Original / Vitaminas

Nutr Hosp. 2013;28(3):1210-1218
ISSN 0212-1611 - CODEN NUHOEQ
S.V.R. 318

Cuantificacion de folato total en alimentos ready-to-eat

Violeta Fajardo Martin, Elena Alonso-Aperte y Gregorio Varela-Moreiras

Departamento de Ciencias Farmacéuticas y de la Salud. Facultad de Farmacia. Universidad CEU San Pablo. Madrid.

Espaiia.

Resumen

Introduccion: Los productos ready-to-eat, ya cocina-
dos, envasados y refrigerados, son cada vez mas consumi-
dos en nuestro pais. Sin embargo, no existen estudios que
cuantifiquen su disponibilidad comercial, composicion e
informacion detallada para poder estimar su impacto
sobre las ingestas, particularmente de folatos, en los dife-
rentes grupos de poblacién.

Objetivos: La finalidad de este trabajo de investigacion
ha consistido en conocer la disponibilidad actual de ali-
mentos ready-to-eat de base vegetal y aportar datos sobre
el contenido de folato total de los mismos.

Métodos: La concentracion de folato total se determiné
en 17 productos precocinados refrigerados, con ingre-
dientes vegetales, mediante el método microbiolégico
basado en el crecimiento del Lactobacillus casei subespe-
cie rhamnosus resistente a cloranfenicol. La precision del
procedimiento analitico se comprobé mediante un mate-
rial de referencia certificado y por una prueba de recupe-
racion con acido folico tritiado.

Resultados y discusion: El contenido medio de FT varié
desde 13,6 hasta 103,8 ng/100 g de peso fresco, siendo
superior en hamburguesas vegetales, recetas con garban-
z0s, guisantes o alcachofas con jamoén. Los alimentos se
sometieron al tratamiento térmico indicado por el fabri-
cante previo a su consumo, observandose que no existen
pérdidas de folatos durante este tltimo procesado. El coe-
ficiente de variacion de los duplicados del mismo pro-
ducto fue inferior al 15%.

Conclusiones: Se presentan datos pioneros relativos al
analisis de folatos en alimentos ready-to-eat en el mercado
espafiol, que ayudaran a evaluar la adecuacion de la
ingesta de folatos en la poblacion. El contenido de folatos
de estos productos, su facilidad de consumo y atractiva
presentacion, los convierte en fuentes potenciales de la
vitamina.
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DETERMINATION OF FOLATE CONTENT
IN READY-TO-EAT FOOD PRODUCTS

Abstract

Introduction: In the last years, the consumption of
ready-to-eat foods has become an increasing part of the
current Spanish diet. Accordingly, the nutritional compo-
sition of these food categories should be investigated in
order to estimate its contribution to vitamin and nutrient
intakes, in particular its folate content. The broad lack of
folate data in food composition tables and databases justi-
fies this approach.

Objectives: The aim of this work was to screen the cur-
rent availability and to supply new folate data in ready-to-
eat commercial products in the Spanish market.

Methods: Seventeen ready-to-eat foods, including
mainly vegetable ingredients, were analysed for total
folate content using a validated method that relies on Lac-
tobacillus casei ssp. rhamnosus chloramphenicol-resistant
folate dependent growth. The accuracy of the analytical
procedure was checked using a certified reference mate-
rial and by a recovery test.

Results: Mean TF content ranged from 13.6 to 103.8
ug/100 g in different food matrices on a fresh weight basis.
Higher TF quantity was found for vegetable hambur-
guers, recipes including chickpeas, peas or artichockes.
Selected precooked products were also analysed after a
soft heat treatment as recommended by the manufacter
before its consumption. No significant differences were
found in the folate content after processing. The coeffi-
cient of variation for the duplicates of the same product
was less than 15%.

Conclusion: Folate content in ready-to-eat products
indicates the potential to considerably increase folate
intake by choosing folate-rich foods. There have been no
previous reports on folate data in chilled ready-to-eat
meals. The present data will assist dietary studies to esti-
mate and evaluate the adequacy of population folate
intakes.

(Nutr Hosp. 2013;28:1210-1218)
DOI:10.3305/nh.2013.28.4.6567
Key words: Folate. Ready-to-eat foods. Nutritional status.



Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AF: Acido félico.

ARN: Acido ribonucleico.

DS: Desviacién estandar.

FT: Folato total.

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficacia.

L. casei ssp. rhamnosus: Lactobacillus casei subes-
pecie rhamnosus.

LC-MS: Cromatografia combinada de liquidos-
masas.

TCA: Tablas de Composicién de los Alimentos.

TF: Total folate.

UV: Ultravioleta.

