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ABSTRACT

Hippocrates, in 400 years before our era, indicated that the intes-
tines are central to human health and that “bad digestion is
the root of all evil”. The microbiome influences immune status,
protects against colonization by pathogenic microorganisms,
performs metabolic and trophic functions, and participates in
the synthesis of vitamin K, B4, Bg, B13, and folic acid. Diet is
a key factor in determining its composition. For many microbial
strains, p-aminobenzoic acid is an indispensable substrate for
the formation of folates. Bifidobacteria (HRB) strains in humans
are mainly responsible for the synthesis of folates. Non-HRB
strains that have the ability to synthesize folates include B. ther-
mophilum and B. longum ssp. The only hitherto indicated factor

ABSTRAKT

Hipokrates 400 lat p.n.e. wskazywat, ze jelita s istotne dla zdro-
wia cztowieka, a ,zle trawienie jest korzeniem wszelkiego zta”.
Mikrobiom wptywa na stan immunologiczny, chroni przed
kolonizacja mikroorganizmami patogennymi, spetnia funkcje
metaboliczne i troficzne, bierze udziat w syntezie witaminy K,
Bi, Bs, B12 oraz kwasu foliowego. Dieta jest kluczowym czyn-
nikiem determinujacym jego sktad. Dla wielu szczepdw mikro-
biomu kwas p-aminobenzoesowy jest niezbednym substratem
do wytworzenia folianéw. Szczepy ludzkich Bifidobacterii (HRB)
odpowiadaja gtéwnie za synteze folianéw. Do szczepdw nie-HRB,
ktoére posiadajg zdolnosc¢ syntezy folianéw, nalezg B. thermo-
philum i B. longum ssp. Jedynym dotad wskazywanym czynni-
kiem, ktory moze wptywac na potencjat mikrobioty do syntezy

INTRODUCTION

that can affect the microbiota’s potential for folate synthesis is
metformin, which improves glucose tolerance in people with
type Il diabetes. Metformin reduces the production of glucose
in the liver by inhibiting gluconeogenesis and glycogenolysis,
increases the sensitivity of tissues to insulin, and reduces the
absorption of glucose. In order to thoroughly understand the
ability of the microbiota to synthesize folic acid, it is necessary
to conduct studies that include people with varying degrees of
exposure to factors that may affect health, such as: poor dietary
habits, smoking, low physical activity, diet-related diseases, or
taking medications.
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folianéw;, jest poprawiajaca tolerancje glukozy u 0séb z cukrzyca
typu Il metformina. Zmniejsza ona wytwarzanie glukozy
w watrobie w wyniku hamowania glukoneogenezy i glikogenolizy,
zwieksza wrazliwos$¢ tkanek na insuline i zmniejsza wchtania-
nie glukozy. W celu doktadnego poznania zdolnosci mikrobioty
do syntezy kwasu foliowego potrzebne jest przeprowadzenie
badan, w ktérych zostang uwzglednione osoby w réznym stop-
niu narazenia na wystepowanie czynnikéw mogacych wptywac
na stan zdrowia, takich jak: nieprawidtowy sposéb zywienia,
palenie papierosdw, niska aktywnos¢ fizyczna, wystepowa-
nie chordb o podtozu dietozaleznym oraz przyjmowanie lekow.
Stowa kluczowe: mikrobiom; dieta; foliany; sposob zywienia;
metformina.

WSTEP

The human body is a habitat for bacteria, archaea, viruses, and
unicellular eukaryotes that form a complex ecosystem in the
genitourinary tract, alimentary tract, and respiratory tract [1].

Ludzkie ciato jest siedliskiem bakterii, archeonéw, wiruséw
i jednokomoérkowych eukariotow, ktére tworza ztozony eko-
system gtéwnie w uktadzie moczowo-ptciowym, przewodzie
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The number of microorganisms in the body exceeds 10 times
the number of somatic cells [2]. The most intensely colonized
and diverse environment is the human intestines, which due
to their surface area (200 m?) and access to nutrients are an
ideal place for microorganismal development. Diversity and
density of bacterial species is dependent on many factors:
age of the host, diet, lifestyle, and medication [1]. The diet is
a particularly important factor in determining its composi-
tion. Hippocrates, in 400 years before our era, indicated that
intestines are central to human health, and that “bad digestion
is the root of all evil”. Intestinal microbes influence, among
others, immune status [2], protection against colonization by
pathogenic microorganisms, and metabolic and trophic func-
tions [3], as well as taking part in the synthesis of vitamin
K, B4, Be, Blz, and folic acid [4]. The influence of the micro-
biota on human health has long been a subject of interest for
many researchers. The large intestine [3] became a subject
of particular interest, as did the search for the relationship
between diet and the quantitative and qualitative composition
of the microbiome [5]. Researchers are still trying to answer
the question whether the microbiome can be an additional
source of nutrients, including folates (vitamin Bo) [6, 7], and
to what extent this endogenous source can affect their con-
centration in blood [8].

