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RESUMEN

En este articulo se presenta el método cromatografico de mayor precision para la determinacion de las
formas quimicas (folatos) de la vitamina B, (4cido félico o folacina) en alimentos, asi como su disponibilidad
(mono o poliglutamatos). Se trata de un método basado en la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC),
cuyo protocolo permite la extraccion de la vitamina, su purificacion y posterior separacion de las distintas
formas de los folatos. Este método ha sido validado sobre estandares y alimentos de referencia certificados y
comparado con otros grupos de investigacion frente a métodos microbioldgicos.
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ABSTRACT

In this article it is presented the most precise chromatographic method to determine the different forms of
B, vitamin (folic acid or folacin) in foods, besides their availability (mono or polyglutamates). It is based in
high performance liquid chromatographic method (HPLC) which protocol permits the extraction, purification
and separation of folic acid and its different derivatives forms. This method has been validated with the
standards and certified reference materials and compared with others investigation groups versus microbiolo-
gical assays.
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INTRODUCCION

El término «folato» se utiliza de forma ge-
nérica para denominar las distintas formas qui-
micas derivadas del acido folico, una de las
vitaminas del grupo B (concretamente la vita-
mina B,) que se encuentra mayoritariamente en
las verduras de hoja ancha, higado y cereales
Los folatos (méas conocidos genéricamente como
acido fdlico) son un componente esencial de la
dieta, necesario para la formacion de las células
de las series blanca y roja de la sangre, y las
células epiteliales del tracto digestivo. Especial-
mente en estas células de rapida multiplicacion
y en otras células, los folatos forman parte de
las reacciones de transferencia de carbono, des-
tacando por su importancia las implicadas en el
metabolismo del ADN, ARN y amino acidos.
Es por tanto comprensible que durante periodos
de rapida multiplicacion y crecimiento celulares
los requerimientos de folato en la dieta sean
mayores (Vahteristo, 1998). Asi, por ejemplo,
durante los periodos de gestacion o lactancia las
ingestas diarias recomendadas (IDR) pasan de
200 a 400 pg/dia (Centers for Disease Control,
1992).

Los folatos, debido a su destacada funcion
metabolica, tienen una importante repercusion
en la salud. Juegan un papel esencial reconoci-
do en la prevencion de los defectos del tubo
neural tal y como es la prevencion de la apari-
cion de espina bifida en neonatos (Czeizel y
Dudas, 1992), y existen claras evidencias epide-
mioldgicas que sugieren que unos niveles ele-
vados de homocisteina en plasma (>15umol/L)
constituye un factor de riesgo independiente para
las enfermedades cardiovasculares (Boushy et
al., 1995). Sin embargo, una ingesta eclevada de
acido folico reduce los niveles de homocisteina
de modo que una dosis extra de 200ug de acido
folico diaria provoca una reduccion de 11-12%
de los niveles de homocisteina plasmatica (de
Jong et al. 2004). También estudios en pobla-
ciones han permitido establecer una relacion
negativa entre una alta ingesta de folatos y la

aparicion de adenomas colorectales (Giovannuc-
ci et al., 1993). Queda claro, como hemos ex-
puesto anteriormente, que el acido folico y/o los
folatos juegan un papel esencial en la dieta, tan-
to por su necesidad basal como por su efecto
preventivo frente a distintas alteraciones de la
salud. Sin embargo, la eficacia de ambas formas
es distinta. Asi, el acido folico utilizado como
suplemento posee una eficacia 1,7 veces mayor
que los folatos que naturalmente existen en los
alimentos (West Suitor y Bailey, 2000). La for-
ma en los alimentos (acido félico o folatos) y su
disponibilidad (mono o poliglutdmica) son esen-
ciales para conocer nuestras necesidades reales
en le dieta. Surge, por tanto, la necesidad de
establecer un método fiable de determinacion
de folatos en alimentos. Es deseable y necesario
caracterizar la exacta naturaleza y distribucion
de estos compuestos en la dieta para obtener un
mayor conocimiento de su estabilidad y reacti-
vidad en los distintos alimentos o su biodisponi-
bilidad en las diferentes dietas, y con todo ello
poder brindar unas recomendaciones mas reales
y cientificas, asi como consejos para la obten-
cion de una nutricion mas Optima, en cuanto a
folatos se refiere, para todos los grupos de po-
blacion.

