pg DFE i 211.0£111.0
png DFE na osnovu F-FFQ-a i tri 24h ankete ishrane, redom. Samo 6.16% i 6.76%
ispitanica je dostiglo nivo procenjenih prosecnih potreba (Estimated Average
Requirements—EAR 320 ug DFE/day), a 96.22% i 93.64% je imalo unos folata ispod
preporué¢enog unosa ovog nutrienta (Recommended Nutrient Intake—RNI; 400pug/day) na
osnovu ponovljenih 24h anketa ishrane i F-FFQ-a, redom. Koeficijent korelacije izmedu
vrednosti unosa procenjenih primenom navedenih dijetarnih metoda iznosio je r = 0.56 (p <
0.001) za ukupan uzorak, odnosno r = 0.57 (p < 0.001) za validacionu podgrupu. Bland-
Altman grafovi i analiza unakrsne klasifikacije ukazali su na visok stepen slaganja izmedu
ispitivane i referentne metode. Srednja vrednost koncentracije folata u serumu kod
ispitanica je iznosila 12.29+6.59 nmol/L, a u eritrocitima 438.66+144.63 nmol/L. Bez
obzira na to koji je biohemijski indikator uvrsten u kalkulaciju, poredenje F-FFQ-a sa 24h
anketama ishrane i biomarkerima statusa folata u okviru metode trijade rezultovalo je
visokim koeficijentima validacije (pQIlser=0.814, pQIrbc=0.871). Uski 95% intervali
pouzdanosti i izostanak Heywood slucajeva potvrdili su adekvatnost veli¢ine uzorka i
odstustvo krSenja osnovnih pretpostavki validacionog modela. Sprovedena triangualciona
analiza je dala dragocen uvid u performanse razvijenog instrumenta i dodatno osnazila
dokaze o njegovoj validnosti. F-FFQ je specifican u odnosu na starosne, polne i geografske
determinante i, prema nasim saznanjima, prvi upitnik o ucestalosti konzumiranja namirnica
koji je razvjen i validiran za procenu dijetarnog unosa folata medu zenama u Republici
Srbiji.

Kao dostupni i pouzdani ¢lanovi drustva zdravstveni profesionalci mogu da pruZanjem
blagovremenih, ta¢nih i na dokazima zasnovanih informacija i saveta znacajno doprinesu
unapredenju maternalnog 1 zdravlja novorodencadi. Farmaceuti i farmaceutski tehnicari



zaposleni u javnim apotekama su idealno pozicionirani u zdravstvenom sistemu da
promovisu perikoncepcijsku suplementaciju folnom kiselinom i ucestvuju u zdravstvenom
prosvecivanju zena reproduktivne dobi. Njihova ekspertiza i jedinstvena dostupnost mogu
imati znacajnu ulogu u obezbedivanju sto veceg obuhvata pripadnica populacije od interesa.
Diseminacija zdravstveno-promotivnih poruka u vezi sa folnom kiselinom i stimulisanje
Zena na usvajanje preventivnih mera podrzana je i1 od strane Medunarodne farmaceutske
federacije (FIP). Da bi ostvarili pun potencijal koji kao deo zdravstvenog tima imaju, dali
doprinos unapredenju zdravlja Zena u reproduktivnom periodu i na adekvatan nacin
odgovorili javnozdravstvenim potrebama drustva, farmaceuti i farmaceutski tehnicari treba
da raspolazu odgovaraju¢im znanjem o problematici, treba da postoji pozitivna percepcija
vaznosti ovih aktivnosti i motivisanost da se usluge vezane za promovisanje suplementacije
folnom kiselinom uvedu u svakodnevnu radnu praksu u javnim apotekama.

U skladu sa tim, sprovedena je kvantitativna studija preseka zasnovana na primeni
namenski kreiranih upitnika s ciljem ispitivanja znanja, stavova i prakse (cross-sectional
study, KAP- knowledge, attitudes and practice study) farmaceuta, farmaceutskih tehnicara i
studenata farmacije u vezi sa savetovanjem Zena reproduktivne dobi o adekvatnom unosu
folata u periodu od oktobra 2015.godine do decembra 2016.godine. Studijom je obuvacen
nacionalni stratifikovani uzorak farmaceuta i farmaceutskih tehniara zaposlenih u
drzavnim i privatnim javnim apotekama u Srbiji. Registar Farmaceutske Komore Srbije
koriséen je kao uzoracki okvir, a definisane su geografske kvote prema pripadnosti
redovnih ¢lanova njenim regionalnim ograncima, tako da zastupljenost ispitanika po
ograncima bude saglasna aktulenim podacima o ¢lanstvu. UceS¢e u studiji ponudeno je
svim farmaceutskim tehniCarima i1 farmaceutima staZzerima, koji su zaposleni u istim javnim
apotekama kao i regrutovani farmaceuti. Kada je re¢ o studentima farmacije, istrazivanje je
realizovano u periodu mart — maj 2016.godine, a uces¢e u studiji ponudeno je svim
studentima zavr$ne godine Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, koji su bili
prisutni na Fakultetu na dane koji su unapred definisani kalendarom regrutacije. Detaljan
pregled literature, ekspertske konsultacije i pre-testiranje su primenjeni u procesu razvoja
upitnika. Multidisciplinarni panel stru¢njaka dao je potvrdu pregledne i sadrzajne validnosti,
tokom pilot studije je zadovoljio kriterijume interne konzistencije, a u okviru glavne studije
afirmativno su evaluirane metrijska svojstva testa znanja i faktorska struktura skale za
procenu stavova. Eticki komitet za biomedicinska istrazivanja Farmaceutskog fakulteta u
Beogradu dao je saglasnost za sprovodenje istrazivanja (br. 261/2).

Od 730 ispitanika iz javnih apoteka, 96.6% je ta¢no identifikovalo vrste deformiteta
koji se mogu prevenirati primenom folne kiseline, a 77.0% je prepoznalo preporu¢enu dozu
za zene sposobne da ostanu u drugom stanju. Ipak, manji udeo ispitanika je prepoznao
optimalni vremenski okvir za suplementaciju (61.1%), kao i adekvatnu dozu za prevenciju
rekurence defekata nervne cevi (42.9%). Dok je 43.2% farmaceutskih tehnicara izrazilo



uverenje da nije njihova obaveza da sprovode savetovanje 0 merama za prevenciju
kongenitalnih anomalija, takvo misljenje imalo je samo 4.7% licenciranih farmaceuta i
nijedan farmaceut-stazer (¥2=198.287, df=4, p<0.001). Veéina ucesnika studije (54.7%) je
izjavila da pruza informativne konsultacije u vezi folne kiseline jednom nedeljno ili
nekoliko puta mese¢no, a samo 10 ispitanika je tvrdilo da to ¢ini svakodnevno. Dodatno, na
osnovu sopstvenog izveStaja, samo 36.7% ispitanika pruza savete 1 informacije o
adekvatnom statusu folata na sopstvenu inicijativu, dok ostatak ovu temu pominje samo na
zahtev pacijenta tj. reaktivno. Kriti¢ne oblasti slabe informisanosti potvrdene su i u okviru
istrazivanja medu studentima zavr$ne godine Farmaceutskog fakulteta.

lako su ispitanici prepoznali znacaj sopstvene uloge u promociji zdravlja u
prekoncepcijskom periodu, rezultati istrazivanja su ukazali na odredene propuste u znanju i
dominantno reaktivan pristup savetovanju. Kako bi se prevazisli problemi vezani za nizak
nivo samoprocenjenih kompetencija i motivacije, inicirala promena savetodavnog
ponasanja i unapredile aktuelne i buduée performanse farmaceutskog tima, neophodni su
pazljivo kreirani, usmereni i prilagodeni edukativni programi u okviru redovnog
akademskog obrazovanja i korpusa kontinuiranog profesionalnog usavrsavanja.