Introduccion

El término “folatos” se utiliza de forma genérica
para referirse a una familia de vitaminas hidrosolubles
del grupo B, concretamente la vitamina B,, que tienen
estructura y propiedades nutricionales similares a las
del 4cido félico (AF) y se encuentran mayoritariamente
en vegetales de hoja ancha, algunas frutas, legumbres,
huevos e higado'. Estas vitaminas son un componente
esencial de la dieta, necesarias para la formacién de las
células de las series blanca y roja de la sangre, y las
células epiteliales del tracto digestivo. Especialmente
en estas células de rdpida multiplicacién, los folatos
forman parte de las reacciones de transferencia de car-
bono, resaltando por su importancia las implicadas en
el metabolismo del ADN, ARN y aminodcidos. Por
tanto, debido a su destacada funcion metabdlica, los
folatos tienen una importante repercusion en la salud.
En este sentido, se ha comprobado que el AF presenta
una relevancia potencial en la prevencién de diversas
patologias. Juega un papel esencial reconocido en la
prevencion de malformaciones congénitas relaciona-
das con los defectos del tubo neural tal y como es la
prevencidn de la aparicion de espina bifida en neona-
tos. Ademds, existen claras evidencias epidemioldgi-
cas acerca de la relacion entre una ingesta elevada de
AF y la reduccién de ciertos factores de riesgo para las
enfermedades cardiovasculares, asi como la disminu-
cién en la aparicién de ciertos tipos de cancer. Estos
hechos han potenciado la implantacién de estrategias
para aumentar la ingesta de folatos y AF a través de una
correcta educacién e informacién sobre la alimenta-
cién, la suplementacién farmacolégica y la fortifica-
cién obligatoria o voluntaria de numerosos alimentos'?.

Estudios recientes muestran, sin embargo, una situa-
cién sub6ptima en la ingesta y estado marginal o defici-
tario en la vitamina**. Ademads, los posibles efectos
adversos del AF sintético, tales como enmascarar los
sintomas de la deficiencia de vitamina B , y ciertos
tipos de cancer abren el debate sobre los riesgos/bene-
ficios de la fortificacion obligatoria con AF, en paises
desarrollados?. En este sentido, y teniendo en cuenta

que los folatos presentes de forma natural en alimentos
se ha demostrado que aumentan las concentraciones
séricas de folato de manera similar al AF contenido en
los alimentos fortificados?, el promover la ingesta de
alimentos fuente de folatos naturales continda siendo
una estrategia potencial saludable para alcanzar un
adecuado estado nutricional.

Cabe mencionar que los patrones de consumo ali-
mentario en Espafia se han modificado en los tltimos
afios, como consecuencia de la demanda e inquietudes
de los consumidores y siguiendo las tendencias que,
con anterioridad, han manifestado otros paises como
Estados Unidos, Francia o Inglaterra. Los cambios en
la composicién de la unidad familiar, la incorporacién
de la mujer al mundo laboral, 1a influencia de otras cul-
turas y la falta de tiempo para cocinar platos tradiciona-
les, son tan s6lo algunos de los factores que han contri-
buido a la transformacién de los patrones de consumo
tradicionales®. Una de estas nuevas tendencias es la
aparicién de alimentos de conveniencia, que responden
a una necesidad de disminuir el esfuerzo y el tiempo
empleados en la preparacion de los alimentos. Entre
estos ultimos, destacan los productos ready-to-eat,
ligeramente procesados o precocinados. En particular,
los también denominados alimentos de quinta gama,
son platos ya cocinados, que se comercializan envasa-
dos y refrigerados. Para su consumo se requiere, nor-
malmente, un calentamiento previo, sin necesidad de
grandes manipulaciones y muchas veces en el propio
envase'’.

Los platos precocinados y preparados forman un
conjunto muy variado de ofertas, con componentes y
formas de conservacion diferentes y con situaciones y
perspectivas de mercado también muy diversas, por lo
que resulta prdcticamente imposible proporcionar
cifras y tendencias generales, a pesar de que son los
productos alimentarios que estan experimentando una
mayor expansion en la actualidad®. Asumiendo esa
complejidad, puede indicarse que el mercado espafiol
de los platos preparados ronda las 490.000 toneladas,
por un valor de unos 2.010 millones de €. Aproxima-
damente los platos congelados constituyen el 35% de
todas esas ofertas en volumen y el 36,5% en valor®. Sin
embargo, el segmento de los alimentos de quinta gama,
de temperatura controlada, ha crecido notablemente en
el lineal durante la dltima década, reclamando un espa-
cio propio para competir asi en igualdad de condicio-
nes con los congelados. A su favor cuentan con una
mayor imagen de “calidad”, con una presentacién que
se aproxima mucho mds al producto elaborado en el
hogar, de mayor frescura y, en general, con mejor ima-
gen que los alimentos congelados, pero han de compe-
tir frente al menor precio y la larga tradicién de estos
dltimos®. Entre las soluciones de comida refrigerada,
las pizzas, sopas y cremas, recetas tradicionales, torti-
llas, ensaladas y asados destacan con mayores cuotas
de venta y consumo®.