El contenido total de folatos venia determi-
nandose tradicionalmente mediante métodos
microbioldgicos (Finglas, 1993). Estos sdlo es-
timan el contenido total de folatos, pero no dis-
crimina entre las diferentes formas quimicas.
Los folatos en los alimentos estan presentes en
distintas formas quimicas (tetrahidrofolato, me-
tilfolato, formilfolato) y en varios estados de
oxidacion (5,6,7,8-tetrahidropteroilglutamato,
etc), con diferentes sustituyentes del atomo de
carbono y diferente grado de conjugacion con el
acido glutdmico. Se ha estimado que un 80% de
los folatos presentes de forma natural en los
alimentos se encuentran en forma poligutamica,
y el resto como monoglutamatos, principalmen-
te metiltetrahidrofolato. Las formas poligluta-
micas no son asimilables por el organismo hu-
mano, ya que necesitan una desconjugacion pre-
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via hasta formas monoglutamicas las que si son
biodisponibles (Gregory, 1996). Esta transfor-
macion es realizada por la enzima g-glutamilhi-
drolasa o folato conjugasa, la cual se localiza en
el borde apical de las vellosidades de la mucosa
yeyunal (Figura 1) (Chandler ef al., 1986; Gre-
gory, 1997; Brouwer et al., 2001). A fin de
separar estas formas, se han ensayado métodos
cromatograficos mas precisos que los microbio-
logicos pero que poseen algunas peculiaridades
que deben ser tenidas en cuenta.

Las recientes investigaciones desarrolladas
para mejorar los métodos de determinacion de
folatos han dado lugar a una mayor fiabilidad
en la calidad de los datos en las tablas de com-
posicion de alimentos, aunque el conocimiento
de las formas de folatos naturales y su conteni-
do y distribucion en alimentos es todavia muy
limitado (Kehlenbach y Nau, 2004) ya que al-
gunos de estos derivados folatos son muy habi-
les (debido a su sensibilidad a la luz y a que se
reducen en presencia de oxigeno) (Gregory,
1989), ademas de estar en muy baja cantidad en
los alimentos. Por ello, el objetivo de este traba-
jo es mostrar un método optimizado y validado
que permite separar y cuantificar las formas
monoglutamicas, procedentes de distintas ma-
trices alimentarias, que por otro lado, son las
biolégicamente activas (Vahteristo, 1998).

MATERIAL Y METODOS

En la Figura 1 se presenta el esquema general
de las etapas del método cromatografico emplea-
do para el analisis de folatos en alimentos basado
en el método de Vahteristo et al. (1996).
Materiales
Materiales biologicos

Muestras de alimentos de referencia

Las muestras empleadas para este estudio
fueron Materiales Certificados de Referencia

(MCR o CRM en inglés) procedentes del «Ins-
titute for Reference Materials and Measure-
ments» (IRMM, Geel, Bélgica) fueron sumi-
nistrados por el Proyecto Europeo «Folate: from
Food to Functionality and Optimal Health». Se
trataba de cuatro muestras liofilizadas de dis-
tintos alimentos: mezcla de diferentes verduras
(maiz dulce, tomate y zanahoria) (CRM 485),
higado de cerdo liofilizado (CRM 487), leche
en polvo enriquecida con acido folico (CRM
421), y harina integral (CRM 121). El CRM
421 es un material de referencia reconocido
como tal, los otros tres son candidatos a mate-
riales de referencia.

Materiales andliticos
Reactivos

Los reactivos usados eran especificos para
cromatografia liquida como era el caso de Ace-
tonitrilo y Metanol, y el resto eran degrado para
analisis (p.a). Todos los reactivos fueron sumi-
nistrados por Merck (Darmstad, Alemania). El
agua utilizada debia ser doblemente destilada,
lo que se conseguia a través de un sistema Mili-
Q (Millipore, USA).