U skladu sa tim, kreiran je edukativni program namenjen farmaceutima i
farmaceutskim tehnicarima zaposlenim u javnim apotekama u Republici Srbiji i sprovedena
je studija intervencije uz primenu eksperimentalnog pretest-posttest dizajna sa ciljem
procene njegove uspeSnosti. Saglasnost za sprovodenje ovog istraZivanja dao je Eticki
komitet za biomedicinska istrazivanja Farmaceutskog fakulteta u Beogradu (br. 656/2).

Istrazivanje je obuhvatilo 166 ispitanika, podeljenih u cCetiri stratuma prema
geografskoj distribuciji tj. pripadnosti regionalnim ograncima nadleznih komora
zdravstvenih radnika. Analiza podataka prikupljenih u pocetnoj tacki studije pokazala je
komparabilnost strukture ispitivanih kohorti. Bez obzira na implementirani analiticki
postupak, rezultati su ukazali na znafajno unapredenje postignuca ispitanika iz
eksperimentalne grupe na testu znanja, a svi statisti¢ki indikatori veli¢ine efekta implicirali
su veliki uticaj sprovedene edukacije. Ostvareni rezultati na naknadnom posttestu su
potvrdili dobru retenciju odnosno zadrZzavanje ste€enog znanja i znacajnu razliku u odnosu
na farmaceute i farmaceutske tehniCare koji su bili liSeni intervencije. Za razliku od
ispitanika iz kontrolne grupe, stavovi ¢lanova farmaceutskog tima koji su bili izloZeni
edukativnom programu statisticki znacajno su izmenjeni u pravcu boljeg sagledavanja
zdravstvenih benefita perikoncepcijske suplementacije folnom kiselnom i magnitude
kongenitalnih anomalija u kontekstu klini¢kih, humanistickih, i ekonomskih determinanti.
Dodatno, u ovoj kohorti je intenzivirana percepcija profesionalne odgovornosti za
sprovodenje zdravstvene edukacije i1 unapredena je spremnost suoCavanja sa realnim
izazovima i potencijalnim barijerama. Promene u znanju i stavovima, nedvosmisleno su



reflektovane na nivou subjektivno-opazenih kompetencija i objektivne savetodavne prakse
farmaceuta 1 farmaceutskih tehnicara iz eksperimentalne grupe kroz proaktivan pristup i
vecu ucestalost pruzanja relevantnih saveta i informacija o folatima tokom svakodnevnog
rada u javnim apotekama.

Kljuéne reci: folati, folna kiselina, perikoncepcijska nega, upitnik o ucestalosti
konzumiranja namirnica, validacija, metod trijade, farmaceutska praksa, KAP studija,
edukativna intervencija, pretest-posttest eksperimentalni dizajn sa kontolnom grupom

Naucna oblast: Farmacija
UZa naucna oblast: Socijalna farmacija i istraZivanje farmaceutske prakse
UDK broj: 615.014/07:577.164.1]-055.2(043.3)



Validation of a questionnaire for folate dietary intake assessment and analysis of
knowledge, attitudes and practice of pharmacy team members with regards to
counseling women of reproductive age on adequate folate intake

Summary

Nutritive deficiencies are well-recognized preventable risk factors for the development
of congenital anomalies and other adverse pregnancy outcomes. Scientific progress in the
comprehension of congenital anomalies has led to the conclusion that optimally balanced
maternal diet with adequate intake of macro- and micronutrients can contribute to reducing
the incidence of these disorders. Protective effect of the periconceptional folic acid
supplementation in reducing the risk for both occurrence and recurrence of neural tube
defects (NTDs) is scientifically confirmed through many observational and interventional
studies. Folate derivatives are involved as coenzymes in the single-carbon units’ transfer in
metabolism of amino acids and synthesis and reparation of nucleic acids. Accordingly, the
role of this water-soluble Bg vitamin is of special importance for intense cell maturation,
division and proliferation during embryogenesis. However, regardless the unequivocal
epidemiological evidence, achieved scientific consensus on the folic acid benefits in
ensuring healthy offspring, and the fact that many health authorities officially
recommended the use of folic acid prior to conception and during early phases of
pregnancy, numerous studies revealed suboptimal intake of this essential nutrient among
women of reproductive age. The variability of the situation in different countries is affected
by a number of factors such as: the awareness of women of prevention measures for NTDs;
the existence, application and coverage of strategies for improving folate intake and status
in the targeted population group; the availability and affordability of folic acid
supplements; and finally, the population exposure to folic acid- fortified foods.

Nutritional status assessment is nowadays recognized as an important part of medical
care at individual and population level. In facing the challenge of achieving folate
adequacy, the first step is reliable and objective nutritional assessment performed with
standardized and validated instruments adapted to specific characteristics of the population
of interest. Therefore, the aim of the first study in the present doctoral dissertation was to
develop and validate the Food Frequency Questionnaire for the assessment of folate intake
(F-FFQ) among women of reproductive age in Serbia. The FFQ for folate (F-FFQ) was
developed by combining a validated FFQ for folate in Croatia region with the NCI/Block
Health Habits and History Questionnaire with further adaptation based on inclusion of
folate-rich traditional foods consumed in Serbia. The F-FFQ was designed to capture
habitual intake over the previous three months and was self-administered in the presence of



trained dietitians. Face and content validity of the questionnaire were assessed by an expert
panel consisting of five researchers from the Center of Research Excellence in Nutrition
and Metabolism in Serbia. The questionnaire was pilot tested for clarity and format
improvement among 20 women of reproductive age who did not participate in the main
study. The F-FFQ was tested against repeated 24 h dietary recalls and correspondent
nutritional biomarkers (red blood cells (RBC) and serum folate concentrations) using the
method of triads. The study protocol was approved by the Institute for Medical Research
Ethics Committee in Serbia (EO0112/2015).