En el afio 2006, la poblacién espafiola ya dedic6 un
3,3% del gasto en alimentacion en platos preparados,
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cifra similar al dinero que se destiné a la adquisicién de
aceite de oliva, frutas y hortalizas transformadas, las
patatas o las bebidas refrescantes. Y tan s6lo un 1%
menos que a la compra de leche'. Conforme a la infor-
macidn aportada por el Ministerio de Agricultura, Ali-
mentaciéon y Medio Ambiente, a través del Panel de
Consumo Alimentario, el consumo per capita de platos
preparados a nivel nacional en el afio 2011 ascendi6 a,
lo que supone un aumento del 0,5% respecto al afio
anterior y un 17,5% en los tdltimos cinco afios®. A pesar
de ello, el consumo de platos preparados por parte del
consumidor espafiol ain es muy reducido en el con-
junto de Europa'.

Sin embargo, a pesar de que el sector de los alimentos
ready-to-eat tiene cada vez mayor relevancia y porcen-
taje en la dieta de los consumidores de paises desarrolla-
dos, apenas existen estudios que cuantifiquen su disponi-
bilidad comercial, composicion nutricional e informacién
detallada, para poder estimar su impacto sobre las ingestas
en los diferentes grupos de poblacién. En este sentido,
cabe resaltar la falta de informacion acerca del contenido
de AF o folatos de alimentos disponibles para el consu-
midor, fuente de folato natural o afladido, como los pro-
ductos precocinados. Esta categoria de alimentos prepa-
rados se presentan como potencial alternativa a la hora
de cubrir las necesidades de folatos.

Mis atin, existe un interés emergente en el campo de
la nutricién en implantar el concepto de “trazabilidad
nutricional”, para que el propio ciudadano tenga criterio
para poder discernir a la hora de adquirir los productos
mds o menos saludables. Este concepto atin no estd tan
implantado como en el 4rea de la seguridad alimentaria,
aunque es pionero no sélo a nivel espafiol sino europeo,
manifestandose la necesidad de saber qué le ocurre a los
nutrientes desde la produccién de los alimentos en la
industria alimentaria hasta que éstos llegan al consumi-
dor final, intentando controlar y optimizar las condicio-
nes de conservacion y tratamientos culinarios y tecnol6-
gicos aplicados a los mismos, para minimizar las
pérdidas de estos nutrientes, en particular de algunos tan
labiles como los folatos'2. En este sentido, los productos
de ultima generacion, como los de quinta gama, ya han
sido procesados por la industria y es importante conocer
y comprobar la forma y cantidad presente de estos vitd-
meros en estos alimentos, asi como su disponibilidad
para calcular las necesidades reales en la dieta'.

A la vista de estas consideraciones, el objetivo de este
trabajo de investigacion ha consistido en conocer la dis-
ponibilidad actual de alimentos ready-to-eat de base
vegetal y aportar datos sobre el contenido de folato total
de los mismos en el mercado espafiol mediante la aplica-
ci6én de un ensayo microbiolégico validado.

Métodos

Enlafigura 1 se representa el esquema general de las
etapas del método empleado para el andlisis de folatos
en alimentos ready-to-eat.

Adgquisicion y procesado de muestras

Diecisiete alimentos precocinados ready-to-eat, de
matriz vegetal, se adquirieron en superficies de venta
(super e hipermercados) de diferentes municipios de
la Comunidad de Madrid. Dicha seleccion se realizé
de acuerdo al hecho de que los alimentos de base
vegetal contienen ingredientes con mayor cantidad de
folatos naturales segtin las Tablas de Composicién de
Alimentos (TCA), existiendo un consenso a nivel
cientifico internacional de que la promocidn de los
alimentos de origen y/o base vegetal puede constituir
una magnifica estrategia para alcanzar las ingestas
recomendadas de la vitamina, como fuentes naturales
de la misma'. Dos lotes diferentesde cada una de las
recetas comerciales elegidas fueron homogeneiza-
dos, procesados y analizados por duplicado, tal y
como se presentan en el envase y tras someterlos al
calentamiento indicado por el fabricante previo a su
consumo.

Todos los andlisis se completaron en un tiempo infe-
rior a un mes y se realizaron bajo luz tenue y minimi-
zando el contacto con el oxigeno. Las muestras homo-
geneizadas se almacenaron alicuotadas con nitrégeno
gaseoso a-20°C.

Determinacion de humedad

Para cada uno de los lotes de cada una de las mues-
tras seleccionadas, se determiné la humedad mediante
el método oficial AOAC 950.46" (fig. 1).

Extraccion trienzimdtica de los
alimentos ready-to-eat

El proceso de extraccion trienzimadtico se llevé a
cabo de acuerdo al método descrito por Martin et al.'*
con modificaciones propuestas por Péo-Prieto et al.”
(fig. 1).