FUNCTIONS OF THE MICROBIOTA

The human microbiome consists of all the heterotrophic
microorganisms that inhabit the human body. The micro-
organisms are not randomly dispersed in the body, but are
located in strictly defines places, i.e. the upper respiratory
tract, gastrointestinal tract, skin, reproductive system |[9,
10]. In the human digestive tract, there are 10** different
types of microbial cells per 1 gram of intestinal contents,
which comprise 17 families, 45 genera [11], and 2000 spe-
cies [12]. The density of bacteria in the gastrointestinal tract
increases as food moves through from the stomach [11, 13].
In the human digestive tract, there is a large number of ben-
eficial (eubiotic) microorganisms that exist in symbiosis
with the host. These include Bifidobacterium and Lactobacil-
lus [14, 15]. Eubiotic microorganisms are responsible for the
fermentation of saccharides and acidification of the intes-
tinal environment. Due to the fact that they closely adhere
to the intestinal wall, they ensure the balance of the eco-
system and prevent colonization by potentially pathogenic
bacterial flora [14, 16]. Bacteria of the Bacteroides, Eubacte-
rium, Clostridium, Staphylococcus, Pseudomonas, and Enter-
obacteriaceae type are in turn classified as opportunistic
or potentially pathogenic microorganisms [15]. They may
exhibit proteolytic activity, degrading protein and alkaliz-
ing the gastrointestinal tract by producing toxic substances.
When the organism is in an equilibrium state, they do not
show pathogenic activity [14, 16]. The microbiota performs
protective functions (it creates a protective barrier against
pathogenic microorganisms), synthesizes vitamins Kand B
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pokarmowym i drogach oddechowych [1]. Liczba drobnoustro-
jow w organizmie 10-krotnie przewyzsza liczbe komoérek
somatycznych [2]. Srodowiskiem najbardziej skolonizowanym
i zréznicowanym pod wzgledem drobnoustrojéw sa ludzkie
jelita, ktére przez swoja powierzchnie (200 m?) oraz dostep
do sktadnikéw odzywczych sg idealnym miejscem do ich roz-
woju. Heterogeniczno$¢ i zageszczenie gatunkéw bakterii jest
uzaleznione od wielu czynnikéw: wieku gospodarza, diety,
stylu zycia i zazywanych lekéw [1]. Sposob odzywiania jest
kluczowym czynnikiem determinujacym sktad mikrobioty.
Hipokrates 400 lat p.n.e. twierdzit, Ze jelita sg istotne dla zdro-
wia cztowieka, a , zte trawienie jest korzeniem wszelkiego zta”.
Drobnoustroje wptywaja m.in. na stan immunologiczny [2],
chronia przed kolonizacja mikroorganizmami patogennymi,
spetniajg funkcje metaboliczne i troficzne [3], biorg réwniez
udziat w syntezie witaminy K, B4, Bs, B1, oraz kwasu folio-
wego [4]. Wptyw mikrobioty na zdrowie cztowieka stat sie
przedmiotem zainteresowania wielu badaczy, ktérzy szcze-
go6lna uwage poswiecaja jelitu grubemu [3] oraz poszukiwaniu
zaleznos$ci pomiedzy sposobem zywienia a ilosciowym i jako-
$ciowym sktadem mikrobiomu [5]. Naukowcy prébuja odpo-
wiedzie¢ na pytania, czy i w jakim stopniu moze on stanowi¢
dodatkowe Zrddto sktadnikéw odzywczych (np. folianéw) [6, 7]
oraz w jakim stopniu to endogenne Zrddto witaminy By moze
wptywac naich stezenie we krwi [8].

FUNKCJE MIKROBIOTY

Mikrobiom cztowieka stanowig wszystkie drobnoustroje
heterotrofityczne, ktére zasiedlaja organizm ludzki. Nie jest
on przypadkowo rozproszony w organizmie, ale zlokalizo-
wany w $cisle okreslonych miejscach, tj.: gérnych drogach
oddechowych, przewodzie pokarmowym, skérze, uktadzie
rozrodczym |9, 10].

W 1 g treéci jelitowej wystepuje 10** réznych komérek
drobnoustrojéw, w sktad ktérych wchodzi 17 rodzin, w tym
45 rodzajéw [11] nalezacych do 2 tys. gatunkéw [12]. Zagesz-
czenie bakterii w przewodzie pokarmowym wzrasta w miare
przesuwania sie pokarmu od zotadka [11, 13].

W przewodzie pokarmowym czlowieka znajduje sie
duza ilo$¢ mikroorganizmoéw korzystnych (eubiotycznych),
ktoére pozostaja w symbiozie z gospodarzem. Naleza do nich
pateczki z rodziny Bifidobacterium i Lactobacillus [14, 15].
Mikroorganizmy eubiotyczne odpowiadajg za fermentacje
sacharydéw oraz zakwaszenie Srodowiska jelit. Dzieki temu,
ze Scisle przylegaja do $ciany, zapewniaja réwnowage eko-
systemu i zapobiegajg kolonizacji przez potencjalnie cho-
robotwércza flore bakteryjna [14, 16]. Bakterie z rodzaju
Bacteroides, Eubacterium, Clostridium, Staphylococcus, Pseu-
domonas i z rodziny Enterobacteriacea zaliczane sg z kolei
do mikroorganizméw oportunistycznych, czyli potencjalnie
szkodliwych [15]. Moga one wykazywac¢ dziatanie proteoli-
tyczne, rozktadajgc biatko, i alkalizujgce sSrodowisko prze-
wodu pokarmowego poprzez wytwarzanie substancji tok-
sycznych. W stanie réwnowagi organizmu nie wykazujq one
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and short chain fatty acids (SCFA), digests nutrients undi-
gested by the human which generates energy from food, con-
tributes to efficient intestinal motility, decomposes toxins
and carcinogens, metabolizes drugs. Impairment of these
functions may result in problems in maintaining homeo-
stasis of the organism [17, 18, 19].

NUTRIENTS MODULATING THE COMPOSITION
OF THE MICROBIOTA

The development of the human microbiota is influenced by
numerous factors including: gestational age, type of delivery,
feeding and medications in the neonatal and infant period, diet
at various stages of life, age, and medications [20, 21]. Analysis
of the microbiome in relation to the host’s characteristics may
contribute to the understanding of all factors that influence
the status of the microbiome and the reactions that contribute
to the preservation of homeostasis [22].