In a cross sectional study, conducted during one-year period — from June 2014 to July
2015, 503 women aged 18-49 years (x=34.09+10.72) completed dietary questionnaires (F-
FFQ and three 24h dietary recalls) and representative validation subsample (n = 50)
provided fasting blood samples for biomarker analyses. The estimated daily folate intakes
were 206.2+61.3 pug DFE and 211.0+£111.0 ug DFE, based on F-FFQ and three 24h recalls.
Only 6.16% and 6.76% of all the participants reached folate EAR (EAR-Estimated Average
Requirement) benchmark while 96.22% and 93.64% had folate intakes bellow
recommended 400 pg DFE/day based on repeated 24h recalls and FFQ, respectively.
Correlation coefficients observed between F-FFQ and three 24 h recalls were r = 0.56 (p <
0.001) and r = 0.57 (p < 0.001) for total sample and validation group, respectively. Bland—
Altman plot and cross-classification analyses indicated good agreement between methods.
Mean folate serum level in the studied women was 12.29+6.59 nmol/L and RBC folate
438.66+144.63 nmol/L. The application of the triads method resulted in high validity
coefficients between the true intake and the F-FFQ regardless of biomarker used (pQIrbc =
0.871 and pQlser = 0.814) with narrow 95% confidence intervals and without Haywood
cases which implies absence of random sampling fluctuation between methods or violation
of basic model assumptions. This triangulation analyses provided additional valuable
insight into F-FFQ’s performance and strengthened the evidence supporting its validity.
The F-FFQ is specific in respect to gender, age and geographic determiners, and, based on
our knowledge, this is the first FFQ created and validated for the assessment of folate
intake by women of reproductive age in Serbia.

Healthcare professionals, being reliable members of the community, may significantly
contribute to the improvement of maternal and newborns’ health by the delivery of timely,
accurate and evidence-based information and advice. Pharmacists and pharmacy
technicians are ideally positioned within the health care system to promote periconceptional
folic acid supplementation and to participate in the health education of women of
reproductive age. Unique accessibility of community pharmacies provides strategically
significant platform for achieving greater coverage of targeted population group.
Dissemination of health-promotional messages regarding folic acid and stimulation of
women to apply preventive measures is supported by the International Pharmaceutical



Federation (FIP). In order to efficiently address public health needs, it is essential for
community pharmacy professionals to have positive perception of the importance of
preconception care-related activities, as well as adequate knowledge, skills and motivation
to integrate them into everyday work practice.

In order to assess the knowledge, attitudes, and practice (KAP) of Serbian community
pharmacistsa, pharmacy technicians and pharmacy students with regards to counselling
women of reproductive age on adequate folate intake, questionnaire-based cross-sectional
study was conducted from October 2015 to December 2016. The study included nationwide
stratified sample of licensed pharmacists and pharmacy technicians, working in both private
and state-owned community pharmacies in Serbia. Pharmaceutical Chamber of Serbia
membership directory was used as a sampling frame and geographical quotas were
established in order to obtain sample proportional to actual distribution of community
pharmacists on a national scale. Participation in the study was offered to all pharmacy
technicians and interns working in the same pharmacies as recruited pharmacists. With
regards to pharmacy students, the study was conducted from March to May 2016, and
Participation in the study was offered to all final year students who were present at the
faculty on predefined recruitment days. Detailed literature review, expert consultation and
pre-testing were employed in questionnaire development. A multidisciplinary expert panel
confirmed its face and content valididty, duting the pilot study questionnaire analysis
indicated good internal consistency, and finaly, during the main study psychometric
properties of the knowledge test and factor structure of the attitudes assessment scale were
evaluated afirmatevely. Ethical approval for this study was granted by the Ethics
Committee for Clinical Trials, Faculty of Pharmacy - University of Belgrade (Dossier nr.
261/2).

Among 730 survey participants from community pharmacies, 96.6% correctly
identified types of deformities that could be prevented by folic acid and 77.0% recognized
recommended dosage for women capable of becoming pregnant. However, fewer were able
to recognize the optimal timing for folic acid supplementation (61.1%) and the proper dose
for NTD recurrence prevention (42.9 %). While 43.2% of pharmacy technicians thought
that it is not their responsibility to provide counselling concerning measures for the
prevention of congenital anomalies only 4.7% of licensed pharmacists and none of the
interns were of that opinion (x2=198.287, df=4, p<0.001). The majority of respondents
(54.7%) reported provision of informative consultation concerning folic acid once a week
or few times a month, while only 10 stated to do so on a daily basis. In addition, based on
self-report, only 36.7% of participants communicate information and advice regarding
adequate folate status at their own initiative, while the rest addresses this topic only on
patients request i.e. reactively. Critical areas of knowledge deficiencies concerning specific
aspects of folic acid nutrition were onfirmed among final-year pharmacy students.



In order to overcome low level of self-assessed competency and motivation, initiate
behavioral change and improve current and future performance of pharmacy staff,
implementation of targeted training programmes is warranted.

Accordingly, an educational program was created for pharmacists and pharmacy
technicians practicing in community pharmacies in Serbia and intervention study, based on
experimental pretest-posttest design, was conducted with an aim to assess its impact.
Ethical approval for this study was granted by the Ethics Committee for Clinical Trials,
Faculty of Pharmacy - University of Belgrade (Dossier nr. 656/2).

The study included 166 subjects divided in four strata according to geographical
distribution corresponding to regional branches of relevant Chambers of health
professionals. Analysis of the baseline data confirmed comparable structure of investigated
cohorts. Regardless of the implemented analytical procedure, findings indicated significant
improvement of the achievement on a knowledge test among participants belonging to the
experimental group. All statistical indicators of the effect size suggested great influence of
the educational programme, while accomplishments on the final post-test confirmed good
retention of the acquired knowledge. Additionally, the end-point data revealed statistically
significant difference between trained study participants and pharmacy staff members
deprived of educational intervention. Contrasting subjects from the control group, the
attitudes of pharmacy team members that were exposed to the educational program were
significantly altered toward better understanding of the health benefits of periconceptional
folic acid supplementation and magnitude of congenital anomalies regarding clinical,
humanistic, and economic determinants. Furthermore, perception of professional
responsibility for the implementation of health education activities was intensified in this
cohort as well as preparedness to adress real challenges and potential barriers to effective
counselling in everyday practice. Observed changes in knowledge and attitudes translated
into practice through improvement of both self-perceived competency and objective
measures of proactive folic acid advocacy.

Keywords: folates, folic acid, periconceptional care, food frequency questionnaire,
validation, method of triads, pharmacy practise, KAP study, educational intervention,
pretest-posttest experimental design with control group

Scientific field: Pharmacy
Scientific discipline: Social pharmacy and pharmacy practice research
UDC number: 615.014/07:577.164.1]-055.2(043.3)
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1.1 Folati — struktura i bioloska uloga

Termin folati koristi se kao opsti deskriptor za grupu hemijski i funkcionalno
srodnih jedinjenja koja obuhvata folate koji se prirodno nalaze u namirnicama i folnu
kiselinu, koja predstavlja oksidovanu sintetsku formu ovog hidrosolubilnog B vitamina.
Folati pripadaju grupi esencijalnih nutrijenata sa klju¢nom ulogom u mnogim biosintetskim

i metaboli¢kim procesima u organizmu.