Las muestras fueron descongeladas y suspendidas
en 10 volimenes (p/v) de solucién extractora consti-
tuida por tampén Tris-HCI a pH 7,4 que contenia 1%
(p/v) de ascorbato sdédico, 2-mercaptoetanol 5 mM
como antioxidante y 0,02 uCi/ml de trazador tritiado
de 4cido fdlico [3, 5, 7, 9-*H] purificado (69 Ci/mmol)
(Moravek Biochemicals, Brea, CA, EE.UU), en tubos
de centrifuga de polialémero (Beckman Instruments,
Alemania). Los tubos se taparon y autoclavaron a
120° C (15 psi, 1.034 bares) durante 15 min. Poste-
riormente, las muestras se enfriaron en hielo, se
homogenizaron durante 40 s (Diax 600 homogenizer,
Helidolph, Alemania) y se incubaron en un bafio a 37°
C, con agitacién y protegiendo los tubos de la luz,
junto con 1,25 ml de una solucién de a-amilasa 20
mg/ml (Bacillus sp. (EC.3.2.1.1), Sigma) y 200 ul de
conjugasa de plasma de rata (Laboratorios Charles
River, Francia) durante 3 h; seguido por dos horas
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Extraccion trienzimatica

1 g muestra/ 0,5 g CRM 485
+

f

12 ml TampoénTris-HCI
(trazador acido félico[H?*])

121° C 15 min 5

1,2 ml a-amylasa (20 mg/ml) =
(0,2 ml conjugasa plasma rata
+
1 ml proteasa (2 mg/ml)
37°C3h+2h
100° C 5 min

Homogeneizar
5 min

15.000 rpm
20 min 4° C

Filtrado
sobrenadantes

=
-

Contaje de radiactividad

37°C48h

Método microbiolégico

Crecimiento del Lactobacillus casei ssp. rhamnosus
cloranfenicol-resistente (NCIB 10463) folato dependiente

Determinacion de humedad

w o=

1 g muestra en capsulas
metélicas desecadas 90-100°C 24 h

=

= A % =100 (B-C)/A
1

A, |
=

At peso de muestra

B: peso de cdpsulas metdlicas desecadas
+ muestra fresca

C: peso de cdpsulas metdlicas desecadas
+muestra seca

A =600 nm

Fig. 1.—Esquema general del método desarrollado para el andlisis de

folatos y determinacion de humedad en alimentos ready-to-eat

(procesado de muestras, extraccion trienzimdtica y ensayo microbioldgico).

mds de incubacidn en las mismas condiciones y afia-
diendo 1 ml de una solucién de proteasa 2 mg/ml
(type X1V, Streptomyces griseus, Sigma). La activi-
dad de las enzimas afiadidas a la suspensién se detuvo
en un bafio de agua a 100° C durante 5 min. A conti-
nuacién, los homogeneizados se enfriaron en hielo y
centrifugaron a 36.000 g durante 20 min a 4° C. Para
finalizar, las fracciones sobrenadantes se filtraron con
filtros de jeringa estériles (Millex-AA 0.8 m, Milli-
pore, Espafia). Una pequefia alicuota se separd para
determinar su radiactividad y el resto se almacend a
-20° C para su posterior andlisis.

Ensayo microbiologico con L. casei spp.
rhamnosus cloranfenicol-resistente (NCIB 10463)

La concentracién de folato total en los alimentos
ready-to-eat seleccionados se determiné mediante la
aplicacién del método microbiolégico basado en el
crecimiento del Lactobacilluscasei subespecie rham-
nosus resistente a cloranfenicol (NCIB 10463), adap-

tado del método de O’Broin y Kelleher (1992)'° (fig.
1).

El microorganismo L. caseis pp. rhamnosus cloran-
fenicol-resistente (NCIB 10463), se adquiri6 en forma
de liofilizado a la National Collection of Industrial and
Marine Bacteria Ltd. (Escocia, Reino Unido). El pro-
ceso de crioproteccidn se llevo a cabo de acuerdo al
método propuesto por Wilson y Horne'".

Los valores de absorbancia obtenidos de las muestras
incubadas a 37° C durante 42 h en placas estériles de 96
pocillos (Costar 3596, Corning Inc., Tewksbury, MA,
USA) con Folic Acid Medium Casei (FACM) (Difco,
Becton Dickinson and Co., Sparks, Md.) se determina-
ron en un lector de placas autématico a 620 nm (Digis-
can Reader, AsysHitech, Austria). Las concentraciones
de las soluciones estdndar de trabajo elaboradas por
disolucién de AF (Sigma) en 0,01 mol/L de NaOH (20
mmol/L) y tamponadas a pH 7,0 se establecieron por
absorciéon UV a 282 nm para AF y un coeficiente de
extincién molar (g) de 27.000 mol-1 cm-1. A partir de la
solucién madre de AF se construyé para cada dia de
ensayo una curva de calibrado con 8 puntos.
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Absorbancia a 620 nm ranfenicol-resistente (NCIB
10463).
Control de calidad y andlisis estadistico Resultados

Control de calidad externo

La precisién del método se establecié mediante el
empleo del Estdndar Internacional para folato en suero
(WHO I+ Serum folate International Standard IS 03/178,
National Institute for Biological Standards and Control,
Hertfordshire, Reino Unido), cuyo valor certificado de
identidad es de 5,33 ng/ml de folato total*®.