Patrones

El acido folico (AF o PGA), el acido ptero-
yltri-y-L-glutamico (Pte-Glu,) y las formas re-
ducidas de folatos monoglutamicos: acido
(6R,S)-5,6,7,8-tetrahidrofdélico sal de calcio
(THF), acido (6R,S)-5-HCO-5,6,7,8-tetrahidro-
folico sal de sodio (5-FTHF) y acido (6R,S)-5-
CH3-5,6,7,8-tetrahidrofolico sal de sodio (5-
MTHEF) fueron obtenidas de Dr. Schirck’s La-
boratorios (Jona, Switzerland) y almacenados
en oscuridad a -40°C hasta su uso en una cama-
ra frigorifica Radiber, S.A. La pureza de los
estandar fue determinada segun el procedimien-
to desarrollado por Van den Berg ef al. en 1994,
usando los coeficientes de extincion molar deta-
llados en el Cuadro 1 (Vatheristo, 1998).
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Cuadro 1. Coeficiente de absorcion molar y peso molecular de las formas usadas para la
determinacion actual de la concentracion en las soluciones stock

Calibrante ¢ (1 mmol' cm) A max (nm) pH Peso molecular
THF 29,1 297 7 4454
5-MTHF 31,7 290 7 457,4
5-FTHF 37,2 285 7 473,5
AF 27,6 282 7 441,4

e= Coeficiente de extincion molar
A= longitud de onda

Las soluciones estandar para almacenar
fueron preparadas a concentracion de 100mg/
ml en tampoén fosfato 0,1M a pH 6, conte-
niendo 1% de 4cido ascorbico y 0,1% de 2-
mercaptoetanol. Alicuotas de Iml de estas
soluciones fueron sometidas a atmosfera de
nitrogeno, separadas en eppendorf y almace-
nadas a -40°C. De esta manera las soluciones
de calibracidén eran preparadas antes de su
uso a partir de las soluciones de almacena-
miento, las cuales eran descongeladas y dilui-
das en un tampon de elucion de sodio acetato
0,1 M, conteniendo 10% (p/v) de cloruro s6-
dico, 1% (p/v) de &cido ascérbico y 0,1% (v/
v) de 2-mercaptoetanol.

Solucion enzimdtica

La solucién enzimatica fue preparada si-
guiendo las pautas descritas por Gregory et al.
(1984), a partir de riflones de cerdo frescos re-
cién sacrificados, que se obtenian en el matade-
ro de Mercamurcia (El Palmar, Murcia). La en-
zima purificada se denomina pteroylpoligluta-
mil-y-carboxipeptidasa o folato conjugasa;
EC3.4.22.12. Para su obtencion los rifiones fue-
ron descapsulados, y una porcion de 400g de
tejido renal se homogeneiza en un Omnimixer
modelo 17106 (OMNI) con 1200ml de 2-mer-
captoetanol 10mM a 2°C (bafio de hielo). La

suspension obtenida se ajusta a pH 5,0 con 4ci-
do acético 1,0M. Seguidamente, se centrifugd a
10.000giros (o 7.500 rpm) a 2°C durante 20
minutos en una centrifuga refrigerada Beckman,
modelo J2-21. El sobrenadante obtenido se trans-
firid6 a un matraz Erlenmeyer de 2L, el cual se
introdujo en un bafio a 50°C durante 2 horas en
agitacion continua. Trascurrido este tiempo se
recentrifugd a 7.500 rpm durante 20 minutos a
2°C. La fraccion sobrenadante se precipitd entre
el 50 y el 75% de saturacion con amonio sulfa-
to. Se recentrifugé de nuevo en las mismas con-
diciones y se desech¢ el sobrenadante reservan-
do el precipitado, el cual fue resuspendido en
un volumen minimo de 0,05 M de acetato pota-
sico, pH 5,0, conteniendo 2-mercaptoetanol
10mM. Este volumen de precipitado se introdu-
jo en una membrana de dialisis de unos 40cm
de longitud, 21,5mm de didmetro y con tamafio
de poro para el paso de moléculas de 12-14.000
daltons de peso, que se introduce en un matraz
Erlenmeyer con 2L de tampoén 0,05 M durante
toda una noche.