1.1.1 Istorijski pregled: otkrice i sinteza folne Kiseline

Folna Kkiselina, poznata je i kao vitamin By, vitamin B¢, vitamin
M, Lactobacillus casei faktor i folacin 2. Lucy Wills (1888-1964), uvazeni engleski
botanicar, geolog i lekar i jedan od pionira istrazivanja u oblasti hematologije, boravila je u
Bombaju od 1928.godine i istrazivala tzv. tropsku makrocitnu anemiju (ukljuéujuéi tzv.
trudni¢ku pernicioznu anemiju), koja je bila Siroko zastupljena medu gravidnim tekstilnim
radnicama u Indiji. Shvativsi da je prevalenca anemije znatno veca medu Zenama nizeg
socioekonomskog statusa, ¢ija je ishrana bila nedovoljno raznovrsna 1 nutritivno oskudna dr
Wills i njeni saradnici su istrazivanje usmerili ka nutritivnim agensima za prevenciju i
terapiju ovog patoloskog stanja. Nakon uspe$no sprovedenih istrazivanja na animalnim
modelima (albino pacovi 1 rezus majmuni), dr Wills 1 grupa istraZzivaca koje je predvodila
su 1931.godine utvrdili da se makrocitna anemija kod trudnica moze prevenirati 1 le€iti
primenom ekstrakta kvasca bogatog vitaminima B grupe (tzv. Marmite) G¢4. Nepoznato
jedinjenje odgovorno za efikasnost pomenutog agensa kasnije su Janet Watson i William

Castle oznacili kao Wills faktor ©.

U narednom periodu registrovani su i opisani faktori koji su bili efikasni kao
terapeutici protiv nutritivne pancitopenije kod majmuna ©7 i kao antianemijski i faktori

rasta kod pilica ®9). Budu¢i da nije ispitivana, a ni utvrdena njihova medusobna veza, ova



jedinjenja su zabelezena pod razli¢itim nazivima, kao $to su vitamin M (od eng. monkey —

majmun) i vitamin Bc (od eng. chick — pile), iako se radilo o istoj aktivnoj supstanci.

Deceniju nakon inicijalnog otkri¢a dr Wills, Mitchell i saradnici su pokazali da je
pomenuto jedinjenje neophodan faktor rasta za Streptococcus lactis R (Streptococcus
faecalis), uspesno ga izolovali iz Cetiri tone listova spanaca i tada ga, inspirisani latinskom
re¢ju folium tj. list nazvali folnom kiselinom @9 Dve istrazivacke grupe, koje su predvodili
Robert Stokstad (1913-1995) i Joseph John Pfiffner (1903-1975), su 1943.godine potpuno
nezavisno izolovale ¢&ist vitamin u Kristalnom obliku iz kvasca V), odnosno dzigerice 12,
Usledila je hemijska sinteza, identifikacija i karakterizacija folne kiseline 3. Sintetska
forma folne kiseline bila je efikasna u lecenju megaloblasne anemije i to posebno kod
pacijenata koji nisu dobro reagovali na terapiju jetrenim ekstraktima. Medutim, ovaj agens
nije mogao da prevenira ili tretira neuroloSka oStecenja koja su nastala kao posledica
anemije za koju se danas zna da je uzrokovana deficitom vitamina Bi2 (tzv. perniciozna
anemija) . Budu¢i da je folna kiselina prepoznata kao faktor rasta usledila su istrazivanja
usmerena ka razvoju antagonista folata kao potencijalnih antikancerskih i antimikrobnih
agenasa. George Hitchings (1905-1998) i Gertrude Elion (1918-1999), dobitnici Nobelove

nagrade, dali su posebno znacajan doprinos u ovoj oblasti.

1.1.2 Folna kiselina i folati iz dijetarnih izvora: Strukturne i funkcionalne razlike

Hemijska struktura folne kiseline podrazumeva bicikliéni molekul pterina vezan
metilenskim mostom za p-aminobenzojevu kiselinu (PABA), koja je preko peptidne veze
povezana sa molekulom glutaminske kiseline (slika 1). Deo strukture koji €ine pterin i p-
aminobenzojeva kiselina predstavlja tzv. pteroicnu kiselinu, pa se folna kiselina jo$ naziva i

pteroil-monoglutaminska kiselina.
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Slika 1. Hemijska struktura folne kiseline

Postoje tri osnovna aspekta u kojima se uocava razlika izmedu folata prirodnog
porekla i sintetske forme vitamina. Prvo, u hrani se folati prirodno nalaze u
poliglutamatnim oblicima, sa dodatnim molekulima glutaminske kiseline koji su
medusobno povezani neuobicajenim y-peptidnim vezama formirajuci tako pteroiloligo y-L-
glutamate (PteGlun, n-broj glutaminskih rezidua). Pored toga, u vecini namirnica,
pteridinski prsten redukovan je do 7,8-dihidrofolata (DHF) ili 5,6,7,8-tetrahidrofolata
(THF). Konac¢no, ovi redukovani oblici Cesto su supstituisani grupama sa jednim
ugljenikovim atomom (npr. metil, metilen, metenil, formil...) na polozaju Nsi/ili No (slika
2) 14,

Rastvorljivost folne kiseline u vodi iznosi 1.6 mg L™ na temperaturi od 25 °C ;
umereno je rastvorljiva u metanolu, slabije u etanolu i butanolu i nerastvorljiva u acetonu,
hloroformu, etru i benzenu. Brojni oblici folata znac¢ajno se razlikuju i po pitanju podloZznosti
oksidativnoj degradaciji, termolabilnosti i stabilnosti u zavisnosti od pH vrednosti sredine. Folna
kiselina i folati iz dijetarnih izvora su nestabilni u kiselim rastvorima, a relativno stabilni u
baznim 1 neutralnim medijumima. Osetljivi su na delovanje ultravioletnog (UV) zracenja,
toplote i izlozenost vazduhu ®®. Nedvosmisleno je pokazano da je najstabilniji oblik vitamina

folna kiselina ®®. Dok folati iz prirodnih izvora vrlo brzo gube biolosku aktivnost tokom

4



skladiStenja, prerade i pripreme hrane, folna kiselina dugo zadrzava stabilnost i zato se uspesno

koristi u formi suplemenata i u procesu fortifikacije namirnica 4.,
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Slika 2. Primeri folata iz dijetarnih izvora

Budu¢i da su folati hidrosolubilni vitamini znacajna koli¢ina se gubi usled izlaganja
povisenoj temperaturi i prelaska u vodu u kojoj je namirnica kuvana ”. Na stepen gubitka
folata iz hrane uticu razli¢iti faktori kao $to su izloZenost kiseoniku, kiselost okruZenja,
koncentracija metalnih jona, sadrzaj antioksidanasa, temperatura, trajanje procesa i odnos mase
namirnice i vode u kojoj se kuva 8. Sto je veéa koli¢ina vode primenjena u procesu kuvanja,
vedi je odekivani gubitak vitamina 7). Primena odgovarajuéih antioksidanata i skladistenje u
uslovima sniZzene temperature i azotne atmosfere mogu doprineti usporavanju degradacionih

procesa 19,



1.1.3 BioloSka uloga folata

Folati imaju vaznu ulogu kao koenzimi u mnogim znacajnim biohemijskim
procesima kao Sto su: sinteza aminokiselina, nukleinskih kiselina (RNK i DNK), hormona i
neurotransmitera, deoba c¢elija, metabolizam proteina i formiranje crvenih krvnih celija.
Bioloska uloga i znacaj folata zasniva se na uces¢u u odvijanju biosintetskih 1 metaboli¢kih
procesa u okviru histidinskog ciklusa, ciklusa serina i glicina, metioninskog ciklusa, kao i
timidilatnog i purinskog ciklusa ®. Svoje funkcije folati sustinski ostvaruju putem reakcija
transfera funkcionalnih  grupa sa jednim ugljenikovim atomom (tzv. single-carbon
metabolism). Kljuéne reakcije u kojima ucestvuju su sinteza timidilata, metionina i purina,

katabolizam histidina i konverzija serina do glicina 9.