Controles de calidad internos

A partir de los extractos trienzimdticos obtenidos se
prepararon diluciones a concentraciones baja, media y
alta (=30, 75 y 100 ug/100 g) de folatos totales para uti-
lizarlos como controles de calidad cada dia de ensayo y
en paralelo junto con las muestras. Alicuotas codifica-
das fueron almacenadas a -80° C.

La repetibilidad y precisién intra e inter-ensayo se
determiné mediante el andlisis, junto con las muestras
y de manera repetitiva, de porciones del Material de
Certificado de Referencia CRM 485 (Institute for Refe-
rence Materials and Measurements, Geel, Bélgica) uti-
lizado en la validacién de métodos para determinacion
de vitaminas en matrices alimentarias similares'.

La adecuacion del proceso de extraccion se controld
a través de experimentos de recuperacion con el men-
cionado trazador de AF tritiado.

Andlisis estadistico

El tratamiento estadistico de los datos alcanzados
permiti6 la validacién de los resultados a través del
andlisis de linealidad, precision, exactitud y recupera-
cién del método de cuantificacién®. Este se llevo a
cabo con el programa Statistical Package for Social
Science (SPSS) version 17. Los resultados se presenta-
ron como medias + desviacion estandar (DS).

Precision, exactitud y repetibilidad
del método microbiologico

El tratamiento estadistico de los datos alcanzados
permiti6 la validacién de los resultados a través del
estudio de la linealidad, la precisién inter e intra-
ensayo y exactitud del procedimiento analitico. La
recuperacion del método se comprob6 mediante el uso
de 4cido félico (AF) tritiado.

Linealidad

El crecimiento de L. casei spp. rhamnosus cloranfe-
nicol-resistente (NCIB 10463) resulto lineal frente a
concentraciones entre 0 y 300 pg/ml de AF (0-30
pg/100 ul), con un coeficiente de regresion de R*= 0,99
tal como se observa en la figura 2.

Se analizaron los extractos trienzimdticos de las
enzimas utilizadas en el ensayo (o-amilasa, proteasa y
conjugasa de plasma de rata), los cuales no presentaron
niveles cuantificables de folatos, con lo cual se con-
firm6, que su adicién en el ensayo trienzimatico no
aporta folatos endégenos.

Precision inter- e intra-ensayo

Control de calidad externo
Tras el anélisis del estandar externo (WHO Interna-
tional Standard), los resultados obtenidos 5,12 + 0,38

ng/ml (CV =7,5%) se consideraron adecuados frente al
valor certificado de 5,33 ng/ml de folato total (FT).

Controles de calidad internos

La repetibilidad del ensayo microbioldgico se com-
probd tras obtener resultados reproducibles al analizar en
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Tabla I
Precision del método microbiologico con L. casei spp. rhamnosus (NCIB 10463): coeficiente de variacion intra- e
inter-ensayo y contenido en folato total del material estdndar de referencia CRM 485¢

Material . .

Referencia Folato (totc;l] l(;lolra)—bensayo CV (%) Folato (tot% ZtOter)—bensayo CV (%)
Certificado ue 8 e 8

CRM 485 301,90 £26,72 (n=5) 316,07 £27,65 (n=20) 13,81

*CRM 485: Material Certificado de Referencia IRMM), Mezcla liofilizada de vegetales. Valor de referencia certificado para FT =315 +28 ug/100 g.
“Cada resultado representa la media + DS de n extractos trienzimdticos independientes y cuantificacion por el método microbioldgico.

paralelo, junto con las muestras objeto de estudio, tres
concentraciones diferentes (baja, media y alta) de folatos
totales procedentes de extractos trienzimaticos de los ali-
mentos seleccionados. Es necesario ajustar la dilucién de
las muestras dentro de este rango de concentraciones de
FT elegidas como controles de calidad internos para su
ensayo por este método (resultados no mostrados).

Ademads, la variacion intra- e inter-ensayo se deter-
miné analizando los extractos del Material Certificado
de Referencia CRM 485 sometidos al tratamiento
trienzimdtico en paralelo a las muestras problema
(tabla I), mediante los cuales se controlé todo el pro-
ceso de extraccion y cuantificacion de FT a lo largo del
periodo de andlisis. Este material de referencia se basa
en una mezcla de vegetales (maiz dulce, tomate y zana-
horia) liofilizada, cuya concentracién de folato mayori-
taria es la forma natural de esta vitamina presente en los
alimentos (5-metil-tetrahidrofolato).

La adecuacioén del proceso de extraccién se com-
probd a través de experimentos de recuperacion con el
trazador de AF tritiado. Los valores de recuperacién
obtenidos (97,8 + 5,53%) se consideraron aceptables
de acuerdo a lo estipulado por la AOAC?'.

Andlisis de folato total mediante
ensayo microbiolégico

La tabla IT muestra los resultados medios de FT obte-
nidos tras el andlisis de los 17 productos alimenticios
ready-to-eat seleccionados mediante el método micro-
bioldgico basado en el crecimiento L. casei spp. rham-
nosus resistente a cloranfenicol (NCIB 10463). El conte-
nido medio de FT vari6 desde 13,6 hasta 103,8 ug/100 g
peso fresco, siendo superior en hamburguesas vegetales,
recetas con garbanzos, guisantes o alcachofas.

