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SUMMARY

Meat and meat products are one of the most important foods in the diet but, during
the last years, they have been related with diseases like cardiovascular, obesity, diabetes
or certain types of cancer. This fact contributes to a decrease in consumption. Therefore,
scientists and meat industry have made efforts to innovate and bring to market new
meat products, according to nutritional guides. A good option could be the development
of functional meat products. In this way, one of the strategies used is the incorporation
of bioactive compounds (fiber, proteins, antioxidants, minerals, etc.). Sometimes it is
necessary to modify the manufacturing processes in order to obtain final products with
the required nutritive value and sensory properties. There are other interesting
ingredients, which have not been studied yet despite their importance in human health.
One of them is folic acid, an essential vitamin associated with the prevention of certain
diseases and which intake has been recommended by different regulatory authorities,
such as the FDA (Food and Drugs Administration) and the WHO (Word Health

Organization).

On the other hand, in our society, the type of life has changed the eating habits,
making more frequent fast, prepared or semi-prepared foods, nutritive and safe, which
could be consume with scarce or without culinary treatment. They are the Ready To Eat
products (RTE). Their manufacture implies a manipulation that is associated with the
presence of pathogen and spoilage microorganisms, which could growth in refrigeration
conditions and limit the shelf-life of the foods. For that reason, it is necessary to apply
an additional treatment to guarantee the microbiological quality. One of the best options

is the use of non-thermal technologies, such as the irradiation treatment.

Functional meat products cannot remain indifferent to this trend and it seems that,
in a next future, they will be prepared as conventional RTE products. Thus, it is
important to know if this technology affects not only the general quality of the product
but also the bioaccessibility of the added bioactive compound, the folic acid in this case.

Few works have been performed in this area.

The objectives of this work have been the following: a) to determinate the
technological viability of folic acid as functional ingredient in conventional and RTE

meat products manufactured using E-beam irradiation; b) to evaluate the physic-
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chemical and sensory properties of the final product, and its shelf-life; c) to study the
bioaccessibility of folic acid from the designed meat products. The novelty of this work
is to be the first time that folic acid has been studied as potential functional ingredient in
meat products and also to be the first time that the irradiation treatment (E-beam) has
been used as non-thermal technology to manufacture functional RTE meat products.

There are not published papers about this aim preceding this work.

To achieve the objectives, three types of meat products were manufactured (fresh,
cooked and dry fermented sausages) and they were enriched with different amounts of
folic acid (0.6, 1.2 and 2.4 mg/100 g final products) looking for a final amount enough
to give the 100% of the RDA (Recommended Dietary Allowances). The irradiation
treatment was performed in the IONISOS Ibérica S.A. plant using an E-beam source
operating at 10 MeV. The doses applied were 2, 3 and 4 kGy, described as sufficient to
guarantee the objective security of food. The folic acid concentration was determined by
a Ridascreen Fast-Folsdure kit (R-Biopharm, Germany). The textural properties were
evaluated with a Texture Profile Analysis using a Texturometer Stable Micro System
TA-TX 2i/25. The colour parameters were analized with a Chroma Meter Colorimeter
CR-400 (Minolta, Japan) using the CIEL*a*b* System and the sensory analysis, using
hedonic and preferential analysis. Statistical analysis were performed using the SPSS
package at level of P<0.05. The bioaccessibility of folic acid was studied from
conventional and RTE meat products by means of two in vitro models, static and
dynamic, both simulating the gastrointestinal digestion. The dynamic assay was

performed using in the TNO’s Intestinal Model (TIM-1) (TNO, The Netherlands).

The obtained results demonstrated that the folic acid has a very good technological
viability and it is a potential functional ingredient in meat products. In general terms,
folic acid was stable in conventional products, independently of the manufacturing
process or the added amount; it was stable after cooking the hamburgers, after the
thermal treatment of cooked meat products and after the ripening of dry fermented
sausages. The final amount was, in general, sufficient to achieve the percentage of the
RDA stated in the objective of this work. Scarce influence was observed in
technological and sensory properties. All of the final products obtained an overall

acceptability enough to consider them as new meat products adequate for the market.
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The main changes were detected after the irradiation treatment. Folic acid
decreased according to the irradiation doses; so, at 4 kGy, losses close to 30% were
obtained. In any case, the RDA objective can be achieved with the higher amount
assayed. The textural and sensory properties were modified; changes in hardness, odour
and taste were described in the samples treated with the higher doses of irradiation.
These changes have been described in the literature related to this topic as the result of
structural changes and the development of volatile compounds resulting from lipids
oxidation and protein degradation, yielding responsible for off-flavors. However, these
changes were masked after cooking the hamburgers (Maillard reaction) and with the
mixture of spices added to the cooked meat products. Changes were more evident in dry
fermented sausages. So, in order to avoid the higher losses of folic acid and assure the
sensory quality, doses of 3 kGy were considered as the more adequate because they are

enough to assure the hygienic quality.

The bioaccessibility values obtained were higher using the TIM-1 dynamic model
than with the in vitro static model. In hamburgers and dry fermented sausages, the
bioaccessibility was greater than 80%. Dry fermented sausages showed lower values,
close to 61%. When the irradiation treatment was applied, the bioaccessibility of folic
acid from hamburgers and cooked meat products increased between 20-30%. In dry
fermented sausages, the increase was approximately 6%. This fact has been related to
the changes in the structure of the meat matrices produced by the irradiation treatment,

which modifies and favors the extraction of folic acid.

It is possible to manufacture fresh, cooked and dry fermented meat products
enriched with folic acid, both conventional and RTE product obtained using E-beam
treatment. In all cases, the final folic acid content is enough to give the 100% of the
RDA with one service of cooked or dry fermented sausages (approximately 50 g) or one
hamburger (approximately 100 g). Due to the high bioaccessibility determined, these
meat products could be considered as source of folic acid according to the Normative
1924/2006 of the European Union, and to be placed in the market as new and healthier

meat products.
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1. INTRODUCCION
1.1. Alimentos funcionales

1.1.1. Historia

La enorme capacidad de adaptacion del ser humano al medio y a las
circunstancias ha hecho que el hombre haya ido cambiando su alimentacion a través de
los tiempos. Asi, en un principio, buscaba los alimentos (hierbas, frutos silvestres y
raices) a campo abierto, con la Unica finalidad de cumplir el més elemental instinto de
conservacion. Sus primeras armas fueron ramas de arbol, piedras y palos que usaban no
solo para defenderse de los grandes animales sino para matar a los mas pequefios y
utilizar su carne, despedazar la carrofia, partir los huesos y comer la médula o para abrir
los frutos de cascara dura. Més tarde, el hombre primitivo observé que la carne de los
animales que cazaba se mantenia en buenas condiciones para su consumo durante mas

tiempo si se mantenian en cuevas y si se secaba la superficie de la misma.

La conquista del fuego, hace unos 500.000 afios, es uno de los grandes logros
humanos sobre la Naturaleza; fue adorado como un dios y forma parte integrante de
todas las mitologias. El hombre se percaté del temor instintivo de las fieras a las
hogueras y de su inmenso poder destructivo pero observo también que el fuego
mejoraba su alimentacion, hacia a los alimentos mas apetecibles, se digerian mejor v,
sobre todo, se conservaban mejor. El fuego (calor), la evaporacion del agua (secado) y
el ahumado, se habian convertido, en perfectos aliados que le permitian conservar los
alimentos durante mas tiempo en mejores condiciones. Asi, al abrigo de las pefas o en
cuevas mas o menos profundas, empez6 a almacenar alimentos a pequefia escala para

consumirlos en las épocas de frio o escasez.

El establecimiento de grupos familiares permitié su asentamiento en areas donde
el hombre empezd a seleccionar y cultivar plantas y a domesticar animales. Las
evidencias mas antiguas de la domesticacion de ganado vacuno datan de 6.000 afios
a.C., cuando la leche fue considerada como el alimento por excelencia, siendo fuente de

fortaleza y vida.

En climas frios, los alimentos se conservaban simplemente, manteniéndolos a

bajas temperaturas. En climas calidos, era una prioridad buscar técnicas que
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mantuvieran los alimentos en buen estado. Asi, en la Biblia se mencionan las uvas e
higos secos o el "maiz tostado" lo que sugiere un procedimiento de desecacion al sol y
con el fuego. El hombre descubrié que se podian conservar los alimentos mediante la
adicion de sal; en las carnes, si se combinaba con la desecacion al sol, se evitaba el
crecimiento microbiano causante de la alteracion. Ademads, el hombre primitivo
descubrié que dicha carne presentaba un color mas agradable; evidentemente, nada
sabian acerca de la presencia de nitrito ni su papel como agente conservante (Labuza,
1976). El secado y salazonado del pescado quedaron recogidos en los jeroglificos
egipcio. Las carnes saladas y ahumadas ya existian 1.000 afios a C. Las fermentaciones
(principalmente de leche) y las acidificaciones, también se utilizaban para conservar los

alimentos.

Para los egipcios la alimentacion era un reflejo de su cultura caracterizandose
por ser conservadora, estable, de lenta evolucion y siempre pendiente de la crecida del
Nilo, introduciendo poco a poco nuevas tecnologias y nuevos alimentos. La
alimentacion egipcia estaba muy influida por la religion, que aconsejaba templanza y
moderacién en cuanto a los placeres gastronomicos y establecia prohibiciones como
comer en presencia de extranjeros. La variedad de alimentos era alta, desde legumbres,
como los garbanzos, cereales, hasta carne, pescado y productos lacteos (quesos y
mantequilla). La preparacion de alimentos ha quedado recogida en papiros médicos a
modo de recetas, donde se detallan las cantidades exactas de los ingredientes. Un
ejemplo de esto es el papiro de Ebers, donde se prescriben un tipo de galletas
denominadas shayt asi como otro tipo de preparaciones dulces utilizadas para curar la
tos. Para los egipcios los alimentos eran el vehiculo dptimo de nutrientes y la base de la
farmacopea. En las prescripciones médicas aparecen la mayoria de las plantas,
colorantes y aceites que se utilizaban en alimentacion con fines curativos. La miel o la

cerveza eran los alimentos que mas se empleaban con dicho objetivo.