El dializado con la preparacion de conjuga-
sa dio lugar a un volumen aproximado de 110ml
(24mg de proteina /ml), los cuales fueron al-
macenados en pequeiias porciones a —35°C has-
ta su uso. Esta preparacion es estable al menos
10 meses bajo estas condiciones de almacena-
miento.
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Figura 1. Mucosa yeyunal normal, corte histolégico a bajo aumento que muestra las vellosida-
des, que constituyen mas de los 2/3 superiores de la mucosa: son delgadas y de bordes
laterales ondulados. En el extremo apical se localiza la enzima y-glutamilhidrolasa o folato
conjugasa

Preparacion de las muestras
Extraccion de folatos

Los folatos, generalmente, son extraidos de
la matriz del alimento mediante dilucion en tam-
pén (pH proximo a la neutralidad entre 6,5 y
7,85) con adicion de antioxidantes y aplicando
un tratamiento de calor (Figura 1). La prepara-
cion de las muestras y los estandares se debe
realizar en condiciones de reducida luminosi-
dad (casi a oscuras) y evitando el contacto con
el aire, preferiblemente bajo atmoésfera de nitro-
geno a fin de proteger los compuestos folatos.
En el caso de muestras frescas se deben tomar
de 10 a 12g, y si la muestra es liofilizada se

pesara aproximadamente 1g. Se le adiciona 25ml
de tampon Ches-Hepes (Sigma-Aldrich), 50mM
Ches/50 mM Hepes (ajustado pH 7,85 con KOH)
y conteniendo 2% de ascorbato sodico y de 2-
mercaptoetanol 10 mM. Se homogeneizo la
muestra en Omnimixer, sometiendo a las mues-
tras a atmosfera de nitrogeno durante 10 segun-
dos. Los tubos se introdujeron en un bafio en
ebullicion durante 10 minutos, mantuvieron el
bafio en agitacion constante. Tras este tiempo,
las muestras fueron enfriadas inmediatamente
en hielo. Una vez las muestras estan frias, se
homogeneizan y transfieren a matraces de 50ml
donde se enrasan con tampon de extraccion. Se
ajusta el pH hasta 4,9 (con HCI 6N), y se aplica
de nuevo nitrogeno a las muestras a fin de evitar
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la oxidacion. Estos extractos se pueden almace-
nar a —20° C hasta su utilizacion (Pfeiffer et al.,
1997, Konings, 1999).

Purificacion de los folatos

La mayoria de los folatos en los alimentos
se encuentran en forma de poliglutamatos en los
alimentos, requieren para su analisis cromato-
grafico ser hidrolizados enzimaticamente a for-
mas mono o di-glutamatos antes de poder ser
cuantificados. Las fuentes mas comunes de en-
zimas conjugasas (y-glutamilhidrolasa, EC
3.4.22.12) son las provenientes de pancreas de
pollo (utilizada preferentemente en el método
microbiologico), la proveniente de rifion (de
cerdo), y las de plasma (humano o de rata) (Lei-
chter et al., 1979). En el caso del método cro-
matografico las enzimas mas usadas son las de
rifion de cerdo y plasma, ya que dan lugar a
monoglutamatos como producto final de reac-
cion. La eleccion de la enzima correcta es, por
tanto, esencial para obtener unos resultados op-
timos. Para la obtencion de los folatos de los
alimentos se toman 5ml de extracto de cada una
de las muestras objeto de estudio (ajustadas pre-
viamente a pH 4,9 debido a que es el optimo de
actuacion de la enzima conjugasa) y se les adi-
ciona Iml de solucion de o-amilasa (20 mg de
amilasa/ml de ascorbato 1%, A-0273, Sigma
Chemical Co.) y 1ml de solucion de conjugasa
de rifion de cerdo (Gregory ef al., 1984). Se les
aplica nitrogeno para crear una atmoésfera no
oxidante, y posteriormente se les introduce en
un bafio de agua durante 3 horas a 37°C con
agitacion constante. Pasado este tiempo, el pH
se ajusta a 7,0, afiadiendo posteriormente 1ml
de proteasa (2 mg de proteasa/ml de ascorbato
1%, P-5147, Sigma Chemical Co). Se les aplica
de nuevo nitrogeno y se introducen en un bafio
a 37° C durante 1 hora, llevandose seguidamen-
te a ebullicién durante 5 minutos, a fin de inac-
tivar la actividad enzimatica. Inmediatamente
tras la ebullicion las muestras son enfriadas en
hielo, tras lo cual, se filtran (filtros desechables