Avery important aspect of neonatal intestinal colonization
is the method of feeding [3, 23]. Oligosaccharides contained in
mother’s milk constitute about 200 different sugar structures,
which can protect the new-born from necrotizing enterocolitis,
candidiasis, and other immunological diseases [24]. Bacteria
found in breast or all milk are mainly: Staphylococcus, Strepto-
coccus, Lactobacillus, and Bifidobacterium, as well as Pseuduo-
monas, Edwardsiella, Pantoea, Treponema, Campylobacteri, and
others. Milk is the main source of bacteria for infants. A child
who drink 800 mL of this liquid ingests about 10°~10” bacteria
per day [25]. The change from breast milk to cow’s milk causes
a significant decrease in the content of C. difficile in infant stools.
An increase in the amount of Bacteroidetes spp., Blautia spp.,
Parabacteroidetes spp., Coprococcus spp. Parabacteroidetes spp.,
Coprococcus spp., Ruminococcus spp., and Oscillospira spp. is also
observed. Additionally, there is a reduction in the numbers of
Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., Escherichia spp., and
Clostridium spp. [26].

Specific diets, i.e. Mediterranean, vegetarian, vegan, and
western, affect the composition of the microbiome [27].

According to De Fillippis et al., a vegan or vegetarian diet
with a high degree of compliance with its principles promotes
the formation of a beneficial microbial profile, contributing
to the increased production of SCFA and higher numbers of
Provotella bacteria [28, 29]. According to Zimmer et al., a veg-
etarian diet contributes to reduction in the number of bacterial
strains of the following genera: Bacteroides, Bifidobacterium,
E. coli, and Enterobacteriaceae, while it does not affect the
number of strains of, i.e.: E. coli biovars, Klebsiella, Enterobac-
ter, Enterococcus, Lactobacillus, Citrobacter, Clostridium [30].
The results obtained by Matijasi¢ et al. indicate that follow-
ing a vegetarian diet contributes to a higher content of Bac-
teroides-Prevotella, Bacteroides thetaiotaomicron, Clostridium
clostridioforme, and Faecalibacterium prausnitzii, with a lower
content of Clostridium XIVa compared to those following an
omnivorous diet [31].
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dziatania chorobotworczego [14, 16]. Mikrobiota spetnia funk-
cje ochronne (tworzy bariere ochronng przed drobnoustro-
jami chorobotwoérczymi), syntetyzuje witaminy Kiz grupy B,
krétkotancuchowe kwasy ttuszczowe (SCFA), trawi niestra-
wione przez cztowieka sktadniki pokarmowe, przez co pozy-
skuje energie, przyczynia sie do sprawnego funkcjonowania
motoryki jelit, rozktada toksyny i karcynogeny, metabolizuje
leki. Uposledzenie tych funkcji moze skutkowac¢ problemami
w utrzymaniu homeostazy organizmu [17, 18, 19].

CZYNNIKI ZYWIENIOWE MODULUJACE
SKtAD MIKROBIOTY

Na ksztattowanie sie mikrobioty cztowieka wptywaja takie
czynniki, jak: wiek cigzowy, rodzaj porodu, sposéb karmienia
i przyjmowane leki w okresie noworodkowym i niemowlecym,
a takze pdznej, sposdb zywienia na réznych etapach zycia,
wiek [20, 21]. Analiza mikrobiomu w zalezno$ci od cech gospo-
darza moze przyczynic sie do poznania wszystkich czynnikéw,
ktore oddziatuja na jego stan i reakgcji, ktére przyczyniaja sie
do zachowania homeostazy [22].

Bardzo istotnym aspektem kolonizacji jelit noworodka jest
sposob karmienia [3, 23]. Oligosacharydy zawarte w mleku
matki stanowig okoto 200 réznych struktur cukrowych, ktére
moga chroni¢ noworodka przed martwiczym zapaleniem jelit,
kandydozami oraz innymi chorobami immunologicznymi [24].
Do bakterii wystepujacych w mleku naleza przede wszystkim:
Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium,
Pseuduomonas, Edwardsiella, Pantoea, Treponema, Campylo-
bacteri. Mleko stanowi gtéwne zZrédto bakterii dla niemowlat.
Dziecko, ktére spozywa 800 mL tego ptynu, dostarcza do orga-
nizmu ok. 10°-10” bakterii dziennie [25]. Zmiana mleka kobie-
cego na krowie prowadzi do znacznego spadku zawartosci C.dif
ficile w kale niemowlat. Obserwuje sie rowniez zmniejszenie
liczebnoSci Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., Escherichia
spp. oraz Clostridium spp, a nastepuje wzrost liczebno$ci Bacte-
roidetes spp., Blautia spp., Parabacteroidetes spp., Coprococcus
spp. Parabacteroidetes spp., Coprococcus spp., Ruminococcus
spp. i Oscillospira spp. [26].

Stosowanie diet tj. Sr6dziemnomorskiej, wegetarianskiej,
weganskiej i zachodniej wptywa na sktad mikrobiomu [27].

Wedtug De Fillippis i wsp., diety weganska i wegetarianska
z wysokim stopniem zgodno$ci z ich zasadami sprzyjajg ksztat-
towaniu sie korzystnego profilu mikrobiomu jelit, przyczynia-
jac sie do zwiekszonej produkcji SCFA i wiekszej liczebno$ci
bakterii z rodzaju Provotella [28, 29]. Wedtug Zimmer i wsp.
dieta wegetarianska przyczynia sie do obnizenia liczebno-
$ci szczepow bakterii z rodzaju: Bacteroides, Bifidobacterium,
E. coli, Enterobacteriacea, podczas gdy nie ma wptywu na liczeb-
nosc¢ szczepow tj.: E. coli biovars, Klebsiella, Enterobacter, Ente-
rococcus, Lactobacillus, Citrobacter, Clostridium [30]. Wyniki
uzyskane przez Matijasi¢ i wsp. wskazuja na to, ze stosowanie
diety wegetarianskiej przyczynia sie do wyzszej zawartosci
szczepOw Bacteroides-Prevotella, Bacteroides thetaiotaomicron,
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In people following a Mediterranean diet, apart from
changes in the composition of the microbiome, a lower con-
centration of acetate, which is part of the SCFA analysed in
the faeces, and a higher rate of defecation are observed [32].
According to Gutiérrez-Diaz et al., people who follow the prin-
ciples of a Mediterranean diet have higher concentrations
of phenylacetic and phenylpropic acids, which are the main
metabolites excreted in the faeces, and their microbiota are
characterized by a higher abundance of Clostridium XVIa and
Feacelibacterium prusnitzii strains. It was also observed absti-
nence from alcohol promotes a favourable phenolic profile of
faeces [33]. A study comparing the effects of consumption of
saturated and polyunsaturated fatty acids (PUFAs) from fish
shows that they cause significant differences in the composi-
tion of the microbiome. A diet rich in fish fat prevents negative
changes in the composition of the microbiome and lowers the
concentration of parameters that indicate inflammation that
accompanies obesity [34].