“Deja que los alimentos sean tu medicina y que la medicina sean los alimentos”.
Quizas, esta frase que pronuncid Hipdcrates 2500 afios a.C, se haya convertido, sin ser
consciente de ello, en una de las realidades mas contundente en nuestros dias.
Hipocrates considerado por muchos autores como “el padre de la Medicina”, clasificaba
los alimentos en funcion de su correspondencia con uno u otro de los cuatro elementos:

el agua, la tierra, el aire y el fuego. Cada alimento era clasificado segun sus cualidades,
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que se distribuian en cuatro ejes, dos principales (caliente-frio y seco-htimedo) y dos
secundarios (dulce-amargo y crudo-cocido). Segun la escuela hipocratica, el calor de la
digestion transformaba los alimentos en linfa que, a su vez, se transformaba en humores
o actuaba sobre la calidad y el equilibrio de los humores presentes. Por lo tanto, para
conservar la buena salud a lo largo del tiempo, habria que tener una dieta equilibrada.
Para corregir el desequilibrio de los humores, los médicos que se basaban en la tradicion
hipocratica recomendaban a sus pacientes consumir alimentos que se correspondieran
con el inverso de su temperamento. Asi, el vino tinto (caliente y seco) y la carne
(caliente y seca) eran recomendados para ancianos, flematicos y melancdlicos, de
naturaleza fria. En cambio, el pescado fresco (frio y himedo) y las frutas o legumbres
(frias y humedas) eran mas convenientes para coléricos y optimistas, asi como a los

jovenes, de temperamento caliente.

Segiin Hipdcrates, la alimentacion también tenia que variar segln el clima y las
estaciones, que creia que influian en los humores. En invierno, un periodo en que
domina el frio y la humedad, seria preferible consumir carnes con salsa, cocinadas con
especias calientes; en primavera, cuando domina el calor y la humedad, se aconsejaba
pasar poco a poco de los pucheros a los asados y empezar a comer mas legumbres
verdes; en verano, cuando domina el calor, seria el momento de consumir carnes y
pescados a la plancha, mas ligeros y preferir alimentos frios y himedos como frutas; en
otofio, un periodo en que empieza el frio, haria falta comer alimentos apetitosos y
ligeramente acidos para expulsar la melancolia, asi como reducir el consumo de vino y

frutas.

Estas ideas pasaran a lo largo de los siglos por diferentes culturas, sirviendo de

guia y de base para la medicina y la alimentacion de los pueblos.

En Roma conocian mejor la relacion entre el consumo de determinados
alimentos y la prevencion o tratamiento de enfermedades y asi, Plinio recomendaba
consumir productos lacteos fermentados para tratar problemas intestinales. Desde el
siglo V hasta el siglo XIV hay muy pocas avances desde el punto de vista alimenticio
excepto la utilizacion de la pasta, como resultado de los viajes de Marco Polo a China.

Hacia el afio 1100 surgen en Italia las primeras destilaciones.
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El imperio bizantino desarrolld nuevas técnicas culinarias y utensilios como el
tenedor o la cuchara. Cabe destacar la capacidad de los bizantinos para elaborar nuevos
productos como el huevo hilado u hojaldres y fueron los maestros en el uso de rellenos

y salsas aderezadas con distintas hierbas.

Durante la Edad Media, la alimentacion humana no tuvo grandes avances, pero
si se escribieron textos sobre las propiedades curativas de los alimentos. Todos estos
conocimientos nos han llegado a través de textos conservados en monasterios a manos
de la sociedad arabe de Al-Andalus. La frase: “si el paciente puede ser tratado con la
dieta, deben evitarse los medicamentos simples y especialmente las asociaciones de
medicamentos” resume y caracteriza el pensamiento Rhazes, considerado el padre de la
medicina experimental. Otro destacado autor de esta época fue Ibn Wafid, quien
escribi6 varios tratados y obras de medicina entre los que destacamos el “Libro de
Medicamentos Simples” en el que se describen las propiedades de los alimentos de
origen vegetal y animal y su utilidad en la prevencion y tratamiento de enfermedades.
Sin embargo, no son los Unicos que en su tiempo describieron y estudiaron las
propiedades curativas o preventivas de los alimentos y como anécdota podemos
comentar que todos los médicos de esta época aconsejaban comer poca cantidad de
alimentos y esperar a hacerlo hasta tener verdadera hambre (Salas-Salvadd, Garcia-

Lorda, & Sanchez Ripollés, 2005).

En las culturas orientales encontramos también esta tendencia bien definida,
transmitiendo de generacion en generacion la creencia en las propiedades medicinales
de los alimentos. En paises como China o Japon, siempre se ha creido que los alimentos
y las medicinas tienen el mismo origen (Verschuren, 2002; Weststrate, Van Poppel, &
Verschuren, 2002) y asi se muestra en el libro antiguo de Medicina China
“Shinongbonchokyung”, donde clasifican numerosas plantas, animales y minerales
como medicinas. La dieta se consideraba como una parte importante para el tratamiento
y prevencion de determinadas enfermedades, existiendo una larga tradicion (1000 afios
a.C.) de atribuir propiedades curativas o terapéuticas a los alimentos y hierbas (Kwak &

Jukes, 2001).
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1.1.2. Evolucion de los alimentos funcionales

Desde Hipocrates o los citados autores arabes a nuestros dias el concepto de
alimentacion ha evolucionado sobremanera, pero siempre ha estado implicito el hecho
de que una alimentacion correcta y sana repercute favorablemente en la salud. En
nuestra sociedad actual, el concepto de alimento “saludable”, es decir, la relacion
positiva entre alimento y salud, se ha convertido en una auténtica filosofia de vida con

un éxito sin precedentes.

En la primera mitad del siglo XX, se desarrollo una fuerte corriente de

elaboracion de alimentos que contribuyesen al estado del bienestar.

La calidad nutricional de los alimentos fue objeto de numerosas investigaciones
durante la segunda guerra mundial ya que los problemas de hambre sufridos por la
poblacion en esta época aumentaron la preocupacion por las deficiencias nutricionales.
En las décadas de los 60-70 hubo un movimiento de “vuelta a lo natural” que
preconizaba el consumo de alimentos naturales. En los siguientes afios se introdujo el
concepto de que los alimentos son “buenos” para la salud; se potencia enormemente el
consumo de lo que se denominaron alimentos de primera generacion: zumos, yogur... y
aquellos enriquecidos con vitaminas o minerales reconocidos por sus beneficios sobre la
salud humana. El objetivo de la ciencia de la nutricién, pas6 de estar centrada en las
deficiencias nutricionales de la dieta a potenciar las propiedades nutritivas de los
alimentos. Los nutricionistas evidenciaron que el consumo excesivo de algunos
nutrientes podian influir en algunas enfermedades crénicas tales como obesidad,
cardiopatias, diabetes tipo 2 o hipertension. Surge en este momento, la década de los 80,
el movimiento “light” que supuso la eliminacion en los alimentos de componentes
“perjudiciales” para la salud y la incorporacién a la dieta de lo que se denominaron
alimentos de segunda generacién: hipocaldricos, hiposodicos. Este si que fue un
auténtico cambio. Se desarrollaron numerosos estudios e investigaciones relacionados
con el diseno y elaboracion de alimentos con cantidades reducidas de ciertos nutrientes,
sobre todo grasa, sal y aziicar. Surgieron nuevos ingredientes y cambios en el procesado
de alimentos para cubrir las necesidades de los consumidores mas exigentes. Durante la

década de los 90 surgi6 el etiquetado nutricional y se introdujo la idea de que los
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alimentos pueden reducir el riesgo de enfermedades. Es en este punto cuando empieza

el desarrollo de los alimentos de tercera generacion o alimentos funcionales.

Es, a mediados de los afios 80, cuando surge por primera vez el término alimento
funcional. En esta época, el envejecimiento de la sociedad japonesa hizo que el
gobierno se plantease nuevas estrategias para controlar los gastos sanitarios asociados.
Una de ellas era mejorar de la calidad de vida para reducir la incidencia de determinadas
enfermedades como diabetes, osteoporosis o enfermedades cardiovasculares (Arai,
2002). Entre 1984 y 1988, el Ministerio Japonés de Salud y Bienestar desarrolld dos
proyectos (Systematic Analysis and Development of Food Function y Analysis of
Body-Modulating Functions of Foods) en los que se recogia por primera vez el
concepto de “alimento funcional”. Se defini6 a los alimentos funcionales como aquéllos
que eran disefiados y procesados para expresar las funciones relacionadas con la
prevencion y tratamiento de enfermedades y mecanismos de defensa del organismo.
Ademas se indicaba que estos alimentos deberian consumirse como parte de una dieta
basica, que los ingredientes utilizados debian ser convencionales y que en el etiquetado
deberia figurar la funcién concreta con la que se relacionaba el alimento (Kwak &

Jukes, 2001).

Durante estos mismos aflos se registrd6 un aumento de reacciones alérgicas
(dermatitis), asociadas con el consumo de arroz. Se puso en marcha un proyecto para
disefiar y producir un arroz hipoalergénico mediante la hidrolisis enzimatica de las
proteinas responsables. Es asi como aparece el primer producto aprobado como
“FOSHU” (Food for Specified Healt Use), el denominado “Fine Rice”. Esto hizo que en
1991 Japon estableciera el primer sistema de concesion de licencias para alimentos
FOSHU segun el cual, para que estos alimentos se consideren como tal, debian cumplir
una serie de requisitos, entre los que se consideraba prioritario el hecho de que se
demostrara cientificamente su efecto positivo en la salud, que fueran seguros, que no
supusieran una pérdida de los nutrientes habituales de ese alimento y sobre todo, que no
se considerasen una medicina, dejando claro que no podian entenderse como alimentos
funcionales ni capsulas ni pildoras, solamente alimentos (Kwak & Jukes, 2001). Para
aprobar un alimento FOSHU, se debia utilizar un ingrediente previamente aprobado por
el Ministerio de Salud y Bienestar y posteriormente, solicitar su utilizacion demostrando

cientificamente que el producto final poseia un efecto beneficioso sobre la salud. Asi se
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establecid por primera vez una regulacion para la comercializacion de alimentos

funcionales (Arai, 2002; Verschuren, 2002).