Whatman, de nylon con lecho de polipropileno,
de 25 mm de diametro y 0,45 mm de tamaiio de
poro). Las muestras asi preparadas deben ser
purificadas. Muchos procedimientos de purifi-
cacion incluyen el intercambio ionico fuerte a
través de silice u otras resinas (Rebello, 1987),
de tal forma que los folatos son retenidos en
base a sus cargas y recogidos con tampones
apropiados o soluciones de elucion (Vatheristo
et al., 1996). Es precisa la preparacion de las
columnas de afinidad o cartuchos (Figura 1)
(columnas LiChrolut, para extraccion en fase
solida intercambio fuerte de aniones —SAX-,
500 mg), ya que se debe evitar que la columna
quede seca. Para ello se lava el cartucho con
hexano, seguido de metanol, agua mili-Q y fi-
nalmente se hace pasar el tampon pH 7,0 (solu-
cion de purificacion). Se vierten entonces las
muestras en los cartuchos y se les deja pasar
lentamente. Antes de que acaben de pasar las
muestras se debe ir lavando con agua mili-Q las
paredes del cartucho. Posteriormente, se les afa-
de entre 2 y 2,5ml de solucion de elucion que
seran recogidos en viales previamente pesados.
El volumen recogido sera pesado, y esta es la
muestra que sera analizada en HPLC.

Analisis de folatos con HPLC

Previamente al analisis el sistema debe ser
estabilizado para lo que se hace pasar un gra-
diente de acetonitrilo y tampon fosfato potasico
30 mM, pH 2,2, reactivos que conforman la
fase movil, en la misma proporcion con la que
comienza el gradiente para la separacion de las
muestras.

El tiempo de adquisicion de datos en cada
muestra es de 15-30 minutos. Entre la inyeccion
de una muestra y la siguiente se establece un
tiempo de estabilizacion del sistema que puede
oscilar entre 30 y 40 minutos. El flujo se fija en
0,9ml/min. Dependiendo de las muestras el vo-
lumen de inyeccion usado puede variar entre
25-300 pl, aunque el volumen mas comin es de
40 ul (Pfeiffer et al., 1997; Konings, 1999). El
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sistema HPLC empleado (Merck-Hitachi, 7000)
estda equipado con una bomba cuaternaria de
gradiente, loop de inyeccion de 100 pl, sistema
de muestreado automatico, columna en interior
de horno con temperatura ajustada a 35° C, de-
tector de fluorescencia con unos valores de ex-
citacion y emision de 280 y 350 nm respectiva-
mente, y detector de ultravioleta con una longi-
tud de onda de 290 nm (LaChrom, Merck-Hita-
chi). La columna usada es LiChrocart® 250-4
mm, HPLC Cartridge, con precolumna: LiChro-
cart®4-4, LiChrospher® 100 RP-18 (5 um)guard
columns, a fin de evitar la entrada de impure-
zas.

Las formas monoglutamicas THF, 5-MTHF
y 5-FTHF pueden ser detectadas tanto en el
detector de fluorescencia como en ultravioleta
(Figura 2). El 4cido folico unicamente es visible
en el rango de ultravioleta.

Cuantificacion:

La cuantificacion esta basada en un método
de estandar externo (Vahteristo, 1998). Se utili-
za una recta de calibracion. El area del pico
problema se obtiene sustituyendo en la ecua-
cion de la recta. Las rectas y ecuaciones obteni-
das para cada patrén son las siguientes: y =
23.089x-12.916, para el THF; y = 36.762x-
22,419, para el 5-MTHF; y = 1498,6x-1533,5,
para el 5-FTHF; y = 111,94x-224,44 para el
AF, en las que «x» representa la concentracion
en ng/ml e «y» representa el area obtenida en el
cromatograma.

Test de recuperaciones:

Los test de recuperacion fueron realizados
por adicion de soluciones estandar a la muestra
antes de la homogenizacion. Las muestras asi
marcadas fueron sometidas al proceso comple-
to. Las recuperaciones fueron calculadas de
acuerdo con Rodriguez et al., 1995 como
R=(C )/C__ . ,donde C es la con-

hall_ada_cmucstra afiadida’ hallada
centracion en la muestra marcada, C_  es la

concentracion en la muestra antes de marcar y
C,..0. €8 la cantidad conocida de estdndar afia-
dido.