The intestinal microbiome of people consuming a West-
ern diet is strongly dominated by strains of Firmicutes type
bacteria. In a study conducted by De Filippo et al., which com-
pared the intestinal microbiota of children from Burkina Faso
and European children, it was observed that the microbiota of
children who consumed a Western diet were characterized by
the predominance of strains of Bacteroides and higher gram
positive bacteria of the Firmicutes type. The microbiome of
African children was more diverse, dominated by bacteria of
the genus Provatella and Enterococcus, and was characterized
by a lower content of pathogenic strains from the Enterobac-
teriaceae family [35]. It is observed that a diet rich in fat and
protein of animal origin contributes to the change in the com-
position of the microbiome [34].

FOLATES - METABOLISM, DEMAND,
AND SOURCES

Clostridium clostridioforme i Faecalibacterium prausnitzii przy
nizszej zawartosci Clostridium XIVa w stosunku do stosowania
diety wszystkozernej [31].

U oséb stosujacych diete Srédziemnomorska, oprocz zmian
w sktadzie mikrobiomu, obserwuje sie nizsze stezenie octanu,
ktéry wchodzi w sktad SCFA analizowanych w kale, a takze
wyzsza czesto$¢ defekacji [32]. Wedtug Gutiérrez-Diaz i wsp.
osoby, ktore $cisle przestrzegajg zasad tego typu diety, posia-
daja wyzsze stezenie kwasow fenylooctowych i fenylopropino-
wych, ktdre sg gtdbwnymi metabolitami wydalanymi z katem
oraz cechujg sie wyzszga obfitoscia szczepow Clostridium XVIa
i Feacelibacterium prusnitzii. Zaobserwowano réwniez, zZe brak
spozycia alkoholu sprzyja korzystnemu profilowi fenolowemu
katu [33]. Badanie poréwnujgce wptyw spozycia kwaséw ttusz-
czowych nasyconych i wielonienasyconych (WNKT) pochodza-
cych z ryb wykazuje znaczne réznice w sktadzie mikrobiomu.
Dieta bogata w ttuszcze ryb zapobiega negatywnym zmianom
w sktadzie mikrobiomu i obnizeniu stezenia parametréw swiad-
czacych o stanach zapalnych, ktére towarzysza otytosci [34].

Mikrobiom jelit os6b odzywiajacych sie dieta zachodnig jest
silnie zdominowany przez szczepy nalezace do bakterii typu Fir-
micutes. W badaniu przeprowadzonym przez De Filippo i wsp.,
w ktérym poréwnano mikrobiom jelit dzieci z Burkina Faso
i europejskich, zaobserwowano, ze mikrobim dzieci odzywiaja-
cych sie dieta zachodnia charakteryzowat sie przewaga szcze-
poéw bakterii z rodzaju Bacteroides i wieksza liczebno$cig gam
dodatnich bakterii typu Firmicutes. Mikrobiom dzieci z Afryki
byt bardziej zréznicowany i zdominowany przez bakterie
rodzaju Provatella i enterokoki oraz cechowat sie nizsza zawar-
toscig patogennych szczepdw z rodziny Enterobacteriacea [35].
Obserwuje sie, ze dieta bogata w ttuszcz i biatko pochodzenia
zwierzecego przyczynia sie do zmiany sktadu mikrobiomu [34].

FOLIANY - METABOLIZM, ZAPOTRZEBOWANIE
| ZRODEA

Folates are found mainly in the form of polyglutamylates,
whereas folic acid is an oxidized form of monoglutamate [36].
Folic acid is not active as a coenzyme and has to undergo
several metabolic steps inside the cell to be converted into
the active form, 5-methyl-THF (tetrahydropholate) [37]. The
polyglutamate form must be hydrolysed to folate mono-
glutamate prior to absorption. This process is facilitated
by glutamate carboxypeptidase II, which is found mainly
within the brush border of the proximal jejunum. Folate
monoglutamate is transported through the apical enterocyte
membrane [36]. In enterocytes, a two-step reduction reac-
tion occurs under the influence of dihydrofolate reductase,
converting folate monoglutamate to dihydrofolate and then
to tetrahydrofolate, which in later metabolism is methyl-
ated to 5-methyltetrahydropholate (5-MTHF) [36, 37]. The
5-MTHF form is transported to the blood. Folates in the
form of 5-MTHF circulate in the blood from where they are
taken up by cells [36].