Los ingredientes funcionales para productos FOSHU se agruparon en 11
categorias: Fibra dietética — Oligosacaridos - Azucares alcoholes - Acidos grasos
poliinsaturados - Péptidos y proteinas - Glucésidos, isoprenoides y vitaminas -
Alcoholes y fenoles - Esteres de la colina - Bacterias acido-lacticas - Minerales — Otros
(Toshihiko, 1998) y se agruparon en funcién de su efecto fisioldgico: Modulacion de
condiciones gastrointestinales (fibra, oligosacéaridos, probidticos), nivel sérico de
colesterol (fitosteroles), tension arterial (péptidos bioactivos), absorcion de minerales y
salud Osea (soja, caseinatos, fructooligosacaridos), niveles de glucemia (fibra) o

triglicéridos (catequinas) (Nakai, Yasuoka, Kato, & Abe, 2010).

Al mismo tiempo que en Japon se definian los alimentos FOSHU, en EE. UU.
aparecieron los denominados ‘“alimentos nutraceuticos” definidos como aquellos
suplementos dietéticos que proporcionan una forma concentrada de un agente
presumiblemente bioactivo de un alimento, presentados en una matriz no alimenticia y
utilizados para incrementar la salud en dosis que exceden aquellas que pudieran ser
obtenidas del alimento normal (Zeisel, 1999) o “alimentos disenados”, definidos como
aquellos suplementados con ingredientes naturales ricos en sustancias capaces de
prevenir enfermedades. Este término se utiliza frecuentemente como sindnimo de

alimento funcional (Alvidrez-Morales, Gonzalez-Martinez, & Jiménez-Salas, 2002).

En 1989 surgieron en la Union Europea varios intentos por definir a un alimento
funcional. Asi aparece el término “Foods for Particular Nutritional Uses” (PARNUTS)
que se refiere a productos alimenticios que, debido a su especial composicion o proceso
de fabricacion se distinguen claramente de los productos alimenticios de consumo
corriente, que son adecuados para el objetivo nutritivo indicado y que se comercializan
de tal modo que se hace especial mencion a esta adecuacion. Dentro de él, se
establecieron cinco categorias: formulas infantiles y de continuacion (Directiva
91/321/EEC), alimentos basados en cereales, alimentos para recién nacidos (Directiva
96/5/EC), alimentos hipocaldricos (Directiva 96/8/EC) y alimentos con fines médicos

(Directiva 1999/21/EC) (Coppens, da Silva, & Pettman, 2006).
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En 1995, el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion del Reino Unido,
defini6 los alimentos funcionales como alimentos que tienen un ingrediente adicionado
que proporcione algun beneficio fisico o médico especifico ademas del puramente
nutricional (Kwak & Jukes, 2001). Otras son mas sencillas como la de la Fundaciéon
IFIC (International Food Information Council) en 1995 (Roberfroid, 2002), “alimentos
que pueden dar beneficios para la salud mdas alla de una nutricion bdsica’, o mas
complejas como “alimentos en apariencia similares a los convencionales que se
pretende que se consuman como parte de una dieta normal, pero que han sido
modificados para servir a las funciones fisiologicas, mas alld de la provision de los

requerimientos nutricionales” (Bech-Larsen & Grunert, 2003).

Ante tal variedad de definiciones y con el fin de aunar conceptos, en 1996, un
equipo formado por expertos en nutricion y otras ciencias relacionadas, desarroll6 la
Accion Europea “Funtional Food Science in Europe” (FUFOSE), coordinada por el
International Life Sciences Institute (ILSI). En ella se alcanzé el primer consenso
cientifico para Alimentos Funcionales (Diplock, Ashwell, Bornet, Fern, & Roberfroid,

1999).

“Un alimento puede ser denominado como alimento funcional si se demuestra
satisfactoriamente que afecta de forma beneficiosa a una o mds funciones del
organismo, mas alld de los efectos nutricionales propios, de manera que sea relevante
para ellos mejorar el estado de salud y/o disminuir el riesgo de enfermedad. Un
alimento funcional debe seguir siendo un alimento y debe demostrar sus efectos en
cantidades que de forma normal se espera sea consumido en la dieta: no es una

pastilla o una cdapsula sino parte de un patron normal de alimentacion”.

Asi mismo se establecieron por consenso las caracteristicas que deberian tener los

alimentos para poderse considerar como funcionales:

- Ser un alimento convencional o que se consume como parte de una dieta

normal/habitual.

- El ingrediente puede estar presente en concentraciones no habituales o en

alimentos que de forma natural carecen de ellos.
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- Tener un efecto positivo sobre determinadas funciones ademas de su valor

nutritivo.
- Estar autorizado y poseer proclamas alimentarias con base cientifica.

- Mejorar el bienestar y la salud y/o reducir el riesgo de padecer enfermedades,
mejorando la calidad de vida y afectando positivamente en la forma fisica,

psicolodgica y en la conducta.

Posteriormente, se ha propuesto afiadir una mas, la de que se pueda mantener en

almacenamiento como un alimento convencional (Kwak & Jukes, 2001).

Poco después, en 1999, la Asociacion Americana de Dietética considerd también
como alimentos funcionales los enteros, siempre que fueran consumidos como parte de
una dieta variada y en las cantidades habituales (Katan & De Roos, 2004). Dentro de
estos alimentos enteros son citados como ejemplos frutas y vegetales. Esta definicién no
deja clara una demarcacion entre funcionales y otro tipo de alimentos, ya que desde este
punto de vista, todos los alimentos tienen o pueden tener efecto beneficioso sobre la
salud; por ejemplo, el agua podria ser un alimento funcional, ya que su ingesta en
cantidades elevadas ayuda a prevenir enfermedades como la cistitis (Katan & De Roos,

2004).

A pesar de este consenso, han seguido apareciendo nuevas definiciones como la de
Doyon y Labrecque (2008): un alimento funcional es, o se parece a un alimento
convencional, forma parte de una dieta normal y es consumido regularmente en
cantidades normales pero, ademas de cumplir sus funciones nutricionales bdsicas, tiene
que proporcionar beneficios para la salud asi como reducir el riesgo de enfermedades.

(Sera ésta la definitiva?
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1.1.3. Declaraciones de salud

Tampoco ha existido un acuerdo unanime sobre lo que se puede considerar una
declaracion de salud y esto si que es importante, ya que la diferencia de criterios
existente entre los diferentes paises conduce al consumidor a equivocos. La definicion
mas aceptada ha sido la establecida por el Codex Alimentarius en 1991, que considera
las declaraciones de salud como cualquier representacion que afirme, sugiera o implique
que un alimento tiene ciertas caracteristicas relacionadas con su origen, propiedades
nutricionales, naturaleza, produccion, procesado, composicion o cualquier otra cualidad

(Diplock, Ashwell, Bornet, Fern, & Roberfroid, 1999).

Es en el etiquetado donde se encuentran las mayores dificultades a la hora de
alegar si el producto es un alimento funcional o, por ejemplo, un producto dietético. De
hecho, durante la década de los 90 se produjeron en Estados Unidos tres importantes
cambios legislativos en este sentido. El primero de ellos fue el Nutrition Labeling and
Education Act (NLEA) (Public Law 101-535, 1990) donde se establecieron
regulaciones aprobadas por la FDA, por las que los alimentos debian presentar un
etiquetado nutricional cuando estuviera probado cientificamente el efecto que declara
(Milner, 2000). Posteriormente, el Dietary Supplement Health and Education Act
(DSHEA) de 1994, establecio una definicion formal de suplementos dietéticos (Kaushik
& Kaushik, 2010) que les separa por completo de los aditivos alimentarios, de tal forma
que sus declaraciones de salud no tenian por qué ser aprobadas por la FDA (Milner,
2000). Aun asi, su etiqueta debia llevar escrito que la declaraciéon usada no ha sido
aprobada por la FDA. El tercero fue el FDA Modernization Act (FDAMA) (1997) por
el que se autoriza a los fabricantes un proceso acelerado para usar declaraciones de
salud si éstas estan basadas en declaraciones reales, publicadas y autorizadas por los
cuerpos cientificos federales preestablecidos. En este ambito, en 1999 aparecio la
primera declaracion autorizada por la FDAMA que relacionaba los granos de cereales y

la disminucién del riesgo de enfermedades coronarias y cancer (ADA Reports, 2004).

En la Unién Europea el primer y mas importante paso fue, sin duda, la creacion
de la Accion Concertada FUFOSE (European Commission Community Research,
2000). Su objetivo fundamental era establecer un enfoque cientifico sobre las pruebas

que se necesitan para respaldar el desarrollo de productos funcionales. La posicion que
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defendi6 el informe es que “los alimentos funcionales deben presentarse en forma de
alimentos normales y que se deben demostrar sus efectos en las cantidades que
normalmente se consumirian en la dieta. Un alimento funcional puede ser un alimento
natural, un alimento al que se ha afiadido un componente, o un alimento al que se le ha
quitado un componente mediante medios tecnoldgicos o bioldgicos. También puede
tratarse de un alimento en el que se ha modificado la naturaleza de uno o mas de sus
componentes, o en el que se ha modificado su biodisponibilidad o cualquier
combinacion de estas posibilidades. Un alimento funcional puede estar destinado a toda
la poblacién o a grupos determinados que se pueden definir, por ejemplo, segiin su edad
0 su constitucion genética. Asi mismo, el proyecto FUFOSE se centr6 en seis areas de
salud: crecimiento, desarrollo y diferenciacion, metabolismo, defensa contra especies
oxidativas reactivas, alimentos funcionales y el sistema cardiovascular, fisiologia y

funcion gastrointestinal, y los efectos de los alimentos en el comportamiento.

En el informe FUFOSE, y basandose en la clasificacion que en 1997 establecio
el Codex Alimentarius, se describieron cuatro categorias diferentes de declaraciones

(Diplock, Ashwell, Bornet, Fern, & Roberfroid, 1999):

1. Relacionadas con las guias dietéticas. Estas no pueden contener informacién
que relacionen alimentos con enfermedades o condiciones de salud. Estas
declaraciones se centran en patrones generales de ingestas de alimentos de
forma sana y equilibrada, tales como dietas bajas en grasas saturadas o
elevadas en fibra. Frecuentemente hacen referencia a alimentos como frutas

y verduras.