Analisis estadistico:

Para ver la variabilidad de los resultados entre
los laboratorios y las formas de folato indivi-
dualmente por MCR, y entre el método de HPLC
y el método microbioldgico se realizara un ana-
lisis multivariante (ANOVA), aplicando niveles
de significacion de p<0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION
Validacion

La separacion de las distintas formas mono-
glutamicas es 6ptima mediante los detectores de
ultravioleta y fluorescencia (Figura 2 A y B).
En el caso del detector de ultravioleta se obser-
varon nitidamente las cuatro formas (THF, 5-
MTHEF, 5-FTHF y PGA); mientras que el detec-
tor de fluorescencia no permitio observar el
PGA, ya que no es sensible a la luz fluorescen-
te. La columna usada es LiChrocart® 250-4 mm,
con la que se consiguié una dptima separacion
de las diferentes formas. Para conseguir una
mayor separacion de los compuestos folatos de
las impurezas, previa a la columna se coloco
una precolumna compatible: Lichrocart,4-4. Los
tiempos de retencion, en minutos, para cada com-
puesto eran repetibles y reproducibles y estaban
fijados en: 8,5810,05 para el THF, 10,65+0,038
para el 5-MTHF, 15,85%0,01 para el 5-FTHF y
16,72+0,01 para el PGA. La adicion de antioxi-
dantes como el acido ascérbico y el 2-mercap-
toetanol no interfiere en la deteccion de dichos
compuestos ni en sus tiempos de retencion. El
uso de antioxidantes esta indicado debido a la
susceptibilidad de los folatos en condiciones
oxidativas. El mas comunmente usado es el aci-
do ascorbico, pero tioles como el 2-mercaptoe-
tanol o el ditiotreitol también estan indicados.
Se recomienda el uso de acido ascorbico (2%)
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junto al 2-mercaptoetanol ya que aseguran la
estabilidad de compuestos tan labiles como el
10-formil tetrahidrofolato y otros a pH 7,85, al
mismo tiempo que el acido ascorbico otorga
una mayor estabilidad en estas condiciones al-
calinas (Wilson y Horne, 1984).

Las recuperaciones obtenidas en la fase de
purificacion a través de los cartuchos oscilaron
entre el 75 y el 100% para THF, 70-99% para 5-
MTHF, 80-100% para el 5-FTHF y 99-100%
para el PGA. Estas recuperaciones fueron veri-
ficadas con diferentes estandares, marcando las
muestras antes de la extraccion, con las que se
realizaban ensayos por triplicado y a diferentes
concentraciones. Recuperaciones menores del
100% indican que los niveles de folatos deter-
minados pueden ser demasiado bajos. Por otro
lado, se han estimado altas variaciones en las
recuperaciones de formas como el 5S-MTHF en-
tre diferentes productos lacteos, con lo que se
utilizaron diferentes factores de correccion para
cada alimento (Wigertz et al., 1997).

La estabilidad de las soluciones de patro-
nes en stock era comprobada regularmente,
previo a cada analisis por inyeccion de las so-
luciones de trabajo en el sistema LC, a fin de
comprobar que las concentraciones se corres-
pondian con las determinadas cuando dichas
soluciones fueron preparadas para su almace-
namiento.

La respuesta del sistema fue lineal en el ran-
go de concentraciones entre 0-100ng/ml para
todos los derivados folatos. Estos limites se es-
tablecen porque es el rango que comprende los
valores o0 concentraciones que se estiman en
alimentos. El limite de deteccion se establecio
en 25 ng/ml en el caso de AF, de 2,11 ng/ml
para el 5-MTHF, 23,87ng/ml para el 5-FTHF y
1,78 ng/ml para el THF.

La optimizacion del método cromatografico
ha llevado a la seleccion del tampon de extrac-
cion pH 7,85 con sodio ascorbato y 2-mercap-
toetanol (Vahteristo et al. 1996 y Pfeiffer et al.
1997). La enzima utilizada fue conjugasa de
rifion de cerdo (Gregory et al. 1984), por ser sus

productos de desconjugacion derivados mono-
glutamatos. Esta enzima tiene un pH 6ptimo de
accion de 4,9. Cada vez que es preparada debe
ser comprobada su actividad frente al acido Pte-
roilglutamico (PteGlu3). Una vez preparada se al-
macena a -80°C, con un tiempo maximo de alma-
cenamiento en estas condiciones de 3 meses.

La adicion de a-amilasa y proteasa fue indi-
cada por autores como De Souza y Eitenmiller
en 1990 y Martin en 1995, sobre todo para la
purificacion de muestras con alto contenido en
almidon, como es el caso de los vegetales o de
proteina como en el caso de muestras carnicas.
En este estudio la optimizacion del proceso lle-
v6 a la utilizacion de conjugasa unicamente,
debido a los resultados mas claros obtenidos
con esta enzima.