Tabla II
Contenido de folato total en alimentos ready-to-eat

Nombre del producto Racion ' Folato total Folato total F (/)lam t}otal por
) declarada (g) estimado (ug/100 g) (ug/100 g SF)* racion estdndar ( ug)
Hamburguesa de verduras 100x2 ND 103.8% +21,21 10382121
Callos con garbanzos 450 20 85,0£3,59 382,5+3,89
Empanada de brocoli 100 20 56,8 + 8,46 56,8 +8,46
Guisantes con jamén 300 60 50,6 1,06 151,8+1,06
Alcachofas con jamén 225 11,05 49,8 £0,63 112,05 +0,63
Hamburguesa vegetal de queso y brocoli 75x2 25 479+1,20 359+1,20
Cocido 500 90 30,1+0,99 150,5+0,99
Garbanzos con espinacas 250 130 29,3+0,92 11,72+£0,92
Hamburguesa vegetal de tofu y espinacas 75x2 26 27,5+0,21 20,6 0,21
Empanada de hortalizas 400 ND 22,2%+7,63 88,8+7,63
Alcachofas salteadas 225 11,05 20,9+2,33 47,0+2,33
Barritas de tofu, queso y espinacas 180 40 193+1,27 347+1,27
Hamburguesa vegetal de tofu, espinacas y queso 75x2 26 18,2+1,98 13,6 +1,98
Menestra de verduras salteadas 250 11 17,5+0,14 43,7+0,14
Pisto de verduras 250 16 14,6 +1,06 36,5+1,06
Judfas verdes salteadas 250 65 14,1141 36,0 £ 1,41
Lentejas estofadas 250 30 13,3%+3,88 34,0 +3,88

‘Cada resultado representa la media = DS de dos extractos trienzimdticos independientes procedentes de dos lotes diferentes de cada uno de los productos ready-to-eat anali-

zados; ND: No determinado.
*Segtin la indicada por el fabricante.

*Valores de coeficiente de variacion superiores al 15%; SF: Sustancia fresca; Folato estimado: contenido de folatos calculado a partir de los datos publicados en TCA®* de

acuerdo a los ingredientes mostrados en el etiquetado de cada producto.
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Tabla III
Contenido de folato total en alimentos ready-to-eat antes y después del acondicionamiento previo a su consumo

Folato total (ug/100 g SF)* Humedad (%)" Folato total (ug/100 g SS)*
Nombre del producto
) Envase Precalentado Envase Precalentado Envase Precaler1£ad0
Hamburguesa de verduras 103,84 £2121 8204622 6063+048  57,80+0,33 263,65% 19431
Callos con garbanzos 85,0+3,89 89,9+6,08 74,74 £0,25 73,01 £0,11 336,50 333,09
Empanada de brocoli 56,8846 50,5+2,47 49,52 +2,13 48,64 £4,39 112,52 98,33
Guisantes con jamén 50,6 +1,06 352+2,54 71,2+0,21 69,08 +0,03 175,69 113,84
Alcachofas con jamén 49,8 +0,63 40,4 2,05 75,86 £0,26 69,10+ 1,12 206,30 130,74
Hamburguesa vegetal de queso y brocoli 47,9+1,20 23,1%+2.82 62,23+0,14 54,30+0,09 126,82 50,55
Cocido 30,1+0,99 342+2,68 72,30 £0,09 71,73£0,14 108,3 120,98
Garbanzos con espinacas 29,3+0,92 232+0,63 78,13+0,61 77,17+0,79 133,97 101,62
Hamburguesa vegetal de tofu y espinacas 27,5+021 35,0+0,85 59.49£0,16 55,57+0,16 67,38 78,78
Alcachofas salteadas 20,9+2,33 19,0£2,75 69,68 £0,33 72,89 1,36 68,93 70,08
Barritas de tofu, queso y espinacas 19,3+1,27 12,6 +0,07 56,04 +0,19 50,16 +0,51 43,90 34,51
Hamburguesa vegetal de tofu, espinacas y queso 18,2+1,98 172+141 52,87+0,85 4991 +1,18 38,62 34,34
Menestra de verduras salteadas 17,5+0,14 20,0+3,25 88,98 +0,09 87,02+0,16 158,80 154,08
Pisto de verduras 14,6 £1,06 16,7 4,88 87,530,15 87,90+0,12 117,08 138,02
Judias verdes salteadas 14,1+1,41 13,3+0,85 77,14 +0,05 76,16 0,02 61,68 55,79
Lentejas estofadas 13,3%+3,88 18,1*£2,19 81,37+0,08 80,91 +0,09 73,00% 94.81*

‘Cada resultado representa la media + DS de dos extractos trienzimdticos independientes procedentes de dos lotes diferentes de cada uno de los productos ready-to-eat analizados; ND:

No determinado.