2. Relacionadas con el contenido en nutrientes: hacen referencia al contenido

de algun nutriente usando expresiones como “fuente de”.

3. Declaraciones que comparan el contenido en nutrientes entre dos o mas
alimentos: un ejemplo seria que un alimento tiene bajo contenido en grasa y

alto en 4acido folico.

4. Aquellas que describen las funciones de un nutriente, por ejemplo que un

alimento que tuviese un alto contenido en acido folico consumido por
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mujeres gestantes, disminuiria el riesgo de defectos del tubo neural en los

fetos.

La Accion Concertada de la UE apoyaba ademds dos tipos bdasicos de
declaraciones de salud que deberian ser siempre validas en el contexto de una dieta

global:

TIPO A: Declaraciones de "funciones de mejora" asociadas a determinadas
funciones fisiologicas y psicologicas y a actividades bioldgicas que van mas alla de su
papel establecido en el crecimiento, el desarrollo y otras funciones normales del cuerpo.
Por ejemplo “algunos oligosacaridos no digestibles mejoran el crecimiento de la flora

bacteriana intestinal; la cafeina puede mejorar el rendimiento cognitivo”.

TIPO B: Declaraciones de "reduccion de riesgo de enfermedades", que se
asocian al consumo de un alimento o de sus componentes para ayudar a reducir el riesgo
de padecer una determinada enfermedad o afeccion, gracias a los nutrientes especificos
que contenga o no contenga dicho alimento. Algin ejemplo seria “el folato puede
reducir el riesgo de que una mujer tenga un hijo con defectos del tubo neural” y “una

ingesta adecuada de calcio puede ayudar a reducir el riesgo posterior de osteoporosis”.

Para poner en practica las conclusiones y principios del programa FUFOSE se
desarrolld una nueva Accidon Concertada de la Comision Europea, (Process for the
Assessment of Scientific Support for Claims on Foods, PASSCLAIM QLK1-2000-B6)
contemplada dentro del 5° Programa Marco (2000-2005) (ILSI Europe, 2010).
PASSCLAIM tuvo como objetivo resolver los temas relativos a validacion y
verificacion cientifica de declaraciones generando en el consumidor una mayor

confianza sobre estos alimentos.

El PASSCLAIM establecio criterios comunes para evaluar la confirmacion
cientifica de las declaraciones de salud y proporcionar la base para la preparacion de
informes cientificos que respalden dichas declaraciones. Parti6 del principio de que las
declaraciones "funciones de mejora" y las de "reduccion de riego de enfermedades"
deberian basarse en estudios bien planificados, mediante el uso de biomarcadores
adecuadamente identificados, caracterizados y validados. Sin embargo, los resultados de

esta accion no llegaron a implementarse de forma consistente y asi, en el afio 2003 este
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mismo organismo publico una propuesta (Propuesta COM/2003/0424) para una nueva
regulacion referente a las declaraciones nutricionales y de salud en alimentos y

suplementos dietéticos.

En el afio 2002, la FDA clasific6 las declaraciones de salud en 4 categorias. En
la primera de ellas (categoria A) figura el nivel mas alto de evidencias cientificas. En la
segunda entrarian aquellas cuyo nivel cientifico sea moderado, como por ejemplo:
“...aunque hay evidencias cientificas soportando esta declaracion, no son
concluyentes.” El nivel C y D corresponderian a niveles bajos o muy bajos de evidencia

cientifica (ADA Reports, 2004).

En las mismas fechas, China dio un paso adelante en este tema ya que el
Ministerio de Salud Publica otorgd un sello a aquellos alimentos funcionales aprobados
legalmente. En este pais estos alimentos estdn clasificados segin las funciones

metabdlicas con las que se relacionan (Arai, 2002).

Con el fin de establecer directrices comunes hacia el uso de declaraciones de
salud en el etiquetado y comercio de dichos alimentos, en 2006 el Parlamento Europeo
emiti6 el Reglamento (CE) n° 1924/2006. En él, se armonizan las disposiciones legales,
reglamentarias o administrativas de los Estados miembros relativas a las declaraciones
nutricionales y de propiedades saludables, con el fin de garantizar un funcionamiento
eficaz del mercado interior a la vez que se proporciona un elevado nivel de proteccion
de los consumidores. Dicho Reglamento se aplicara a las declaraciones nutricionales y
de propiedades saludables efectuadas en las comunicaciones comerciales, ya sea en el
etiquetado, la presentacion o la publicidad de los alimentos que se suministren como

tales al consumidor final.

En este Reglamento, se define “Declaracion” como cualquier mensaje o
representacion que no sea obligatorio con arreglo a la legislacion comunitaria o
nacional, incluida cualquier forma de representacion pictorica, grdfica o simbolica, que
afirme, sugiera o dé a entender que un alimento posee unas caracteristicas especificas.

Asi mismo, se contemplan las siguientes definiciones:
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- “Declaracion nutricional”: cualquier declaracion que afirme, sugiera o dé a
entender que un alimento posee propiedades nutricionales beneficiosas

especificas.

- “Declaracion de propiedades saludables™ se entendera por tal, cualquier
declaracion que afirme, sugiera o dé a entender que existe una relacion entre una

categoria de alimentos, un alimento o uno de sus constituyentes y la salud.

- “Declaracion de reduccion del riesgo de enfermedad”: cualquier declaracion
que afirme, sugiera o dé a entender que el consumo de una categoria de
alimentos, un alimento o uno de sus constituyentes reduce significativamente un

factor de riesgo de aparicion de una enfermedad humana.

En su articulo 13, el Reglamento establece las bases para la autorizacion de
declaraciones de salud; asi, se indica que para establecer una declaracion de salud serd
necesario demostrar, con fundamento cientifico, en qué medida el efecto declarado es
beneficioso para la salud humana al haberse establecido una relacion causa-efecto entre
el consumo del alimento y el efecto declarado. También sera necesario indicar qué
cantidad de alimento y cual es el patron de consumo requerido para alcanzar el efecto
saludable y que pueda alcanzarse razonablemente, como parte de una dieta equilibrada,

haciéndose constar, por ultimo, el grupo especifico en el que se realizo el estudio.

Segun este Reglamento, las declaraciones nutricionales y de propiedades
saludables no deberan ser falsas, ambiguas o enganiosas, ni dar lugar a tener dudas sobre
la seguridad y/o adecuacion nutricional de otros alimentos. Tampoco pueden fomentar
el consumo excesivo de un alimento. Por otra parte, deja claro que una dieta equilibrada
puede proporcionar cantidades adecuadas de un nutriente, con lo que una declaracién no
puede afirmar o ni si quiera sugerir lo contrario. De la misma manera, no pueden
referirse a cambios en las funciones corporales. En el Anexo de dicho Reglamento se
recogen las declaraciones nutricionales aprobadas, asi como las condiciones que se les

aplica.

El apoyo cientifico para las demandas potenciales para la salud esta siendo

evaluada por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), pero la

34



consideraciéon de otros aspectos y la decision final de aceptar o rechazar una
reclamacion corresponde a la Comision Europea. La lista definitiva de declaraciones de
propiedades saludables debia haberse publicado a principios de 2010, pero el trabajo se
ha retrasado, publicindose declaraciones por lotes. El primer lote de declaraciones
referentes Articulo 13 del citado Reglamento (Declaraciones de propiedades saludables
distintas de las relativas a la reduccion del riesgo de enfermedad y al desarrollo y la
salud de los nifios) se publico en Octubre del 2009 (Bech-Larsen & Scholderer, 2007;
Buttriss & Benelam, 2010 ).

En 2007, la FDA/CFSAN (Food and Drugs Administration’s Center for Food
Safety and Applied Nutrition) agrupa las declaraciones de salud en cuatro categorias

siendo las tres primeras muy similares a las establecidas en el informe FUFOSE.
1. Declaraciones relacionadas con las guias dietéticas.
2. Declaraciones relacionadas con el contenido en nutrientes
3. Declaraciones sobre la estructura o la funcion en el organismo

4. Declaraciones de salud relacionadas con la disminucion del riesgo de padecer

enfermedades.

Asi mismo, se establece que las declaraciones de salud no pueden hacer
referencia al tratamiento o cura de enfermedades. Si las declaraciones se refieren a
tratamientos de enfermedades, los productos donde se encuentran estas declaraciones se

consideran medicamentos y no alimentos (Lupton, 2009).

A pesar del esfuerzo llevado a cabo tanto por administraciones como por
cientificos de todos los paises, el debate sobre las declaraciones de salud sigue abierto y
se debera seguir tratando hasta llegar a un punto en el que todos estén de acuerdo, de
forma que la informacion y los beneficios de estos alimentos puedan llegar a todos los

consumidores.

La Tabla 1 recoge los principales organismos encargados de la legislacion sobre

alimentos funcionales (Kaushik & Kaushik, 2010).
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COUNTRIES

FUNCTIONAL FOODS/

NUTRACEUTICALS
STATUS

LEGISLATIVE

BODIES

UNITED STATES

EUROPEAN UNION

JAPAN

CHINA

CANADA

AUTRALIA & NEW
ZEALAND

BRAZIL

INDIA

Functional Foods/Dietary
supplements

Food supplements

FOSHU products

Health foods

Functional Foods /Natural
Health
Products

Functional

foods/Nutraceuticals

Functional
foods/Nutraceuticals

Functional
foods/Nutraceuticals

FDA regulates under the
authority of two laws:

- FD&C Act 1938 for food
additives.

- DSHEA 1994 for dietary
supplements.

EFSA (European Food
standard Authority)
MHLW (Ministry of
Health Labor and Welfare)
SFDA (State Food and
Drug Administration)
Health Food
Directorate/Natural Health
Product Directorate
FSANZ (joint food std.
Australia and New
Zealand)

ANVISA (National
Sanitary Surveillance
Agency)

Two Act regulates this
category:

- Drugs and Cosmetics
Act.(1940)

- Food Safety and
Standard Act. (2006)

Table 1. Legislative bodies related to functional foods globally. (Kaushik & Kaushik,

2010).