72

Foliany wystepuja gtéwnie w postaci poliglutaminianéw,
natomiast kwas foliowy stanowi utleniong forme monoglu-
tamianu [36]. Kwas foliowy nie jest aktywny jako koenzym
i musi przejs¢ kilka etapéw metabolicznych wewngtrz komoérki,
az do przeksztatcenia w aktywng postac 5-metylo-THF (tetra-
hydrofolian) [37]. Forma poliglutaminianu musi zosta¢ zhy-
drolizowana do monoglutaminianu folianu przed absorpcja.
Proces ten przeprowadzany jest przez karboksypeptydaze
glutaminianowa II, ktéra wystepuje gtéwnie w obrebie rabka
szczoteczkowego blizszej czesci jelita czczego. Monogluta-
minian folianu jest transportowany przez szczytowa btone
enterocytu [36]. W enterocytach nastepuje dwustopniowa
reakcja redukcji pod wptywem reduktazy dihydrofolianowej
do dihydrofolianu, a nastepnie do tetrahydrofolianu, ktéry
w dalszych etapach metabolizmu jest metylowany do 5-mety-
lotetrahydrofolianu (5-MTHF) [36, 37]. Postac 5-MTHF zostaje
przetransportowana do krwi. Foliany w formie 5-MTHF kraza
we krwi, skad sa pobierane przez komoérki [36]. Naturalnie
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Naturally, folates are derivatives differentiated by the num-
ber of glutamic acid residues and the degree of oxidation of
the pteridine ring. Folates are contained in food of plant and
animal origin, with majority found in plant products [38]. The
richest sources are legumes, followed by dark green vegeta-
bles and spices [39]. Apart from food, humans can also obtain
folate from the microbiome, which is responsible for its synthe-
sis [40]. A healthy adult needs 400 pg folates per day. Demand
is increased during pregnancy (600 ug/day) and lactation

(500 pg/day) [41].

BIOAVAILABILITY

The bioavailability of folic acid - the amount and speed with
which this nutrient is absorbed in the digestive system -
depends on many factors [42]: the form of folates, type of
products (natural, supplements) and how they are consumed
(raw, cooked), drug intake, intake of alcohol, and smoking.
Absorbance of folates from plant products is limited due to the
presence of a conjugate inhibitor in vegetables and oranges.
In products of animal origin (except for the liver), there are
on average 2-2.5 times less folates, however, they are char-
acterized by a higher bioavailability [43]. The structure of
folates is a factor in determining their bioavailability, because
monoglutamylfolates (e.g. contained in the liver) are readily
absorbed, whereas polyglutamine conjugates (contained in
vegetables) require an earlier reduction reaction [38]. By far
the most highly bioavailable form of folic acid is (the degree of
absorption on an empty stomach is determined at 100%) that
taken in the form of supplements or contained in enhanced
products [42]. It has been estimated that 85% of folates from
dietary supplements and 50% from food are bioavailable [39].
Some medicines that are folic acid antagonists lower the con-
centration of folic acid in the blood as a result of inhibition of
dihydrofolate reductase. These include painkillers (aspirin,
ibuprofen), antiepileptic drugs (cortisone, sulphamides, phe-
nyladea), methotrexate used to treat patients with rheumatoid
arthritis in whom NSAIDs (non-steroidal anti-inflammatory
drugs) are not effective, antibacterial drugs (trimethoprim),
and quinolones (diaminobenzyl pyrimidine) [44].

THE MICROBIOTA AS A SOURCE OF FOLATES

For growth, bacteria require the raw materials necessary for
the synthesis of molecules that form organelles (mitochondria,
nuclear membrane, Golgi apparatus, cytoplasmic membrane,
and endoplasmic reticulum with numerous ribosomes) and for
energy production. Minimum growth requirements for bacte-
ria include sources of carbon, nitrogen, energy, water, and ions.
The intestinal microbiota has been recognized as a source of
certain vitamins [45]. It has been shown that folates are syn-
thesized by bacteria and absorbed by two mechanisms: active
absorption, mediated by various types of transporters with
distinct specificities for different forms of folate, and passive
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foliany stanowig pochodne zrdznicowane miedzy soba liczba
reszt kwasu glutaminowego oraz stopniem utlenienia pier-
$cienia pterydyny. Foliany zawarte sg w zywnosci pochodze-
nia roslinnego i zwierzecego, przy czym w przewazajacej ilo-
$ci znajduja sie w produktach roslinnych [38]. Najbogatszym
zroditem sg rosliny stragczkowe, a nastepnie ciemnozielone
warzywa i przyprawy [39]. Poza pozywieniem cztowiek czerpie
foliany réwniez z mikrobiomu, ktéry odpowiada za jego syn-
teze [40]. Zdrowa osoba dorosta potrzebuje 400 pg folianéw
na dobe. Zapotrzebowanie ulega zwiekszeniu w trakcie ciazy
(600 pg/dobe) i okresie laktacji (500 pg/dobe) [41].

BIODOSTEPNOSC

[los¢ i szybkosé¢, z jaka kwas foliowy jest wchtaniany w ukta-
dzie pokarmowym, zaleza od wielu czynnikéw [42]: postaci
folianoéw, rodzaju produktéw (naturalne, suplementy) i spo-
sobu ich spozywania (surowe, gotowane), przyjmowanych
lekéw, spozycia alkoholu i palenia papieroséw. Przyswajalnos¢
z produktow roslinnych jest ograniczona z uwagi na obecnos¢
inhibitora koniugazy w warzywach i pomaranczach. W pro-
duktach pochodzenia zwierzecego (z wyjatkiem watroby) jest
$rednio 2-2,5 razy mniej folianow, jednak charakteryzuja sie
wyzsza biodostepnoscia [43]. Budowa folianéw jest jednym
z czynnikow determinujacych ich biodostepno$¢, poniewaz
monoglutamylofoliany (np. zawarte w watrobie) sg gotowe
do wchtoniecia, natomiast koniugaty poliglutaminowe (zawarte
w warzywach) wymagaja wcze$niejszej reakcji reduke;ji [38].
Zdecydowanie najwieksza biodostepnoscig cechuje sie synte-
tyczny kwas foliowy (stopien przyswajalnosci na czczo okre-
$la sie na 100%), przyjmowany w postaci suplementéw badz
zawarty w fotyfikowanych produktach [42]. Przyjeto, ze 85%
folianéw z suplementéw diety i 50% z Zywnosci jest biodostep-
nych [39]. Niektore leki bedace antagonistami kwasu folio-
wego obnizajg jego stezenie we krwi w wyniku hamowania
reduktazy dihydrofolianowej. Sa to m.in. leki przeciwbélowe
(aspiryna, ibuprofen), przeciwpadaczkowe (kortyzon, sulfa-
midy, fenytiona), metotreksat, stosowany u chorych z reuma-
toidalnym zapaleniem stawéw, u ktérych NLPZ (niesteroidowe
leki przeciwzapalne) nie sg skuteczne, leki przeciwbakteryjne
(trimetroprim), chinolony (diaminobenzylopirymidyna) [44].