Tras el proceso de desconjugacion, se pro-
cede a la purificacion de los extractos de mues-
tra. El procedimiento de eleccion fue el inter-
cambio anidnico fuerte (0 SAX) combinado con
SPE o extraccion en fase solida. Para ello, se
utilizan cartuchos con lecho de resina (colum-
nas LiChrolut®), para concentrar los folatos.
Tras el paso de los extractos a través de dichos
cartuchos, estos son recogidos con la solucion
de elucion y quedan asi preparados para su de-
teccion en el HPLC.

Aplicacion en la valoracién de la calidad nu-
tricional de folatos en alimentos

La validacion del método se llevo a cabo
mediante el analisis de los Materiales Certifica-
dos de Referencia o CRM, siguiendo las indica-
ciones de la FDA (2001) y de la IUPAC (Thomp-
son et al., 2002). Dichos CRM, fueron someti-
dos a los procesos de extraccion, desconjuga-
cion, purificacion y separacion, a fin de deter-
minar y cuantificar las formas monoglutamicas
presentes en cada uno de ellos (Cuadro 2). Asi
se puede comprobar que los datos obtenidos son
similares a los existentes en la bibliografia acer-
ca de contenido de folatos en estos CRM (Figu-
ra 3).
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Cuadro 2. Determinacion del contenido de monoglutamatos en los diferentes materiales de

referencia

MCR Formas 1 2 3 MediatDs Total
monoglutimicas (Uug/100g PS) (ug/100g PS)

Higado de | THF 402,78 436,1 429,77 422.,63%17,70 674,93

cerdo 5-MTHF 257,68 | 237,13 | 262,84 252,30+13,60
5-FTHF nd nd nd

(487) AF nd nd nd

Leche en THF 0,69 1,04 0,41 0,66+0,32

polvo 5-MTHF 23,31 23,63 17,63 21,33£3,38 90,00
5-FTHF nd nd nd

421) AF 67,54 72,52 64,20 68,01+4,19

Harina THF 12,05 6,06 9,42 8,83%3,00

integral 5-MTHF 74,7 90,53 80,77 81,744+7,99 90,57
5-FTHF nd nd nd

(121) AF nd nd nd

Mezcla de | THF nd nd nd

hortalizas 5-MTHF 218,43 199,95 | 213,61 210,5249,59 210,52
5-FTHF nd nd nd

(485) AF nd nd nd

MCR= material certificado de referencia.

nd = no detectado ocantidades inferiores a los limites de deteccion (ver seccion Validacion)

PS = peso seco.
1, 2, 3 = ensayo por triplicado de las muestras.

Comparando los datos procedentes de la téc-
nica cromatografica con los obtenidos mediante
el método microbiologico (Konings et al., 1999)
se observa que, en general, el contenido de fola-
tos es superior en el método microbioldgico.
Este es el método Oficial aprobado de la AOAC,
y que permite valorar el contenido de folatos
totales en alimentos. Por su comodidad es el
método utilizado de forma usual (Finglas et al.,
1993). Este método no puede diferenciar entre
formas distintas de folatos. El organismo co-
munmente usado es el Lactobacillus rhamnosus
variedad Casei quien responde a la presencia de
monoglutamatos, asi como a los di y trigluta-
milfolatos (Martin, 1995) pero con crecimiento
diferente. No obstante, ciertos compuestos pue-

den estimular o inhibir el crecimiento bacteria-
no dando lugar a resultados no reales. La ex-
traccion de folatos de la matriz del alimento
sigue un proceso similar en ambas técnicas, ba-
sado en la extraccion mediante un tampon fos-
fato. Tras la extraccion sigue el tratamiento en-
zimatico, la desconjugacion y tras esto la siem-
bra en placa de la muestra junto al microorga-
nismo. Tras 18-22 horas de incubacion a 37°C
se valora el crecimiento y se cuantifica la canti-
dad de folatos totales. Asi se demuestra que los
métodos usados anteriormente pueden no haber
sido aplicados con las optimas condiciones de
extraccion (DeSouza et al., 1990, Pfeiffer et al.,
1997, Tamura et al., 1997). El uso de métodos
optimizados para el analisis de folatos en ali-
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mentos pueden tener como resultados unos da-
tos mas reales.