Son muchas las industrias de alimentos que, aprovechando el vacio legal

existente, juegan con la ambigiiedad de los reclamos publicitarios para anunciar sus

productos con supuestas propiedades beneficiosas sin tener un aval cientifico que las

garantice. Por ello, y para frenar esta situacion, se ha puesto en marcha el programa

Bioclaims, dirigido a establecer un sistema de control que garantice la veracidad de los

mensajes publicitarios en el campo de los productos alimentarios. Este programa,
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financiado por la Comision Europea con seis millones de euros estd orientado a la
busqueda de nuevos biomarcadores en los alimentos que certifiquen sus propiedades
saludables y tendra entre sus principales objetivos atajar la publicidad engafiosa de los
productos con supuestas propiedades beneficiosas para la salud. Bioclaims ha
comenzado a actuar este mismo afio y servird de base para remodelar la Legislacion
Europea sobre declaraciones de salud en los alimentos, prevista para el 2014,
coincidiendo con la finalizacién del proyecto. De este modo, los anuncios de alimentos
saludables s6lo podran volver a ser emitidos si sus afirmaciones estan sustentadas en
una evidencia cientifica rigurosa, acreditada por el Panel de Nutricion de la Autoridad

Europea en Seguridad Alimentaria.

1.1.4. Actitud de los consumidores frente a alimentos funcionales

Actualmente, tanto expertos como consumidores aceptan ya abiertamente una
conexion tan cerrada entre nutricion y salud que ha hecho aparecer cambios en los
habitos alimenticios. De hecho, los consumidores muestran una conciencia cada vez
mas saludable, han asimilado de una forma rapida que es mejor “prevenir antes que
curar” y hay un creciente conocimiento de que nuestra perspectiva de salud, bienestar y

longevidad esta relacionada con la composicion de los alimentos que comemos.

Como respuesta a esta demanda, la industria alimentaria ha centrado sus
investigaciones en el desarrollo de nuevos alimentos (Kwak & Jukes, 2001). En los
ultimos afos, se ha desarrollado un mercado de alimentos funcionales, que ya en 2003
se estim6 alrededor de 33 billones de dolares, correspondiendo 2 de ellos a alimentos
producidos en Europa y el resto en paises como Estados Unidos y Japdn, todos ellos
contribuyen a mas del 90% de las ventas globales (Benkouider, 2004). Dentro del
mercado europeo Alemania, Francia, Reino Unido y Holanda se encuentran a la cabeza
(Mékinen-Aakula, 2006). En 2006, los alimentos funcionales representaba en Espaiia el
17% del total del sector alimentario, pudiendo aumentar, segin las previsiones hasta el

40% en 2020 (Ménar, 2007).

La actitud de los consumidores frente los alimentos funcionales esta
condicionada por distintos factores, como los demograficos o los cognitivos (Verbeke,

2005). Asi, algunos estudios (Beardsworth, Bryman, Keil, Goode, Haslam, &
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Lancashire, 2002; Verbeke & Vackier, 2004) muestran que las mujeres son mas
receptivas a todo aquello relacionado con la salud y la alimentacion. Asi mismo, se ha
observado que las mujeres con un nivel de estudios medio-alto y con edades
comprendidas entre 45-75, no tienen problemas para introducir en su dieta alimentos
funcionales. Sin embargo, los hombres poseen un punto de vista de la alimentacion mas
tradicional (IFIC 1999). Esta tendencia no se produce de la misma forma en todos los
paises, siendo este hecho el que marca su incidencia o su mayor o menor presencia en el

mercado.

En 2007, Urala y Léhteenméki realizaron un estudio sobre la actitud de los
consumidores frente a los alimentos funcionales y para ello, utilizaron tres parametros
diferentes: beneficios asociados al consumo de alimentos funcionales, necesidad de
alimentos funcionales y la confianza en los alimentos funcionales. Los resultados
mostraron que tanto hombres como mujeres presentaban las mismas actitudes frente a
los alimentos funcionales y que practicamente no existian diferencias entre los grupos
de edad y educacion. Existen también estudios orientados a conocer la opinion del
consumidor sobre si mismo cuando incluye alimentos funcionales en su dieta. Se ha
podido comprobar que aquellas personas que incluyen en sus compras este tipo de
alimentos se ven como innovadoras y mas disciplinadas que los consumidores de
alimentos convencionales (Saher, Arvola, Lindeman, & Léahteenmaiki, 2004; Urala &
Lihteenméki, 2007). Sin embargo, hay que tener en cuenta que los consumidores no
desean productos nuevos que aunque les aporten algun beneficio para la salud, tengan
sabores o texturas diferentes o poco apetecibles (Arboleya, Lasa, Olabarrieta, &

Martinez de Maraiion, 2010).

Todos estos estudios muestran que la eleccion de alimentos funcionales por
parte de los consumidores no es incondicional y que su opinidon debe tenerse muy en
cuenta a la hora de su disefio y desarrollo a nivel industrial. Actualmente, numerosas
empresas prestan especial atencién a esta opiniébn y conjuntamente con equipos de
investigacion realizan el disefio y desarrollo de nuevos productos (Sird, Kapolnab,

Képolnac, & Lugasi, 2008).
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1.1.5.Disefio y desarrollo de alimentos funcionales

Cuando se plantea el disefio de un alimento funcional es imprescindible tener en

cuenta tres aspectos fundamentales (Palou & Serra, 2000):

1. Es importante conocer perfectamente el componente con el que vamos a trabajar
(adicionar, eliminar o modificar), tanto desde el punto de vista quimico como
bioldgico (estructura, reactividad, estabilidad) y establecer exactamente qué

papel juega en el organismo.

2. Disefo y produccion del alimento funcional. Se han desarrollado diferentes

estrategias (Palou & Serra, 2000; Ashwell, 2002):

a) Eliminacion de algiin componente que se encuentre de forma natural en
el alimento pero que puede causar algin perjuicio al consumidor, por

ejemplo grasa, proteinas del gluten o colesterol.

b) Adiciéon o modificacion de la cantidad de un componente presente en el
alimento. Un ejemplo claro de este caso seria la adicion de calcio a la

leche o de acido folico a los cereales de desayuno.

c¢) Sustitucion de un componente por otro. Hablariamos de los sustitutos de
grasa o azlcar en los alimentos hipocaldricos o de sal comtin en los

hiposddicos.

d) Alteracion de la biodisponibilidad. Un ejemplo muy claro de este grupo
son los fitosteroles cuya similitud estructural hace que se absorban en

lugar del colesterol y disminuya, en consecuencia, su biodisponibilidad.

3. Caracterizacion de biomarcadores: Serd necesario encontrar biomarcadores
especificos que sean validos, especificos, reproducibles y sensibles que permitan
seguir o comprobar el efecto del componente funcional, teniendo en cuanta que

debe ser fisiologica y estadisticamente significativo.
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Son muchos los investigadores que centran en la actualidad sus estudios en la
identificacion, caracterizacion y posterior validacion de estos marcadores ya que de su

efectividad dependeran posteriormente las declaraciones de la salud (Roberfroid, 2002).

El primer paso es encontrar un biomarcador que pueda ser usado in vitro para
simular la situacién que se produciria in vivo. Para ello, es imprescindible cuantificar
una molécula en particular como marcador, lo cual no es tarea facil y, después, habria

que cuantificar su actividad mediante estudios a nivel celular.

En la actualidad, las técnicas “Omicas” (transcriptdmica, protedmica y
metabolomica) se han convertido en herramientas muy importantes para entender mas
claramente los mecanismos bioquimicos que determinan coémo funcionan las rutas

metabdlicas a nivel celular con la presencia de los compuestos estudiados (Arola, 2010).

Para que un marcador pueda considerarse efectivo, debe tener una respuesta
correcta en las pruebas clinicas y dietéticas que se realicen; debe ser coherente con la
epidemiologia; tener una correcta respuesta en estados de enfermedades hereditarias y
plausabilidad del mecanismo. Por ello, sélo algunos de los marcadores propuestos,

llegan a ser aceptados como tales.

Algunos ejemplos clasicos de marcadores serian la presion sanguinea y los
niveles de colesterol sanguineo en enfermedades cardiovasculares; la frecuencia de
fractura y el contenido mineral para enfermedades relacionadas con el sistema Oseo
(osteoporosis); el indice de masa corporal se usa como biomarcador de la obesidad y las

pruebas de tolerancia a la glucosa para la diabetes (Verschuren, 2002).

En la Tabla 2 se muestran algunos ejemplos de alimentos funcionales que se

comercializan.
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COMERCIAL

NAME/BRAND

DESCRIPTION

INTRODUCCION

MANUFACTURER

COUNTRY

Actimel

Activia

Hellus

ProViva

Snack Fibra

Vitality

Becel-proactive

Vifit

Y akult

La Viva

Jeunesse

Couscous bienetre

Greenwood wine
jam

Digestao facil
Optivita

Chocolate
Weetabix

Adobados bienstar

Probiotic yogurt drink
with L. casei Imunitass®

Creamy yogurt with
Bifidus A ctiRegularis®
Daily product with
Lactobacillus fermentum
ME-3
Refreshing drink of fresh
fruit and yogurt
containing Lactobacillus
plantarum

Snacks with natural fiber,
minerals and vitamins

Pre and probiotics and n-
3 enriched yogurt
Margarine enriched with
sterols

Liquid yogurt enriched
with probiotics
Liquid yogurt enriched
with L.casei
Vitamins enriched
cookies

Chocolate with
antioxidant poliphenols

Couscous enriched with
iron, fiber and
magnesium

Poliphenols enriched jam

Vitamin D and n-3
enriched milk

Cereals enriched with
vitamins and betaglucan

Vitamins enriched
cereals bars

Marinated loin “low in
salt”

Danone

Danone

Tallinna
Piimatdostuse AS

Skéne mejerier

Celiglieta

Miiller
Unilever
Stidmilch

Yakult

Bahlsen

New Tree

Tipiak

Kato Sangyo

Lactogal

Kellogg's

Weetabix Food C°.