Pteroilpoliglutamatni oblici su supstrati brojnih enzima uklju¢enih u monokarbonski
metabolizam. Pteroilmonoglutamati podlezu konverziji u poliglutaminske forme pod
uticajem folilpoliglutamat sintaze pre uklju¢ivanja u pomenute biosintetske 1 metabolicke
procese. Najces¢i fizioloski supstrat folilpoliglutamat sintaze je redukovani vitamer
tetrahidropteroilglutamat, a poliglutaminski oblik navedenog jedinjenja ima klju¢nu ulogu

u reakcijama transfera monougljeni¢nih funkcionalnih grupa.

U citoplazmi folati ucestvuju u tri metaboli¢ka puta: remetilacija homocisteina, de
novo sinteza purina i de novo sinteza timidilata Supstituisani derivati 10-
formiltetrahidrofolat i 5,10-meteniltetrahidrofolat obezbeduju monokarbonske jedinice u
procesu de novo sinteze purinskih nukleotida (adenina i guanina), dok je 5,10-
metilentetrahidrofolat neophodan kofaktor u procesu generisanja timidinmonofosfata,
pirimidinskog nukleotida, iz prekursora - deoksi uridinmonofosfata Y.

Monoglutamati folata prisutni u citosolu c¢elija transportuju se u mitohondrije
preko redukovanog folatnog nosaca, gde dolazi do njihove konverzije u poliglutamatne
forme 2, U mitohondrijama se nalazi oko 40% ¢elijskog sadrzaja folata, a poliglutaminski
folati u citosolu 1 mitohondrijama predstavljaju dva nezavisne celine, modu kojima se

ravnoteza odrzava indirektno, razmenom monougljeni¢nih jedinica — formata @324, U



mitohondrijama, 5,10-metilentetrahidrofolat najpre nastaje konverzijom serina u glicin (pod
uticajem enzima serin hidroksimetil transferaza i uz delovanje kofaktora piridoksal fosfata),
nakon cega se odigrava sekvencijalni prenos monokarbonskih jedinica do 10-
formiltetrahidrofolata (pod uticajem enzima metilentetrahidrofolat ciklohidrolaze) i potom
do formata (pod uticajem formiltetrahidrofolat deformilaze), koji zatim napustaju
mitohondrije. Nastali formati se u citosolu ponovo konvertuju do 10-formiltetrahidrofolata,
klju¢nog jedinjenja u sintezi timidilata, metionina i purina, spajanjem sa tetrahidrofolatom

pod uticajem enzima format tetrahidrofolat ligaza.

U okviru katabolizma histidina, u prisustvu folata, a pod uticajem histidinske
amonijacne lijaze dolazi do deaminacije pri ¢emu nastaje katabolicki intermedijer -
urokanska kiselina. Ovo jedinjenje se dalje dejstvom urokanaze transformiSe u
formiminoglutaminsku kiselinu i naknadno delovanjem formiminotransferaze u
glutaminsku kiselinu. Ova kiselina znacajna je za normalno odvijanje metabolizma masti 1
Secera, kao 1 za transport kalijumovih jona u spinalnu tecnost i kroz hematoencefalnu
barijeru 9. Anjon glutaminske kiseline, glutamat, izuzetno je vazan neurotransmiter, koji
zahvaljuju¢i ulozi u sinaptickom plasticitetu ostvaruje znacCajan uticaj na odvijanje
kognitivnih procesa uéenja i paméenja ®. Nizak nivo glutamata doveden je u vezu sa
povecanim rizikom od nastanka shizofrenije, depresije, kognitivnih poremecaja, psihoze i

anksioznih poremecaja (26.27)

Folati imaju krucijalnu ulogu i u normalnom odvijanju metioninskog ciklusa kojim
se homocistein transformiSe u metionin 1 formira univerzalni donor metil grupe S-
adenozilmetionin (SAM). Redukovani oblik folata, supstituisan na polozaju N°, 5-
metiltetrahidrofolat, deluje kao ko-supstrat u remetilaciji homocisteina u reakciji koju
katalizuje metionin sintaza. Za ovu reakciju je, pored folata, od velikog znacaja i uticaj
vitamina Biz, buduéi da je nephodno kofaktorsko delovanje metilkobalamina ?®). Na ovaj
nacin se regeneriSe esencijalna aminokiselina metionin, koja se koristi za sintezu proteina,
ali i formiranje S-adenozilmetionina (spajanjem sa adenozin trifosfatom pod uticajem
metionin adenoziltransferaze). SAM se u organizmu Koristi za reakcje transmetilacije,
transsulfuracije 1 aminopropilacije. Zahvaljuju¢i hemijskoj reaktivnosti metil grupe koja je
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vezana za metioninski atom sumpora, SAM je donor metil grupe za vise od 100
metiltransferaza. Ostvaruje znacajnu ulogu u mnogim fizioloskim procesima putem
metabolickih reakcija Siroke palete supstrata, kao Sto su DNK, hormoni, neurotransmiteri i
membranski fosfolipidi ?9. Uklanjanjem metil grupe S-adenozilmetionin se konvertuje do
S-adenozilhomocisteina, koji podleze hidrolizi pod uticajem S-adenozilhomocistein
hidrolaze do adenozina i homocisteina. U slucaju deficita S-metiltetrahidrofolata ili
kobalamina, homocistein se akumulira jer izostaje remetilacija do metionina. Ravnoteza
reakcije koju katalizuje S-adenozilhomocistein hidrolaza favorizuje stvaranje S-
adenozilhomocisteina, $to, u sluaju povecanja nivoa homocisteina, moze dovesti do
akumulacije obvog jedinjenja, koje je potentan inhibitor mnogih metiltransferaza G,
Homocistein se u procesu transsulfuracije moze konvertovati u cistein, ili, u pojedinim
tkivima (jetra i bubrezi), remetilovati delovanjem betain-homocisteinmetiltransferaze ¢3. U
slucaju deficijencije folata, nastaje i1 deficit metionina, S$to dalje uzrokuje smanjenu
razarajuéeg delovanja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. Takode, deficit metionina ima
reperkusije i na nivou statusa sumpornih aminokiselina (cisteina i taurina), koje imaju
vaznu funkciju u detoksikaciji, oCuvanju strukture razli¢itth tkiva 1 promociji
kardiovaskularnog zdravlja. Dodatno, u uslovima nedovoljnog formiranja metionina,
poremecena je sinteza kolagena, Sto se negativno odrazava na strukturu 1 funkciju koze,

noktiju i vezivnog tkiva @3,

1.2 Dijetarni izvori, biolo§ka raspoloZivost i homeostaza folata

1.2.1 Dijetarni izvori folata

Budu¢i da se u organizmu sisara ne moZze sintetisati pteridinski ciklus koji je
element strukture folata adekvatne koli¢ine ovih jedinjenja koja imaju esencijalnu ulogu u
brojnim biohemijskim procesima moraju se obezbediti putem hrane i/ili suplementacijom.