*Valores de coeficiente de variacion superiores al 15%; SF: Sustancia fresca; SS: Sustancia seca.

Cada resultado representa la media + desviacién
estandar (DS) de dos extractos trienzimaticos indepen-
dientes procedentes de la homogenizacion de dos lotes
diferentes de cada uno de los productos precocinados
seleccionados, de los cuales varias alicuotas se analiza-
ron mediante ensayo microbioldgico. El coeficiente de
variacién de los duplicados analizados del mismo pro-
ducto fue inferior al 15%, salvo en algunos productos
dificiles de homogeneizar, marcados en la tabla (*).

Asimismo, aclarar que el término “folato estimado”
hace referencia al contenido de folatos calculado a par-
tir de los datos publicados en las Tablas de Composi-
cion de Alimentos (TCA) consultadas®>de acuerdo a
los ingredientes mostrados en el etiquetado de cada
producto, el cual, en la mayoria de los casos, es bas-
tante deficiente e incluso inexistente en algunos casos
(Ej. empanada de hortalizas).

Por otro lado, como se detalla en el apartado de
“Métodos”, los alimentos se sometieron al tratamiento
térmico indicado por el fabricante previo a su con-
sumo. Observdndose, tras el ajuste de los valores obte-
nidos con los datos de humedad, que no existen pérdi-
das de folatos significativas durante este calentamiento
(tabla III).

Discusion
Debido al importante papel que desempeiia en el

metabolismo, existen numerosas situaciones fisiol6gi-
cas y patologias relacionadas con la ingesta insufi-

ciente de acido félico (AF) y folatos. Presentan un
papel esencial reconocido en la prevencién de los
defectos del tubo neural, tal como la reduccién de la
aparicién de espina bifida en neonatos, en la disminu-
cion del riesgo a padecer ciertos tipos de cancer, y exis-
ten evidencias epidemioldgicas que sugieren que nive-
les elevados de homocisteina en plasma (> 15 umol/L)
constituyen un factor de riesgo independiente para las
enfermedades cardiovasculares®. Por lo tanto, es esen-
cial poseer un correcto status de folatos, y alcanzar
unos niveles adecuados en plasma a través de una ade-
cuada ingesta alimentaria. Para ello, es imprescindible
conocer la cantidad de folatos que contienen los ali-
mentos, con el fin de adecuar la dieta a los niveles que
de la vitamina se precisan'?**. Ademds, no debe olvi-
darse que en el caso de los alimentos, y sobre todo los
de base mayoritaria vegetal, éstos no aportan sélo el
nutriente farget sino otros componentes bioactivos
igualmente relevantes'.

Actualmente, los datos disponibles de contenido de
folatos en alimentos ready-to-eat son muy escasos. Sin
embargo, en los dltimos afios, se ha observado en
Espafia una fuerte irrupcion de este tipo de alimentos.
En este contexto, su presencia pone de manifiesto la
continua evolucién de la oferta de la industria alimen-
taria y la dificultad para recopilar Bases de Datos que
den lugar a Tablas de Composicién de Alimentos
(TCA) precisas y actualizadas'?.

Teniendo en cuenta estos aspectos, con el fin de
aportar datos muy novedosos sobre el contenido de
folato total (FT), se han analizado alimentos ready-to-

1216 Nutr Hosp. 2013;28(4):1210-1218

Violeta Fajardo Martin y cols.



eat disponibles en el mercado espafiol mediante la apli-
cacién de un ensayo microbioldgico validado.

El contenido medio de FT cuantificado tras el andli-
sis de las 17 recetas ready-to-eat analizadas mediante
método microbiolégico fue muy variable segun la
composicion de las mismas (13,6-103,8 ug/100 g peso
fresco), siendo superior en hamburguesas vegetales,
recetas con garbanzos, guisantes o alcachofas (tabla
II). Hasta el momento, apenas se disponen de datos
publicados acerca del contenido de folatos para ali-
mentos precocinados, por lo que es dificil comparar los
datos obtenidos con los valores presentes en las TCA
mds usadas en nuestro pais**. En éstas se encontraron
las discrepancias de nomenclaturas para los folatos que
resaltan Bouckaert et al.”, ademas de la ausencia o
escasez de datos para los nuevos productos, tales como
comidas cocinadas o listas para consumir. Por tanto,
los datos de “folato estimado” detallados en la tabla II
representan valores de las TCA consultadas en relacion
a alimentos crudos, ya que apenas existen datos sobre
este tipo de productos. Al respecto, cabe mencionar
que la complicada composicién, caracteristica de los
productos ready-to-eat (multitud de ingredientes, con-
servantes, etc.), hace dificil estandarizar las recetas
para aportar datos fiables y homogéneos por paises'.
Asf, en algunos casos, el dato de “folato estimado” no
se pudo determinar ya que los datos recogidos en el eti-
quetado no informan detalladamente acerca de la com-
posicidén del producto, sobre todo de forma cuantita-
tiva. En este sentido, Olivares et al.> evaluaron la
calidad de los datos de composicién de folatos en TCA
espafiolas, encontrando entre éstas marcadas diferen-
cias y/o falta de consenso. Es necesario actualizar TCA
y bases de datos con el contenido de folatos de los dis-
tintos alimentos de acuerdo a proyectos europeos como
The European Food Information Resource network of
Excellence (EuroFIR), que busca aportar y homogenei-
zar datos actuales de composicién en nutrientes de
diferentes alimentos para construir una base de datos
de nutrientes europea®.