El Pozo

France

France

Estonia

Sweden

Spain
Germany
Spain

Germany

The
Netherlands

Germany
and Austria

Belgium

France

Japan

Portugal

EE.UU.

United
Kingdom

Spain

Table 2. Comercial functional foods.
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1.1.6. Las vitaminas como ingrediente funcional

Las vitaminas son sustancias organicas imprescindibles en los procesos
metabdlicos que tienen lugar en los seres vivos. Cada vitamina posee su propia funcion
en el organismo y no puede sustituirse por ninguna otra sustancia. Como el organismo

no es capaz de sintetizarlas, se deben adquirir a través de la alimentacion.

Desde la antigiiedad las vitaminas han estado ligadas a la salud ayudando, sin
saberlo, a la prevencion o mejora de enfermedades. Un ejemplo de ello es el consumo
de higado que se recomendaba a personas que tenian ceguera nocturna o el zumo de
lima utilizado ya en el siglo XVII por la Armada Britanica para combatir el escorbuto.
Sin embargo, no es hasta 1912 cuando se establece la necesidad de su ingesta: fue
Casimir Funk quien aislé por primera vez a partir de cascarilla de arroz, una amina que
prevenia o disminuia los sintomas del beriberi. A esta amina, por su funcioén
determinante en esta enfermedad se la denomind vitamina (esencial para la vida) y fue
en concreto, la vitamina B;. A partir de entonces se aislaron y determinaron las
estructuras del resto de vitaminas que conocemos actualmente y que se fueron

nombrando por orden alfabético (Nelson & Cox, 2005).

La malnutricién debida a la carencia de vitaminas fue ya reconocida en 1992 en
una conferencia internacional de la FAO/WHO. A partir de este momento se
desarrollaron programas en muchos paises para enriquecer alimentos. Un ejemplo
podria ser el programa de fortificacion mejicano LICONSA: En 1999, la Mexican
National Nutrition Survey declaré que alrededor del 50% de los nifios entre 1 y 2 afios
presentaban anemia debida a la deficiencia de hierro en la dieta. Como respuesta a esto,
se desarroll6 este programa con el fin de fortificar la leche con hierro, cinc, acido folico
y vitamina C el cual ayud6 a producir un descenso del 25% en la incidencia de esta

enfermedad en tan s6lo 6 meses (Shamah & Villalpando, 2006).

Las cantidades diarias recomendadas varian dependiendo del tipo de vitamina y
grupos de poblacion y serd mayor para aquellos grupos considerados de riesgo, como

mujeres embarazadas, ancianos o nifios.

La pérdida de vitaminas es inherente al procesado de alimentos. En términos

generales, se puede decir que a mayor intensidad del tratamiento de conservacion
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aplicado o mayores manipulaciones previas (recoleccion, pelado o recorte, procesado,
preparacion culinaria), la pérdida de vitaminas es mayor. Asi, por ejemplo, durante la
coccion, las pérdidas de vitaminas hidrosolubles se producen principalmente por
lixiviacion; hay otro porcentaje de pérdidas asociadas a separaciones fisicas (el pelado)
o durante la extrusion debido a la gran presion utilizada y a las condiciones de
temperatura y humedad. Ademas, hay otros muchos factores que afectan a la estabilidad

de las vitaminas, entre otros, la forma quimica en la que se encuentren.

Por todo ello y teniendo en cuenta que uno de los objetivos de la Tecnologia de
los Alimentos es ofrecer alimentos nutritivos, es muy importante el desarrollo y disefio
de alimentos ricos en vitaminas, cuyas concentraciones sean suficientes para cubrir las

necesidades diarias del organismo.

1.2. Acido félico

1.2.1. Antecedentes

Fue en 1931 cuando por primera vez se extrajo de la levadura de cerveza un
compuesto capaz de curar la enfermedad que conocemos hoy en dia como anemia
megaloblastica. Fue la primera enfermedad que respondia de forma positiva a un
tratamiento con acido folico. Sin embargo, no fue hasta doce afios después cuando
Stokstad y colaboradores identificaron el 4cido folico como tal (Hoffpauer & Bonnette,
1998) y en 1947 se sintetizd por primera vez en los laboratorios Lederle. A partir de
entonces, se iniciaron numerosos estudios encaminados a conocer la importancia del
acido folico en el organismo y la repercusion de su ingesta en la dieta (Rosenberg,

2005).

De forma natural, el acido folico se encuentra en pequefias cantidades mientras
que sus derivados, los folatos, se encuentran en concentraciones mucho mayores,
llegando a ser los que mayoritariamente se ingieren en el organismo a través de la dieta;
su principal fuente son los vegetales de hoja verde, de los que adquiere su nombre (del
latin, folium). Asi, el mayor aporte lo encontramos en verduras, como el brocoli, las
espinacas o las acelgas (aportan alrededor de 140 ug/100gr de producto). También se

encuentra en los frutos secos, donde destacamos los cacahuetes (110 ug/100gr) o las
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INTRODUCCION

almendras (96 ug/100gr) y en cantidades menores, en naranjas, limones, esparragos y
fresas. Un alimento con cantidades altas de acido folico es el higado (192 ug/100gr)
(Andujar, Moreiras-Varela, & Gil, 1994).

El 4cido folico es la forma sintética, la mas activa y se encuentra en estado
oxidado. Su estabilidad es mayor que la de los folatos por lo que es la forma que
habitualmente se utiliza para la fortificacion de alimentos. Es muy importante
diferenciar entre uno y otros ya que la biodisponibilidad del acido foélico duplica

préacticamente la de los folatos.

Para encontrar dosis de 4cido folico similares a las de los folatos hay que recurrir
a los alimentos fortificados como los cereales de desayuno, los cuales pueden alcanzar
hasta el 100% de la cantidad diaria recomendada (CDR). En el caso de personas adultas,
se recomienda un aporte diario de unos 400 ug de acido folico, 600ug/dia para mujeres

gestantes y unos 500 ug/dia para mujeres en periodo de lactacion (OMS, 2006).

1.2.2. Estructura, Bioquimica y Metabolismo

El acido folico (4cido pteroilmonoglutdmico) es una vitamina hidrosoluble

esencial perteneciente al grupo B cuyo peso molecular es 441.,4.

- 0 COOH
I |
/ NH [ C—NH — (IIH
CH,
I
CH,
I
COOH
4 ¢ ¢ ¢ \
pteridina dcido p-aminobenzoico dcido glutamico
4 4
acido pteroilglutamico (acido folico)
Formula bruta: C1gH190gN7
Peso molecular: 441

Figure 1. Folic acid structure. (Varela-Moreiras, Aperte, & Prieto, 2000).
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INTRODUCCION

Estructuralmente est4 constituido por el anillo biciclico de la pteridina conjugada
al acido p-aminobenzdico por un enlace metileno (C9-N10) el cual, a su vez, esta unido

a una molécula de 4cido glutamico (monoglutamato) mediante un enlace peptidico.

Folato es el término que se utiliza de forma genérica para referirse a una familia
de vitaminas hidrosolubles del grupo B que tienen estructura y propiedades
nutricionales similares a las del acido folico. Estructuralmente, los folatos se diferencian
del acido folico en que el anillo de pteridina estd en forma reducida y hay mas de una
molécula de glutamico, es decir, son poliglutamatos en los que las moléculas de
glutdmico estan unidas unas a otras directamente mediante enlaces y-glutamilo. Los mas
frecuentes en el organismo son los mono, penta y hexaglutamatos. Unos de otros se
diferencian en el nimero de moléculas de acido glutamico y en el estado de oxidacion.
Si el anillo de pteridina se encuentra reducido en las posiciones N7 y N8, se forman los
dihidrofolatos (DHF) y si lo esta en las posiciones N5, N7, N8 y N10, se forman los
tetrahidrofolatos (THF). Estos THF, a su vez, son capaces de aceptar unidades metilo
(un solo carbono) que se fijan en las posiciones 5 y 10 o en ambas, dependiendo del

estado de oxidacion.

o o
N. N 10
HN)i j/\NH HN)j:SB/KNH
7 7,
N 8 N 8
HZN)\N N HgN)\N N
H H
o) NH O NH
: _H i
HOOG” ™ ""~COOH HOOC/\/<COO'

Figure 2. DHF and THF structure.

Su principal funcién es la de ser aceptores y donantes de unidades
monocarbonadas, fundamentalmente de grupos metilo. En este sentido, y como se vera
mas adelante, los THF portadores de un grupo metilo son esenciales para la sintesis de

algunos aminodcidos (metionina), de nucle6tidos, de ADN y ARN.
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Los folatos existen principalmente en dos formas: como 5-metiltetrahidrofolatos
(5-Me-THF), que es el mayoritario, y como formiltetrahidrofolatos (formil-THF). El 5-
Me-THF por oxidacién se transforma en 5-metil-5,6-dihidrofolato (5-Me-5,6-DHF)
siendo esta forma la que mds comunmente se encuentra. Durante el proceso de
digestion, el 5-Me-5,6-DHF se degrada rapidamente por ser mas inestable; el acido
ascorbico, secretado de forma activa en el estdmago desempefia un papel importante, ya
que salva la labilidad del 5-Me-5,6-DHF al reducirlo de nuevo a la forma estable 5-Me-
THEF. Este mecanismo es crucial para optimizar la biodisponibilidad de los folatos

(Lucock, 2000).