Folati u prirodi egzistiraju u viSe razli¢itth hemijskih oblika 1 prisutni su u brojnim



namirnicama biljnog zivotinjskog i porekla (Tabela 1). Zeleno lisnato povrée, kvasac,
mahunarke, citrusno voce, zumance i iznutrice su primeri namirnica posebno bogatih

folatima 9,

Tabela 1. Sadrzaj folata u pojedinim namirnicama (adaptirano prema Srpskoj bazi
podataka o sastavu namirnica - Serbian Food Composition Database (FCDB)) ©2

A Sadrzaj folata
Namirnica ..
(pg u 100g namirnice)

Kvasac, pekarski, suvi 4000
Persun, suSeni listovi 391
Jetra, pile¢a 380
Junece iznutrice, sveze 240
Brokoli, svez 239
Soja, suva 230
Pasulj, beli 226
Spanag¢, svez 220
Jetra, jagnjeéa 220
Jaje kokosije-zumance 160
Prokelj, svez 159
Svinjske iznutrice, sveze 136
Praziluk 127
Grasak, svez 121
Socivo, braon, suvo 110
Seme susama 97

Paprika, crvena 88

Paskanat, koren 87

Jagoda, sveza 86

Karfiol, cvet 85.9
Keleraba, sveza 82

Orah, suvi 78

Lesnik, suvi 72

Boranija, sveza 56

Prirodni folati su dominantno u obliku redukovanih supstituisanih poliglutaminskih
derivata i najée$Ce vezani za proteine i skladi$ne polisaharide 7. Pre resorpcije
poliglutamatne rezidue uklanja enzim folilpoli vy-glutamil karboksipeptidaza (folat
konjugaza/ poliglutamat hidrolaza ), pa se folati transportuju kroz intestinalnu mukozu u

formi monoglutamata 339,




1.2.2 BioloSka raspoloZivost folata

Bioloska raspolozivost folata definse se kao udeo unetih folata koji je apsorbovan i
dostupan za metabolicke reakcije i/ili skladiStenje u organizmu. Na biolosku raspolozivost
folata iz hrane utiCe veliki broj faktora i smatra se da je efikasnost apsorpcije ovih
jedinjenja oko 50% (uz visok stepen varijabilnosti od 10 do 90%) ©®. Sa druge strane,
sintetska, potpuno oksidovana forma vitamina — folna kiselina (tj. pteroilmonoglutaminska
kiselina) ima biolosku raspolozivost od 100 % kada se uzima na prazan stomak, sa vodom,

odnosno oko 85% ako se uzima uz hranu ©7,

OgraniCen stepen oslobadanja iz dijetarnog matriksa, nepotpuna hidroliza
glutamatnih rezidua i moguce reakcije degradacije u gastrointestinalnom traktu su neki od
faktora koji ometaju resorpciju prirodnih folata iz hrane, a koji ne uti¢u na sintetsku folnu
kiselinu. Naime, ovaj oblik vitamina By ne zahteva oslobadanje iz celijskih struktura
dijetarnog matriksa, potpuno je oksidovan, pa i znacajno stabilniji od redukovanih derivata,

a i u formi je monoglutamata, pa ne zavisi od aktivnosti folat konjugaze.

Na raspoloZivost svih vitamera tj. oblika folne kiseline bez obzira na poreklo uticu
faktori specifi¢ni za pojedinca kao §to su: status folata, ali i drugih nutrijenata (vitamina C,
Bs, Bi2, niacina, riboflavina, holina, Zn) u organizmu, genetski faktori, varijacije
homeostatskih mehanizama, uticaj odredenih oboljenja i razlike vezane za uzrast, pol, rasu i

druge biolosko/fiziologke faktore ¢7-40),

Problematic¢na stabilnost i varijabilna bioloska raspolozivost prirodnih folata mora
se uzeti u obzir pri definisanju preporuka o unosu ovog nutrijenta. To je posebno znacajno
ako se deo potreba za ovim vitaminom zadovoljava unosom dijetetskih suplemenata ili
fortifikovanih namirnica. Upravo zbog razlika u raspolozivosti folata iz razliCitih izvora
1998. godine Americki Institut za medicinu, Nutricioni odbor Nacionalne akademije nauka,
utvrdio je DFE — dijetetske ekvivalente folata kao jedinicu u kojoj je izrazen preporuceni
unos. lako su rezultati studija pokazali varijabilne rezultate, za potrebe izracunavanja uzeto
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je da je bioloska raspolozivost folata iz hrane oko 50%, folne kiseline uzete samo sa
vodom 100%, a sa hranom 85% “*3), Iz ovoga sledi da je folna kiselina iz fortifikovanih
namirnica ili dijetetskih suplemenata 1.7 (85/50) odnosno 2.0 (100/50) puta vece
raspolozivosti nego folati prirodno prisutni u namirnicama. Drugacije izrazeno,
raspolozivost folata iz hrane iznosi 60% raspolozivosti folne kiseline konzumirane uz obrok
(50/85 x 100) ©"4D. Dakle, ako se potrebe organizma za folatima zadovoljavaju
kombinacijom prirodnih folata iz hrane i sintetskog analoga za procenu unosa koristi se

slede¢a formula:
png DFE= [pg folata prirodno prisutnih u hrani + (1.7 x pg sintetske folne kiseline)]