MIKROBIOTA JAKO ZRODLO FOLIANOW

Bakterie do wzrostu wymagaja surowcédw koniecznych do syn-
tezy czasteczek, tworzacych organella (mitochondria, btona
jadrowa, aparat Golgiego, btona cytoplazmatyczna oraz retiku-
lum endoplazmatyczne z licznymi rybosomami), oraz wytwa-
rzania energii. Minimalne wymagania wzrostowe bakterii obej-
muja Zrédta wegla, azotu, energii, wody oraz jonéw. Pierwiastki
konieczne do syntezy biatek, ttuszczéw i weglowodandw to: C, O,
H, N, S, P. Mikrobiom jelit uznany zostat za Zrédto niektérych
witamin [45]. Udowodniono, Ze foliany sa syntezowane przez
bakterie i wchtaniane poprzez 2 mechanizmy: absorbcje, w ktorej
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absorption in the presence of folate receptors. Folates absorbed
in this way can then be used by the host [8, 45, 46]. There is
a lack of information on the amount of folic acid produced
inside and outside the cell, and the bioavailability of the folic
acid produced in this way.

Several attempts have been made to characterize the met-
abolic pathways leading to the production of folic acid by
Bifidobacteria in vitro [40]. Results obtained in recent years
have shown that all strains of human Bifidobacteria (HRB),
except for B. gallicum and B. biavatii, have a set of genes that
are involved in folate biosynthesis [6, 7, 8]. For many microor-
ganisms, p-aminobenzoic acid is an indispensable substrate.
Together with adenosine triphosphate (ATP), it condenses
with pteridine and glutamic acid to form dihydrofolate acid,
which is then converted to folic acid. Sugahara et al. deter-
mined the potential of 44 bacterial strains including 12 spe-
cies and 7 subspecies of Bifidobacteria for folate synthesis
when cultured in MRS medium (de Man, Rogosa and Sharpe)
containing cysteine. Higher in vitro potential for folic acid
synthesis has been observed in HRB strains than in non-HRB.
Non-HRB strains that have the ability to synthesize folates
include B. thermophilum and B. longum ssp. [7]. Wild-type lac-
tic acid bacteria do not have the ability to synthesize folate,
but they require it for growth. The exception is Lactobacillus
plantarum, which, in the presence of para-aminobenzoic acid,
has the ability to synthesize folates [45]. In a study conducted
by Pompei et al., in which 76 strains of Bifidobacterium were
isolated, it was observed that most strains need folic acid
for growth. All isolated Bifidobacterium strains grew well
in a synthetic medium containing 1 pg/L of folic acid. It was
observed that lack of folates led to the death of 59 strains. The
remaining 17 strains were characterized by a further growth.
It was shown that 6 strains of Bifidobacterium - B. animalis
F 200, B. bifidum 106, B. centenulatum DSMZ 16992, B. dentium
MB 117, B. infantis 15697 (American Type Culture Collection -
ATCC), and B. longum MB 214 - out of 17 which grew with-
out folates, produced much higher amounts of this vitamin
(between 41and 82 ng/mL). It was observed that B. adolescen-
tis (MB 114, MB 115, MB 227, MB 227, MB 239) and B. pseudocen-
tenulatum (MB 116 and MB 237) strains were characterized by
the highest biosynthesis of folates (>40 ng/mL) [46]. Similar
conclusions were reached by Strozzi and Mogna. Subjects
were divided into three groups and were supplemented with
one of three probiotic strains: Bifidobacterium adolscentis
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen nd Zellkulturen
(DSM) 18350 (group A), Bifidobacterium adolscentis DSM 18352
(group B), or Bifidobacterium pseudocatenulatum DSM 18353
(group C). The study showed a significant increase in folate
concentrations in human faeces, in particular after supple-
mentation with B. pseudocatenulatum (p < 0,05) [8]. In turn,
in a study by Pompei et al. conducted on Wistar rats, supple-
mentation with the selected bacteria strains and/or probiot-
ics was performed. The first group (PRO) received a mixture
of Bifidobacterium (B. adolescentis MB 227, B. adolescentis MB
239, and B. pseudocatenulatum MB 116) strains, while the PRE
group received oligofructose, and the SYM group received
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posrednicza réznego rodzaju transportery o wyraznej swoistosci
dla réznych form folianéw, oraz absorbcje bierng w obecnosci
receptorow foliandw. Wchtoniete w ten sposoéb foliany moga
by¢ nastepnie uzytkowane przez gospodarza [8, 45, 46]. Bra-
kuje informacji na temat ilo$ci kwasu foliowego wytwarzanego
wewnatrz- i zewnatrzkomoérkowo oraz jego biodostepnosci.