El mecanismo de absorcion de los folatos es complejo. Los folatos se encuentran
en los alimentos, en su gran mayoria (90%), en forma de poliglutamatos y asociados a
proteinas; es asi como se encuentran a nivel intracelular. El resto se encuentran como
monoglutamatos que son las formas extracelulares y en los que se transforman los
poliglutamatos por accion de las enzimas digestivas. La absorcion se realiza
principalmente en el yeyuno, aunque parte se absorbe también en el colon; ambas
absorciones han de tenerse en cuenta a la hora de calcular la biodisponibilidad total.
Para poder ser absorbidos, los poliglutamatos han de ser hidrolizados a monoglutamatos
a nivel intestinal. La pteroilpoliglutamato hidrolasa (y-glutamilhidrolasa o folato
conjugasa) presente en la membrana del “borde en cepillo” de las células intestinales es
la exopeptidasa que cataliza dicha reaccion (Wright, Dainty, & Finglas, 2007). Los
monoglutamatos formados son transportados al interior del enterocito por un proceso de
transporte activo que implica un intercambio i6nico a través de la membrana por un
gradiente de pH. El pH 6ptimo para dicho transporte es 5.8 (Fowler, 1998). Los folatos
son anidnicos al pH intraluminal y son intercambiados en la membrana por iones
hidroxilo (Lucock, 2000). Se han detectado en las membranas las denominadas
“proteinas ligantes de folatos” (FBP, folate binding proteins) que estan implicadas en
este transporte activo. Las FPB permiten la entrada en la célula a través de una vacuola
de la membrana; introduce los folatos en forma de monoglutamatos, se rompe
posteriormente la unién entre ambos, se libera el monoglutamato y vuelven a su
posicion original en la membrana (Lee, Shoda, Krall, Foster, Selhub, & Rosenberry,
1992). Sin embargo, a altas dosis, el mecanismo de absorcion es el transporte pasivo

(Fowler, 1998).
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INTRODUCCION

En general, los monoglutamatos son transferidos del interior del enterocito al
plasma sin sufrir modificaciones, excepto una parte que son reducidos y metilados a 5-
Me-THF, que es la forma en la que habitualmente se encuentra en el plasma. Difunden
por el torrente sanguineo hasta alcanzar diversos oOrganos, principalmente el higado
(Figura 3) donde los monoglutamatos se metabolizan siendo reducidos por la
dihidrofolato reductasa a DHF y THF y metilados posteriormente, formandose 5-Me-
THF que, cedido a la circulacion, alcanza los distintos tejidos, en especial aquellos que
muestran una gran division celular como la médula dsea, la mucosa gastrointestinal y el
sistema inmune. Se estima que entre un 10 y un 20% de los folatos absorbidos son

retenidos ahi (Gregory, 1995).
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Figure 3. Squematic representation of folic acid metabolism. (Massy, 1999).

El 5-Me-THF so6lo puede perder su grupo metilo cediéndolo a la homocisteina
para la sintesis de metionina, reaccion catalizada por la metionina sintetasa que requiere
de la vitamina B, para su actividad. El THF formado debe transformarse
posteriormente en un poliglutamato que es la forma mas activa del 4cido folico. Para
ello, tanto en el higado como en los tejidos extrahepaticos, existe una folilpoliglutamato
sintetasa que cataliza la transformacion hasta alcanzar entre 5 y 6 unidades de
glutdmico. Asi, en los tejidos se encuentran fundamentalmente los poliglutamatos

mientras que en sangre y orina, mayoritariamente los monoglutamatos.
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En cuanto al catabolismo y excrecion de los poliglutamatos, a nivel intracelular
la molécula sufre una rotura a nivel del enlace C9-N10 dando p-
aminobenzoilpoliglutamato, que es hidrolizado a monoglutamato y finalmente N-
acetilado antes de excretarse por via renal. El folato excretado como tal, se reabsorbe en
su totalidad en el tibulo proximal. También puede excretarse via biliar o por las heces,
siendo muy dificil cuantificar las pérdidas del folato correspondientes a la microflora

intestinal (Mataix Verdu & Ochoa Herrera, 2002).

El 30-40% de los folatos se encuentran en el plasma sanguineo parcialmente
unidos a proteinas ligantes de baja afinidad, como la alblimina, a través de las cuales
son transportados. También aparecen ligados a la transferrina y la a2-macroglobulina.
Existen también proteinas ligantes de alta afinidad, las cuales aumentan en los estadios
de deficiencia de folico asociados al embarazo, leucemia, uremia o enfermedades
hepaticas; estas proteinas son similares a las ligantes de folato asociadas a las

membranas celulares (Lucock, 2000).

La afinidad de los transportadores varia dependiendo de la forma en la que se
encuentren los folatos. Asi, la PCFT (protein-coupled folate transporter), tiene mayor
afinidad por los folatos reducidos, mientras que las a y B-RF (reduce folate) tienen
mayor afinidad por el acido folico (Nygren-Babol, Sternesjo, Jagerstad, & Bjorck,
2005; Assaraf, 2006; Zhao, Matherly, & Goldman, 2009). Los niveles bajos o la
ausencia de PCFT provocan un déficit en el transporte de los folatos causando una
enfermedad, “malabsorcion hereditaria de folatos”, que puede ser grave (Qui, et al.,

2006).

Una de las funciones mas importantes del acido folico, en su forma reducida
(THF), y concretamente el 5-Me-THF, es actuar como coenzima en las reacciones de
transferencia de unidades de un carbono, de restos metilo (Wagner, 1995), haciendo

posibles reacciones como las siguientes (Figura 4):

1. Interconversion de serina y glicina. El THF es capaz de captar el grupo metilo de
la serina en reaccion reversible, dando lugar al 5,10-metilen-THF. Este es un
compuesto inestable que se degrada rapidamente a formaldehido y THF pero, no
obstante, participa en una serie de reacciones de gran relevancia como son las

que a continuacion se relacionan (Figura 4, sombreado en amarillo).
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2. Sintesis de pirimidinas. El 5,10-metilen-THF cede el grupo metileno y dos
electrones del anillo de la pteridina al deoxiuridilato (dAUMP) para la sintesis de
deoxitimidina monofosfato, lo que permite la sintesis de timidilato y de ADN.
En esta reaccion se genera DHF que debe reducirse posteriormente para producir
THF. La enzima que cataliza la reaccion es la dihidrofolato reductasa (DHFR) la
cual, en consecuencia, es un factor limitante de la sintesis de ADN (Figura 4,

sombreado en morado).

3. Sintesis de purinas. El 5,10-metilen-THF se transforma en el 10-formil-THF que
participa directamente en la sintesis de purinas. Este es quizas el papel mas
importante del &cido folico y sus derivados. El aminoimidazol-4-carboxamida
(AICAR) y el glicinamida ribonucleoétido reciben una unidad formilo del 10-
formil-THF y se desencadena una cascada de reacciones que conducen a la
formacion de 4cido inosinico, precursor de los nucleodticos puricos (Rosenblatt,

1995) (Figura 4, sombreado en 10jo).

4. Sintesis de metionina y S-adenosil-metionina. La metilacién de la homocisteina
es un proceso indispensable para la sintesis de metionina, uno de los
aminodcidos esenciales. El proceso se desencadena a partir del 5,10-metilen-
THEF, el cual puede reducirse a través de una reaccion reversible dando lugar a
5-Me-THEF. Este compuesto cede el grupo Me a la homocisteina para la sintesis
de metionina, reaccion catalizada por la metionina sintetasa (MS), enzima que
requiere de la vitamina B, para su actividad (Figura 4, sombreado en azul).
Cuando se produce una deficiencia de cobalamina, incluso habiendo suficientes
folatos y 5-Me-THF, se produce lo que se denomina “Folate-trap” ya que el 5-
Me-THF queda “atrapado” y no puede ni ser convertido a THF ni volver a la
forma 5,10-metilen-THF (Stranger, 2002). Cuando esto ocurre, el ciclo de
metilacion se reduce, con las consiguientes implicaciones metabolicas (Bailey &
Gregory, 1999) (Figura 5). La metionina puede volver a su vez a homocisteina,
generando THF; esta via es metabolicamente muy importante ya que se genera
S-adenosil metionina (SAM) que actia como donante de grupos metilo en gran
nimero de transmetilaciones catalizadas por las ADN metil transferasas
(DNMTs) implicadas en la sintesis de ADN, principalmente en la metilacion del

nucleodsido citosina-guanina (CpG) (Figura 6).
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syshtesis. Adapted from Lamprecht & Lipkin (2003).

5. Participacion indirecta en los procesos de oxidacion permitiendo la generacion de
compuestos reactivos al oxigeno (Figura 7). Esto se debe a que el 5-Me-THF
posee una estructura similar a la de la tetrahidrobiopterina (BH4), cofactor
esencial de la oxido-nitrico sintetasa endotelial (eNOS). Esta enzima tiene dos
maneras de actuar, bien uniéndose al 5-Me-THF o bien acopldndose a la BHy.
Cuando este cofactor se acopla a la sintetasa se produce 6xido nitrico (NO). Sin
embargo, debido al estrés oxidativo, este cofactor puede oxidarse formandose
BH,, compuesto inactivo, de forma que disminuye la formacion de NO vy
aumenta la generacion de especies reactivas al oxigeno, produciendo radicales

libres que pueden favorecer la aterogénesis.

En las ultimas décadas, el interés por la repercusion del 4cido folico y folatos en
la salud ha aumentado notablemente. En un principio, se centraba en su papel en la
prevencion de defectos del tubo neural como la espina bifida, pero en la actualidad, tras
el conocimiento de su implicaciéon metabdlica (ver apartado anterior) se ha relacionado
con otras muchas enfermedades relacionadas, la mayoria de ellas, con la transferencia
de grupos metilo y las reacciones que implican a la metionina y a la biosintesis de las
purinas y pirimidinas (Lucock, 2000; Van der Put, Van Straaten, Blom, & Trijbels,
2001; Caudill, 2004; Gregory, 2004; Wald, Wald, Morris, & Law, 2006).
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Figure 7. Folic acid and eNOS interaction. Adapted from Moens, Vrints, Claeys,
Timmermans, Champion, & Kass (2008).

1.2.3. Importancia del acido folico: prevencion de enfermedades.

1) Acido félico y anemia megaloblastica:

La anemia megaloblastica es una enfermedad hematoldgica caracterizada por la
aparicion de globulos rojos mas grandes de lo habitual, deformados o fragmentados. Es
una consecuencia de la ausencia de la vitamina B, y de 4cido folico/folatos en la dieta
y su influencia en la sintesis de ADN (Lucock, 2000; Stanger, 2002). Al coexistir la
sintesis defectuosa del ADN y la normal del ARN, células plasmaticas crecen de forma
anomala; en los eritrocitos se observa un aumento del tamano de la célula, del
citoplasma, en relacion con el tamafo nuclear, por lo que adoptan formas andémalas,
normalmente ovaladas. La formacion anémala de estas células (dispoyesis) provoca su
destruccion intramedular, origindndose hiperbilirrubinemia e hiperuricemia. Como estan
afectadas todas la lineas celulares, ademas de la anemia, el déficit de acido
folico/folatos puede desarrollar leucopenia y trombocitopenia, aunque suelen tardar mas

tiempo en aparecer.