(er je 1 ug DFE = 1 pg folata prirodno prisutnih u hrani = 0.5 pg folne kiselnine uzete na

prazan stomak = 0.6 pg folne kiseline uzete uz hranu) 9,

1.2.3 Resorpcija i homeostaza folata

Folat iz dijetarnih izvora, dominantno u obliku pteroilpoliglutamata (PteGlun)
podleze hidrolizi na nivou Cetkastog pokrova (tj. tubularnih izdignuc¢a apikalnog dela
¢elijske membrane) jejunuma pod uticajem intestinalne y-glutamil karboksipeptidaze 1l
(GCPII) do oblika pteroilmonoglutamata (PteGlu). Ovi oblici vitamina dalje podlezu
metilaciji i transportu kroz membranu enterocita pod uticajem proteinskog nosaca
redukovanih folata (eng. reduced folate carrier - RFC) preko vene porte do jetre. Transport
preko bazolateralne membrane hepatocita se odvija zajednickim delovanjem proteinskog
nosaca redukovanih folata, folat-vezuju¢ih proteina i proton-kuplovanog folatnog
transportera. U jetri folati podlezu ponovnom povezivanju glutaminskih rezidua pod
uticajem intracelularne folilpoliglutamatsintetaze (FPGS) do oblika pteroilpoliglutamata
(PteGlun) koji se zatim skladisti. Shodno potrebama organizma deponovani
pteroilpoliglutamati podlezu intracelularnoj hidrolizi do metiliranih pteroilmonoglutamata
koji ulaze u enterohepati¢ni ciklus folata (eng. enterohepatic folate cycle — EHFC) i
sistemsku cirkulaciju (eng. systemic folate circulation — SFC) kojom se folati dopremaju

11



svim ¢elijama u organizmu. Na nivou enterohepati¢nog ciklusa folata stepen reapsorpcije
iznosi oko 99% i samo se 1% iz organizma elimini$e putem fecesa. Bubrezi su regulatorno
mesto za reapsorpciju folata iz sistemske cirkulacije. Na nivou epitelnih ¢elija proksimalnih
tubula reabsorbuje se oko 90% metiliranih pteroilmonoglutamata, a preostalih 10% se

izlu¢uje putem urina (Slika 3) 33:3444),

Ishrana

Bubrezi

Slika 3. Resorpcija i homeostaza folata
Adaptirano iz: Medici, V.; Halsted, C. H. Folate, alcohol, and liver disease. Mol. Nutr.
Food Res. 2013, 57, 596-606. 44

1.3 Preporudene vrednosti unosa folata

Buduc¢i da su folati esencijalni nutrijenti u organizam se moraju unositi u adekvatnoj
koli¢ini da bi se zadovoljile metabolicke potrebe, izbegao deficit 1 njegove posledice po

zdravlje. Preporuke o unosu nutrijenata u velikoj meri zavise od interpretacije najboljih
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dostupnih nau¢nih saznanja, pa postoje i odredene razlike u referentnim vrednostima iz

razli¢itih izvora.

Americki Institut za medicinu, Nutricioni odbor Nacionalne akademije nauka, utvrdio je
standarde za adekvatan unos svih nutrijenata. Ti standardi referentnog dijetetskog unosa
(Dietary Reference Intakes - DRIs) obuhvataju set referentnih vrednosti zasnovanih na
vrednovanju procenjenih prosecnih potreba (Estimated Average Requirements - EARS),
preporucenog dnevnog unosa (Recommended Dietary Allowances - RDAs), adekvatnog
unosa (Adequate Intake - AI) i podnosljive gornje granice dozvoljenog unosa (Tolerable
Upper Intake Levels - ULs)

e RDA vrednost oznacava prosecne dnevne unos nutrijenta kojim se zadovoljavaju
potrebe gotovo svih (97-98%) zdravih individua koje pripadaju specificnoj

populacionoj grupi na osnovu starosti i pola.

e EAR vrednost predstavlja dnevni unos nutrijenta za koji je procenjeno da

zadovoljava potrebe polovine zdravih pojedinaca u odredenoj populacionoj grupi.

e UL vrednost se odnosi na najvecu koli¢inu dnevnog unosa odredenog nutrijenta za

koju se procenjuje da nece uticati Stetno na zdravlje ljudi.

Pomenuti Americki Institut za medicinu 1998. godine je sproveo reviziju preporuka u
vezi sa unosom folata na osnovu detaljne analize dostupnih podataka iz sprovedenih i
publikovanih relevantnih istraZivanja o unosu i statusu folata, ulozi ovog vitamina u
fizioloSkim i patoloskim procesima, pokazanim korelacijama sa zdravstvenim ishodima i to
za sve starosne grupe za oba pola 1 uz posebno razmatranje potreba u stanjima trudnoce i
dojenja. Dodatno, u procesu procena potreba u obzir su uzete i informacije o bioloskoj
raspolozivosti folata iz razli€itih izvora, uticaju interakcija sa drugim komponentama hrane

i lekovima, kao i genetskoj varijabilnosti 449,

Na zahtev Evropske komisije (European Commission), Panel za dijetetske proizvode,
ishranu i alergije (Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies -NDA) Evropskog

regulatornog tela za bezbednost hrane (EFSA- European Food Safety Authority) izdao je
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nau¢no misljenje o preporu¢enim vrednostima za unos nutrijenata (Dietary Reference
Values - DRVs) ukljucujuéi i folate. Tom prilikom analizirane su preporuke razli¢itih
organizacija 1 utvrdene tzv. Average Requirement (AR) i Population Reference Intakes
(PRI) vrednosti. AR vrednost predstavlja onaj nivo unosa nutrijenta koji zadovoljava
potrebe polovine individua u odredenoj grupi zdravih ljudi, a PRI onaj nivo kojim se
zadovoljavaju potrebe svih zdravih pojedinaca iz definisane grupe (Tabela 2) 149,

Tabela 2. Dijetarne referentne vrednosti za folate - Evropska agencija za bezbednost hrane

Average Requirement Population Reference Intakes

Populacione grupe (AR) (PRI)
(1g DFE/day) (ug DFE/day)

Populacione grupe na osnovu podele po

starosti

1-3 godine 60 80

4-6 godina 90 110
7-10 130 170
11-14 200 260
15-17 250 330

>18 250 330

Posebne populacione grupe
specifi¢na fizioloSka stanja

Trudnoca - 600

Dojenje 380 500

Ekspertske grupe Svetske zdravstvene organizacije (World Health Organization —
WHO) i Organizacije za hranu i poljoprivredu Ujedinjenih nacija (Food and Agriculture
Organization of the United Nations — FAQ) su 2004. godine, nakon detaljne analize
relevantnih literaturnih izvora sprovele reviziju preporucenih vrednosti za unos
mikronutrijenata. Tom prilikom su eksperti pomenutih organizacija zakljucili da, kada je
re¢ o folatima, vrednosti koje je dao Americki Institut za medicinu, Nutricioni odbor
Nacionalne akademije nauka, predstavljaju najbolje procene potreba na osnovu sada$njih
znanja i izrazili saglasnost sa tim podacima. Iz tog razloga, preporuceni dnevni unos
nutrijenta (Recommended Nutrient Intake — RNI) za folate predstavlja vrednost analognu

RDA vrednosti koju je za razli¢ite populacione grupe izdala ova organizacija (Tabela 3) @4
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Tabela 3. Preporuke o unosu folata za specifi¢ne populacione grupe — Organizacija za
hranu i poljoprivredu Ujedinjenih nacija i Svetska zdravstvena organizacija

Populaciona grupa EAR (ng DFE/dan) RNI (ng DFE/dan)
Odojcad i deca (podela po starosti)
0-6 meseci 65 80
7-12 meseci 65 80
1-3 godine 120 160
4-6 godina 160 200
7-9 godina 250 300
Adolescenti

10-18 godina 300 400

Odrasli
19-65 godina 320 400
65 + godina 320 400
Trudnice 520 600
Dojilje 450 500

1.4 Evaluacija dijetarnog unosa folata

Analiza dijetarnog unosa predstavlja vazan element sveobuhvatne procene nutritivnog
statusa. Ta¢na i pouzdana evaluacija dijetarnog unosa i prehrambenih navika, ipak, i dalje
predstavlja priliCan izazov za istrazivace u oblasti nutritivne epidemiologije. Kompleksnost
ishrane ljudi i viSedimenziona povezanost izmedu dijetarnih faktora 1 zdravlja moraju se s

posebnom paznjom razmatrati pri analizi i interpretaciji podataka o konzumaciji hrane.