Podjeto kilka préb scharakteryzowania szlakéw metabolicz-
nych prowadzacych do wytworzenia kwasu foliowego przez
Bifidobacterie in vitro [40]. Wyniki badan przeprowadzonych
w ostatnich latach wykazaty, ze wszystkie szczepy ludzkich
Bifidobacterii (Human-residential Bifidobacteria - HRB) z wyjat-
kiem m.in. B. gallicum i B. biavatii posiadajg zestawy gendw,
ktére biorg udziat w biosyntezie folianéw [6, 7, 8]. Dla wielu
mikroorganizméw kwas p-aminobenzoesowy jest niezbednym
substratem. Przy udziale adenozynotrifosforanu (ATP) konden-
suje on z pterydyna i kwasem glutaminowym do kwasu dihy-
drofolianowego, ktéry nastepnie jest przeksztatcany do kwasu
foliowego. W badaniu Sugahara i wsp. okreslono potencjat 44
szczepOw bakterii, w tym 12 gatunkéw i 7 podgatunkéw Bifido-
bacterii do syntezy folianéw podczas hodowli w pozywce MRS
(de Man, Rogosa i Sharpe) zawierajacej cysteine. U szczepéw HRB
zaobserwowano wyzszy potencjat in vitro do syntezy kwasu
foliowego niz u nie-HRB. Do szczepdéw nie-HRB, ktére posiadaja
zdolnos$¢ syntezy folianéw nalezg B. thermophilum i B. longum
ssp. [7]. Bakterie kwasu mlekowego typu dzikiego nie wyka-
zuja zdolnosci do syntezy folianéw, wymagaja ich do wzrostu.
Wyijatek stanowi Lactobacillus plantarum, ktéry w obecnosci
kwasu para-aminobenzoesowego posiada zdolno$¢ do syn-
tezy folian6éw [45]. W badaniu przeprowadzonym przez Pom-
peiiwsp., wktérym wyizolowano 76 szczepéw Bifidobacterium
zaobserwowano, ze wiekszos$¢ szczepdw do swojego wzrostu
potrzebuje kwasu foliowego. Wszystkie wyizolowane szczepy
Bifidobacterium dobrze rosty w syntetycznej pozywce zawiera-
jacej 1 ug/L kwasu foliowego. Zaobserwowano, ze brak folianéw
doprowadzit do $mierci 59 szczepow. Pozostate 17 charaktery-
zowato sie dalszym wzrostem. Wykazano, ze 6 szczepow Bifi-
dobacterium - B. animalis F 200, B. bifidum 106, B. centenulatum
DSMZ 16992, B. dentium MB 117, B. infantis (Amercian Type Cul-
ture Collection - ATCC) 15697 i B. longum MB 214 - sposréd 17,
ktore rosty bez folianéw, wytwarzato znacznie wyzsze ilosci tej
witaminy (miedzy 41a 82 ng/mL). Zaobserwowano, Ze szczepy
B. adolescentis (MB 114, MB 115, MB 227, MB 227, MB 239) oraz
B. pseudocentenulatum (MB 116 i MB 237) charakteryzowaty sie
najwyzsza biosyteza folianéw (>40 ng/mL) [46]. Do podobnych
whnioskoéw doszli Strozzi i Mogna w badaniu, w ktérym uczest-
nikéw podzielono na 3 grupy. Osoby te byty suplementowane
jednym z trzech probiotycznych szczep6w: Bifidobacterium adol-
scentis Deutsche Sammlung von Mikroorganismen nd Zellkul-
turen (DSM) 18350 (grupa A), Bifidobacterium adolscentis DSM
18352 (grupa B), badZ Bifidobacterium pseudocatenulatum DSM
18353 (grupa C). W badaniu zaobserwowano znaczny wzrost
stezenia folianéw w ludzkim kale, w szczegélnosci po suple-
mentacji B. pseudocatenulatum (p < 0,05) [8]. Z kolei w badaniu
Pompei i wsp., przeprowadzonym na szczurach rasy Wistar,
poszczegblne grupy suplementowano wybranymi szczepami
bakterii i/lub prebiotykami. Grupa pierwsza (PRO) otrzymywata
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the Bifidobacterium strains. Each group was supplemented
for 14 days, which contributed to a statistically significant
increase (p < 0,05) in folate concentrations in the plasma of
all rats. The highest concentration of folic acid was observed
in the SYM group (16.4 3.7 nmo/L), while a lower concentra-
tion was observed in the PRO group (9.1 £0.3 nmol/L), and
with the lowest concentration observed in the PRE group
(5.3 +1.4 nmol/1) [47].

Metformin is the first-line drug that is used to improve
glycaemia in people with type Il diabetes. The drug is used
as a monotherapy in combination with lifestyle modifica-
tion (increase in physical activity by 30-45 min/d and body
weight reduction). The drug has three principles of anti-
diabetic action. Under the influence of metformin, glucose
production in the liver is reduced by the inhibition of glu-
coneogenesis and glycogenolysis, as well as a delay in the
absorption of glucose in the intestines. Sensitivity to insu-
lin increases in the muscles, increasing peripheral glucose
uptake and consumption. Under the influence of metformin,
postprandial fasting glycemia is reduced by 60-70 mg/dL and
HbA1c (glycated haemoglobin) by 1-2%. The reference value
of glycemia on an empty stomach in a blood sample taken
8-14 h after the last meal is <100 mg/dL, and the abnormal
value is 100-125 mg/dL. Apart from the effect of metformin
on the level of glycaemia, this drug also has a beneficial effect
on lipid metabolism [48, 49]. Metformin affects the synthesis
of folate by the microbiome. It was observed that the drug
increases the viability of Coenorhabditis elegans and reduces
the synthesis of folates by the microbiome [50, 51, 52], which
translates into a decrease in the concentration of folates in
the blood [53, 54]. Folates together with metformin reduce
insulin resistance [55]. According to Palomba et al., sup-
plementation with folic acid during metformin treatment
enhances blood glucose reduction [55, 56]. Another group
of drugs affecting the ability of the microbiota to synthe-
size folic acid are sulphonamides. They are structural ana-
logues of p-aminobenzoic acid (PABA) and therefore inhibit
the synthesis of dihydrofolate (DHF). Sulphonamides may
enter the DHF synthesis reaction instead of PABA and com-
pete for active enzyme. As a result, non-functional folic acid
analogs prevent further growth of bacterial cells. The inhibi-
tory effect of sulphonamides can be counteracted by excess
PABA in the environment [57].