El interés del método cromatografico (Figu-
ra 1), en consecuencia, radica en el hecho de
que es capaz de detectar y discriminar las dife-
rentes formas monoglutamicas presentes en los
alimentos analizados, lo que permite la cuantifi-
cacion de cada una de ellas por separado. Nu-
merosos estudios han demostrado que la biodis-
ponibilidad de los folatos presentes de forma
natural en la dieta es menor que la del acido
folico sintético utilizado para el enriquecimien-
to de alimentos (Sauberlich et al., 1987, Brouwer
et al., 1999). Esto es debido a que los folatos
presentes en la dieta estan, en su mayoria, en
forma de poliglutamatos conjugados y, como ya
se explico, estos poliglutamatos deben ser des-
conjugados hasta formas monoglutamicas para
su correcta absorcion a nivel intestinal. El acido
folico es una forma monoglutamica y esto ex-
plica su mayor accesibilidad. De ahi que para
conocer la proporcion real de folatos de la que
el organismo va a disponer cuando se ingiere un
alimento, lo ideal es conocer la cantidad de for-
mas monoglutamicas y cuales son, puesto que
la accesibilidad también depende del tipo de
monoglutamato del que se trate. Este objetivo
se consigue con el método cromatografico, lo
que es esencial para el conocimiento del aporte
exacto de folatos de la dieta y si estos folatos
seran realmente uUtiles para el organismo. Asi,
comparando nuestros resultados con los obteni-
dos por otros laboratorios para los mismos CRM
(Figura 4), utilizando los dos métodos, croma-
tografico y microbiologico, se observa que, en
general, los resultados procedentes del método
microbioldgico son superiores en todos los ca-
sos, excepto en la muestra de higado de cerdo
(CRM 487). El hecho de obtener resultados mas
altos mediante el método microbiologico es de-
bido a que esta técnica sobrestima la cantidad
de folatos totales, puesto que no discrimina en-
tre las diferentes formas de folatos (Martin,
1995), y ademas pueden existir determinados
compuestos no folatos contenidos en la mues-

tra, que pueden estimular o inhibir el crecimien-
to microbiano, con lo que pueden obtenerse da-
tos no reales (Konnings, 1999). Los datos de
contenido de folatos en nuestro laboratorio, son
muy similares a los datos obtenidos por croma-
tografia en los laboratorios de Suecia (LC1),
Finlandia (LC2) y Holanda (LC3) en todos los
casos. No obstante, se puede observar que nues-
tros resultados son siempre inferiores a los apor-
tados por los laboratorios mencionados, en un
rango de 2 al 30%. Esto puede deberse al hecho
de que en nuestro método optimizado solamen-
te se utiliza la enzima conjugasa (no o-amilasa
ni proteasa), y estd demostrado que con el mé-
todo trienzimatico se obtiene una mas completa
extraccion de los folatos desde la matriz de los
alimentos (De Souza y Eitenmiller, 1990; Mar-
tin, 1995). Asi en el CRM de higado de cerdo,
el contenido en folatos totales obtenido en nues-
tro laboratorio es algo inferior que en el resto
debido a la no utilizacion de proteasa; lo mismo
ocurre con la harina integral al no afnadir a-
amilasa, ya que estas muestras son ricas en pro-
teina y almidon respectivamente. En el caso del
higado de cerdo la diferencia entre los datos es
mayor de 30%, pero también se puede ver en la
grafica que en este MRC la variabilidad de los
resultados es mayor que en el resto de muestras
analizadas. No obstante, los resultados presen-
tan unos niveles aceptables de acuerdo a los
resultados presentados de otros autores, tanto
en el caso de método cromatografico como me-
diante el método microbioldgico (Konnings,
1999).

CONCLUSION

Este método puede ser considerado como un
método fiable y reproducible para alimentos con
diferentes matrices. Las estimaciones de formas
monoglutamicas en las muestras analizadas guar-
dan una relacion satisfactoria con los resultados
obtenidos por otros laboratorios en muestras si-
milares. De esta manera, podemos afirmar que
la optimizacion del método cromatografico, pre-
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sentada en este estudio permite unos resultados
fiables para la determinacion de las distintas
formas de folatos en alimentos de diferentes
origenes.
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