Postoje brojni pristupi u evaluaciji dijetarnog unosa, a izbor najpodesnijeg zavisi od Citavog
niza faktora kao $to su: postavljena hipoteza i definisani ciljevi istrazivanja, potreban nivo
tacnosti 1 preciznosti procene, karakteristike populacije od interesa, Zeljeni tip podataka,
kao i dostupna istrazivacka infrastruktura, finansijski i kadrovski resursi “647, Instrumenti
za procenu dijetarnog unosa medusobno se razlikuju prema obzervacionoj perspektivi,
vremenskom okviru, na¢inu sprovodenja odnosno implementacije, pristupu proceni veli¢ina
porcije tj. konzumiranih koli¢ina hrane i1 napitaka, kao nacinu konverzije podataka o
konzumaciji u nutritivne komponente “®. Uopsteno govoreéi, metode za procenu

konzumacije hrane mogu se realizovati na nivou pojedinca, domacinstva, neke druge
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organizovane grupe ili na nacionalnom nivou % i za izbor odgovarajuée strategije izuzetno
je vazno da ciljevi studije budu jasno definisani i precizno artikulisani. Sve metode za
dijetarnu procenu imaju odredene prednosti 1 ogranicenja, a poznavanje njihove prirode i

obima omogucava bolju, nau¢no-zasnovanu interpretaciju rezultata.

Kada se razmatra bazi¢ni metodoloski pristup, studije za evaluaciju nutritivnog unosa mogu
se klasifikovati na direktne i indirektne. Indirektne metode za procenu potrosnje hrane na
nivou drzave predstavljuju tzv. Balanse stanja hrane (Food Balance Sheets) ®®%), a na
nivou domaéinstva Ankete o potro$nji domacistva (Household Budget Surveys) ©2),
Direktne metode mogu biti zasnovane na objektivnoj obzervaciji tj. posmatranju
konzumacije ili na subjektivnom iskazu ispitanika. Objektivne metode obuhvataju prisup
Analize duplikata konzumiranih porcija (Duplicate Diet studies) i Beleske o konzumaciji
koje vode obuceni istraziva¢i (Food consumption record by a trained reserach staff).
Subjektivne metode se dalje mogu podeliti na prospektivne, u kojima se podaci beleze u
trenutku konzumacije, i retrospektivne, kojima se evaluira ishrana iz pro$losti. Primeri
prospektivnin metoda su Dnevnici ishrane (Food records), i mogu se odnositi na
vremenske periode razli¢ite duzine u zavisnosti od ciljeva istrazivanja i potrebnog nivoa
tanosti procene. Retrospektivne metode se mogu odnositi na skorasnju konzumaciju
(Dvadesetcetvorocasovne ankete ishrane — 24h dietary recall) ili na uobicajenu ishranu
tokom duzeg vremenskog perioda (Upitnik o ucestalosti konzumacije hrane — Food

Frequency Questionnaire) ¢354,

Kvantitativni podaci o konzumaciji hrane mogu se konvertovati u informacije o
nutritivnom unosu samo ukoliko su dostupne informacije o nutritivnoj kompoziciji tj.
sastavu namirnica. Oni mogu biti generisani analizom duplikata konzumiranih porcija ili

preuzeti iz baza podataka o sastavu namirnica 9.

Pregled direktnih subjektivnih metoda koje se mogu primeniti u okviru procene nutritivnog

unosa, pa samim tim i za evaluaciju dijetarnog unosa folata, dat je u nastavku.
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1.4.1 Direktne prospektivne subjektivne metode za procenu dijetarnog unosa

Dnevnici ishrane

Ovaj metod podrazumeva da ispitanici samostalno beleze podatke o konzumaciji
hrane i pi¢a tokom definisanog vremenskog perioda. Ne oslanja se na memoriju ispitanika,
budu¢i da se evidencija realizuje u trenutku konzumacije.Da bi se obezbedila
zadovoljavajuca tanost podataka i potreban nivo detaljnosti ispitanici prethodno moraju
biti obufeni. Vazno je obezbediti detaljne pisane i/ili usmene instrukcije o vodenju
dnevnika ishrane uz sva dodatna razjasnjenja, pomo¢ i savete istrazivackog tima. Po
zavrSetku evidencionog perioda , korisno je da istrazivaci pregledaju upitnik sa ispitanicima,
kako bi se proverilo da 1i su svi podaci adekvatno zabeleZeni, razjasnile eventualne

nedoumice i potvrila prihvatljivost kvaliteta prikupljenih informacija 657,

NajceS¢e se beleze naziv namirnice/jela, nacin pripreme/obrade, konzumirana
koli¢ina, trziSno ime tj.naziv proizvodaa komercijalno dostupnih proizvoda, recepture
kompozitnih jela, 1 drugi podaci koji su predvideni shodno istraZivackim pitanjima 1
ciljevima istrazivanja ©“8%). Podaci o vremenu konzumacije i lokaciji ispitanika,
eventualnim paralelnim aktivnostima i prisustvu drugih individua, mogu biti korisni za
interpretaciju socijalnog konteksta i obrazaca ishrane ispitanika. Dnevnici ishrane su
otvoreni upitnici kod Kkojih ne postoji ograniCenje na nivou specifi¢nosti i obima
informacija koje se beleze. Kao visoko fleksibilan instrument moZe se prilagoditi

raznovrsnim populacionim grupama, sa razli¢itim navikama u ishrani.

Na osnovu nacina na koji se vrsi kvantifikacija konzumiranih koli¢ina dnevnici
ishrane se mogu podeliti na one koji su zasnovani na merenju (Weighted food records) i

one koji se baziraju na samostalnoj proceni ispitanika (Estimated food records).

U slucaju Dnevnika ishrane zasnovanih na proceni, ispitanici beleze procenjene

veli¢ine porcija koriste¢i standardne mere/normative za domacinstva, prirodne jedinice,
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podatke o masi/zapremini sa ambalaze komercijalnih proizvoda i pomoéne instrumente za
procenu veli¢ina porcija. Kod Dnevnika ishrane zasnovanih na merenju, potrebno je da
ispitanici mere i evidentiraju podatke o masi ili zapremini hrane i napitaka pre konzumacije,
kao 1 eventualno zaostale koli¢ine nakon obroka. Na taj nacin se dobija