THE INFLUENCE OF FOLATES ON HUMAN HEALTH

A deficiency of folates in the diet contributes to many health
problems [44]. The most important pathological processes
associated with folic acid deficiency include: megaloblastic
anaemia, neural tube formation defects in the foetus, nervous
system disorders, and atherosclerosis and related cardiovascu-
lar dysfunctions [38]. Folate deficiencies may result from insuf-
ficient dietary supply, increased demand (pregnancy, infection,
haemolytic anaemia), disturbances in intestinal absorption, or
taking of oral contraceptives [57, 58].
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mieszanine szczepdw Bifidobacterium (B. adolescentis MB 227,
B. adolescentis MB 239, and B. pseudocatenulatum MB 116), druga
(PRE) otrzymywata oligofruktoze, a trzecia (SYM) oligofruk-
toze i szczepy Bifidobacterium. Kazda z grup byta suplemento-
wana przez 14 dni, co przyczynito sie do statystycznie istotnego
wzrostu (p < 0,05) stezenia folianéw w osoczu krwi wszystkich
szczuréw. Najwyzsze stezenie kwasu foliowego zaobserwo-
wano w grupie SYM (16,4 +3,7 nmol/L), nizsze w grupie PRO
(9,1+0,3 nmol/L), a najnizsze w grupie PRE (5,3 #1,4 nmol/L) [46].

Metformina jest lekiem pierwszego rzutu, ktéry przyjmuja
osoby chore na cukrzyce typu Il w celu poprawy glikemii. Lek
jest stosowany w monoterapii w potgczeniu z modyfikacja
stylu zycia (zwiekszenie aktywnoSci fizycznej o 30-45 min/d
oraz redukcja masy ciata). Ma on 3 zasady dziatania przeciw-
cukrzycowego. Pod wptywem metforminy dochodzi do zmniej-
szenia wytwarzania glukozy w watrobie poprzez hamowanie
glukoneogenezy i glikogenozliy, a takze opdZnienia absorbcji
glukozy w jelitach. W mie$niach nastepuje zwiekszenie wraz-
liwo$ci na insuline, wzmagajace obwodowy wychwyt glukozy
ijej zuzycie. Pod wptywem dziatania metforminy dochodzi
do obnizenia popositkowej glikemii na czczo o 60-70 mg/dL
i HbA1c (hemoglobiny glikowanej) o 1-2%. Warto$¢ referen-
cyjna glikemii na czczo w prébce krwi pobranej 8-14 godz.
od ostatniego positku wynosi <100 mg/dL, a wartos¢ nie-
prawidiowa to 100-125 mg/dL. Niezaleznie od wptywu met-
forminy na poziom glikemii, metformina wywiera réwniez
korzystny wptyw na matabolizm lipidéw [47, 48]. Jest ona
czynnikiem, ktéry oddziatuje na synteze folianéw przez
mikrobiom. Zaobserwowano, ze lek zwieksza zywotnos¢
Coenorhabditis elegans i zmniejsza synteze folianéw przez
mikrobiom [49, 50, 51], co przektada sie na obnizZenie stezenia
folianow we krwi [52, 53]. Foliany wraz z metforming zmniej-
szajq insulinoopornos¢ [54]. Wedtug Palomba i wsp. suple-
mentacja kwasem foliowym w trakcie leczenia metforming
przyczynia sie do zwiekszenia obniZenia sie poziomu glikemii
we krwi [55, 56]. Kolejna grupg lekow wptywajaca na zdol-
no$¢ mikrobioty do syntezy kwasu foliowego sa sulfonamidy.
Sa one strukturalnymi analogami kwasu p-aminobenzoesowego
(PABA) i hamuja synteze dihydrofolianu (DHF). Sulfonamidy
moga wchodzi¢ w reakcje syntezy DHF zamiast PABA i konku-
rowac o aktywny o$rodek enzymu. W rezultacie niefunkcjo-
nalne analogi kwasu foliowego zapobiegajg dalszemu wzrostowi
komdrek bakteryjnych. Hamujacemu dziataniu sulfonamidéw
mozna przeciwdziata¢ nadmiarem PABA w $srodowisku [56].

WPLYW FOLIANOW NA ZDROWIE CZEOWIEKA

Niedobér folianéw w diecie przyczynia sie do wielu probleméw
zdrowotnych [44]. Do najwazniejszych proceséw chorobo-
wych organizmu zwigzanych z niedoborem kwasu foliowego
naleza: powstawanie wad cewy nerwowej u ptodu, zaburzenia
uktadu nerwowego, niedokrwisto$¢ megaloblastyczna, miaz-
dzycaizwigzane z nig dysfunkcje uktadu sercowo-naczynio-
wego [38]. Do niedoboréw moze dojs$¢ na skutek: niedosta-
tecznej podazy w diecie, zaburzenia wchianiania w jelitach,
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SUMMARY

Available literature on the potential of the microbiota for folate
synthesis indicates primarily HRB strains as contributing to the
increase in folate content and, to a small extent, indicates fac-
tors that may affect the microbiome’s potential for folate syn-
thesis. In the available literature, metformin is the only indi-
cated factor that can influence the microbiota’s potential for
folate synthesis. In order to thoroughly understand the abil-
ity of the microbiota to synthesize folic acid, it is necessary
to carry out further studies that will include people who are
exposed to various factors that may affect their health, such
as: poor dietary habits, smoking, low physical activity, diet-
dependent diseases, or taking medicines.
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