La calidad de los datos de folato obtenidos al anali-
zar alimentos depende también de la eleccién del
método de andlisis. Varios estudios sugieren que los
valores de datos publicados se derivan de los procedi-
mientos de ensayo que subestiman el contenido de
folato en los alimentos**. Todos los métodos disponi-
bles poseen limitaciones, ya que existen ciertas formas
quimicas derivadas que pueden no ser cuantificadas y,
en otros casos, se sobrestima la realidad del contenido
de esta vitamina por diferencias en la afinidad de los
distintos vitdmeros'>*.

Desde hace mas de 40 afios, el método microbiold-
gico ha sido considerado como el método mas practico
y util para medir concentraciones de FT en alimentos,
siendo la técnica oficial aprobada por la AOAC. Este
procedimiento se basa en la cuantificacién del creci-
miento del microorganismo folato dependiente L.
caseis pp. rhamnosus, el cual es proporcional a la con-
centracion de dicha vitamina y se mide en funcién del

aumento en la turbidez de las soluciones incubadas®.
Larespuesta del microorganismo es similar para mono,
di y tri-glutamatos, pero mas lenta para poliglutamatos
de cadena larga. Por este motivo, es necesaria la decon-
jugacioén incluida en la extraccidn trienzimaética des-
crita en el apartado de “Métodos™*. Akilanathan et al.*!
apoyan la introduccién del tratamiento trienzimatico
en el protocolo de andlisis de folatos en alimentos, ya
que la adicion de ai-amilasa y proteasa mejora la libera-
cion de folato atrapado en la matrices alimentarias pro-
teicas o ricas en oligosacdridos, ademads de la deconju-
gacién con la enzima conjugasa, para aumentar el
rendimiento en la obtencién de los folatos presentes en
los alimentos analizados. De esta forma, el ensayo
microbiolégico nos proporciona la cuantificacién de
FT de la muestra incluyendo las formas naturales y, si
existe, el AF afiadido, pero no puede diferenciar entre
formas distintas de folatos. Otros métodos para cuanti-
ficar folatos en alimentos son la cromatografia liquida
de alta eficacia (HPLC) y los ensayos enzimadticos con
proteinas ligante de folatos'. Estos métodos permiten
discriminar las distintas especies de la vitamina en los
alimentos ya que existe una aparente menor disponibi-
lidad de las formas poliglutdmicas frente a las mono-
glutdmicas de los folatos, asi como la posible diferen-
cia en la biodisponibilidad de los diversos vitdmeros.
De forma similar, también se estdn perfeccionando téc-
nicas para la determinacién en cromatografia combi-
nada de liquidos-masas (LC-MS) para permitir una
mayor certeza en la determinacion de la especie qui-
mica de folato. Sin embargo, estos métodos aportan
limitados resultados en cuanto a datos sobre FT en los
alimentos*.

La cuantificacién de folato por diversos métodos
también varfa en funcién del tratamiento culinario
empleado y del alimento. La tabla III muestra que no
existen pérdidas significativas de folatos, tras el ajuste
de los valores obtenidos con los datos de humedad,
cuando los alimentos ready-to-eat objeto de estudio se
sometieron al tratamiento térmico indicado por el
fabricante previo a su consumo. Por lo tanto, este
ultimo procesado no afecta al contenido de folatos de
estos alimentos. Sin embargo, algunos estudios previos
han demostrado que se producen pérdidas de estos vitd-
meros tras el cocinado, debido a la solubizacidn de los
mismos en los liquidos de cocinado o por accién del
calor en presencia de oxigeno®3*.

Por todas estas razones, en la actualidad, existe una
necesidad no sélo de mejorar, sino también de propor-
cionar nuevos datos de FT y las formas individuales de
folato en dietas mixtas que contienen alimentos ready-
to-eat, para estimar su aportacién en la alimentacién
actual''®.

Conclusiones

Debido a la escasez de datos relativos al contenido
de folatos en las Tablas de Composicion de los Alimen-
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tos actuales, en este trabajo de investigacion se pre-
senta el andlisis de alimentos ready-to-eat, cada vez
mds populares en nuestro pafs. El contenido de folatos
de estos productos, su facilidad de consumo y atractiva
presentacion, los convierte en fuentes potenciales de
folato. Estos datos preliminares pueden ser ttiles para
evaluar la adecuacién de la ingesta de folatos en la
poblacién, y proporcionar una informacién pionera en
nuestro pafs en un tema emergente y de gran actualidad.
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