Debido a la implicacion de los dos compuestos, a nivel clinico es dificil
distinguir entre una deficiencia en folatos o en cobalamina. Sin embargo, un tratamiento
con cobalamina hace que la situacion vuelva rapidamente a la normalidad, ya que
terminard con la inhibicidon, mientras que si se suministran folatos, éstos solo seran

convertidos a DHF y THF, los cuales seran utilizados para la division celular.
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Tratamientos con dosis altas de folatos, durante un tiempo prolongado s6lo enmascaran
la causa real de una anemia perniciosa debida a la falta de vitamina Bj, (Stranger,

2002).

El tratamiento para la anemia megalobléstica causada por una deficiencia de
folatos se basa en administrar una cantidad de 200 a 500 ug/d de acido f6lico. La
respuesta verifica el diagnostico, ya que una anemia producida por falta de cobalamina
no responde a dosis tan bajas de acido félico (Watkins, Whitehead, & Rosenblatt,
2009).

2) Acido félico y cancer:

Un estado deficiente de folatos puede reducir la disponibilidad de la S-
adenosilmetionina (SAM), necesaria para la metilacion de ADN y por lo tanto, podria
influir en la expresion genética. Este estado también puede dar lugar a una sintesis de
ADN anormal, basada en la no incorporaciéon de grupos uracilo, lo cual lleva a la
ruptura del cromosoma y a la interrupcion en la reparacion del ADN (Zhang, et al.,
1999). Estos ADN andmalos estdn asociados a la carcinogénesis (Maruti, Ulrich, &
White, 2009). Numerosos estudios apoyan este hecho. Por un lado, se ha visto que una
ingesta baja de folatos esta asociada a un riesgo alto de cancer de mama y de colon en
estudios epidemioldgicos, mas concretamente, en casos en los que se consumio alcohol,
ya que éste es un antagonista del acido folico (Zhang, et al., 1999; Slattery, Potter,
Samowitz, Schaffer, & Leppert, 1999). Pelucchi, et al., (2005) observaron que
combinando una ingesta alta de folatos en la dieta y un consumo de alcohol bajo, se
reducia el riesgo de padecer cancer de prostata hasta un 54%. En 2009, Maruti, Ulrich y
White observaron que las mujeres que habian consumido 1200 DFE/dia (Dietary folate
equivalents) tenia un 22% menos de riesgo de padecer cancer de mama que aquellas que
consumian menos folatos. Por otro lado, existen otro estudios con resultados contrarios
como el realizado por Hultdin, Van Guelpen, Bergh, Hallmans y Stattin (2005) quienes
no encontraron una relacion directa entre la ingesta de folatos y el cancer de prostata.
En 2008, Slatore, Littman, Au, Satia y White, realizaron un estudio de cohortes con
hombres y mujeres de edades comprendidas entre 50 y 76 afios para determinar la

influencia de la ingesta de varias vitaminas en la prevencion del cancer de pulmon. No
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encontraron evidencias de que el uso de multivitaminas, suplementos de vitamina C,

vitamina E o folatos estuvieran asociados con una baja incidencia de este tipo de cancer.

La utilizacion de agentes inhibidores de la hidrofolato reductasa (metotrexato o
el 5-fluorouracilo) ha recibido especial atencion en el tratamiento de cancer al bloquear
el paso de DHF a THF. La afinidad del metotrexato por la enzima es 10° veces mayor
que por el DHF. Como consecuencia, disminuye la biosintesis de purinas y pirimidinas
y por ultimo, de ADN, deteniendo la proliferacion de células neoplésicas (Stranger,

2002).

Sin embargo, existen evidencias de que la ingesta elevada de folatos puede
causar una paradojica aceleracion de la carcinogénesis en individuos que presentan
metastasis. Se debe a que las células neoplésicas, en su rapido crecimiento, requieren
altas cantidades de acido foélico para mantener la sintesis de timidina a un ritmo
necesario para satisfacer las mayores necesidades de ADN (Mason, 2009). Asi, en
aquellos individuos que presenten lesiones neoplésicas, la ingesta de acido folico

supone un riesgo adicional a la formacion de tumores.

3) Acido folico y enfermedades cardiovasculares:

El efecto que presenta el acido folico sobre los niveles de homocisteina es bien
conocido (Kim, 2004; Wen, et al., 2008). La hiperhomocisteinemia, encontrada en mas
de un 40% de individuos con enfermedades cerebro-cardiovasculares, coronarias o
periféricas puede considerarse como un factor de riesgo cardiovascular. Los niveles
elevados de homocisteina en sangre superiores a 100 umoles/L se consideran un factor
severo de riesgo cardiovascular, moderado si son entre 30-100 umoles/L y bajos entre
16-30 umoles/L (Murthy, Matta, Mondal, & McNamara, 2003). Estudios desarrollados
en este sentido han demostrado que la administracion oral de 0.5-5 mg diarios de acido
folico da como resultado una reduccion del 25-30% en la concentracion de
homocisteina (Bellamy, McDowell, Ramsey, Brownlee, Newcombe, & Lewis, 1999;
Chambers, Ueland, Obeid, Wrigley, Refsum, & Kooner, 2000; Carnicer, et al., 2007,
Moens, Vrints, Claeys, Timmermans, Champion, & Kass, 2008).

Sin embargo, la administracion de acido félico junto con vitaminas Be y Bz no

parece ser suficiente para reducir el riesgo de eventos cardiovasculares (Lonn, ef al.,
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2006). En 2008, Albert, et al., observaron que en mujeres con historial de enfermedades
cardiovasculares o con 3 o mas factores de riesgo, la administracion de 4cido félico,
vitaminas Bg y B2 no redujo los posibles factores de riesgo, aunque disminuyan los
niveles de homocisteina. También se ha relacionado un bajo consumo de acido félico,
con el riesgo de preeclampsia (Bodnar, Tang, Ness, Harger, & Roberts, 2006; Wen, et
al., 2008).

4) Acido félico y defectos del tubo neural (DTN):

La espina bifida y la anencefalia son las dos enfermedades mas comunes en el
feto asociadas a fallos en el cierre del tubo neural. Cuando se producen malformaciones
en la columna, “espina bifida”, la médula espinal queda al descubierto en la parte
inferior de la columna pudiendo producir paralisis parcial o total. Esta enfermedad
comienza a desarrollarse durante los dias 24-27 de embarazo, cuando la mujer, muchas
veces, desconoce su estado. Aunque la etiologia de estas enfermedades es muy
compleja, el papel del acido folico en la reduccion de los DTN esta bien establecido ya
que se han asociado a niveles altos de homocisteina, a factores genéticos que
condicionan la sintesis de enzimas implicadas en el ciclo de la metionina, a la sintesis

defectuosa del ADN y finalmente, a bajos niveles de vitamina Bj,.

Uno de los estudios mas representativos y que indujeron a recomendar el
consumo de acido félico en mujeres que planificaban su embarazo, fue el llevado a cabo
en 1991 por 33 centros de investigacion bajo los auspicios del Consejo Britanico de
Investigaciones Médicas. En ese estudio se suministr6 acido folico a mujeres que habian
tenido anteriormente un embarazo con DTN. Los resultados obtenidos mostraron que
con la ingesta pautada de acido folico antes y durante el embarazo, la recurrencia de
DTN disminuy6 el 72% frente al grupo que no lo habia consumido (Hoffpauer &
Bonnette, 1998).

En la actualidad, distintas organizaciones internacionales recomiendan aumentar
su presencia en la dieta, bien con el aporte de los alimentos que son ricos en folatos o
con alimentos enriquecidos. Asi, en Chile, es obligatoria la fortificaciéon de harinas con
acido folico en cantidades de 220 ug/100gr de harina. Desde 1998, en Estados Unidos
es obligatorio el enriquecimiento con acido folico en cereales y derivados. En 2001, en

E.E. U.U. se llevo a cabo un estudio sobre la incidencia de DTN después del consumo
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de alimentos fortificados observandose una disminucion del un 19% (Morales, 2002).
En la actualidad se recomienda una ingesta de acido f6lico, a modo de suplementos, de

400 ug diarios a las mujeres que estan planificando su embarazo (Rosenberg, 2005).

1.2.4. Estabilidad

El acido folico es un compuesto cristalino que en soluciéon desarrolla colores
entre naranja y amarillo seglin la concentracion. Tiene una solubilidad limitada en agua,
es insoluble en disolventes organicos y soluble en soluciones ligeramente acidas 6

alcalinas (Lund, 1994).

Aunque es un compuesto estable, su estabilidad puede modificarse por factores
como la temperatura, el pH, la radiacion ultravioleta (luz) o la presencia de agentes

prooxidantes.

La temperatura es uno de los pardmetros mas importantes a tener en cuenta. Su
efecto depende del tiempo de exposicion al calor. A pesar de que el dcido folico es mas
estable que sus derivados, los folatos, esta estabilidad se pierde a partir de los 148°C.
Vora, Riga, Dollimore y Alexander (2004) estudiaron la descomposicion térmica del
acido folico utilizando técnicas fluorimétricas, polarograficas y espectrofotométricas y
observaron que el acido folico se descompone en el rango 148-262°C y lo hace
siguiendo una secuencia de tres etapas, todas ellas endotérmicas. La primera de ellas,
supone la pérdida del 40% y esta relacionada con la pérdida total del agua, apareciendo
formas totalmente anhidras. La segunda etapa se alcanza a los 195°C y supone una
pérdida adicional del 8% observandose la separacion del acido glutdmico y en
consecuencia, la pérdida de funcionalidad. El 52% restante del 4cido folico se pierde a

partir de 200°C y supone la pirdlisis del compuesto.

Ottaway y Ottaway (2002) revisaron la estabilidad de vitaminas, entre ellas el
acido folico, durante el procesado de alimentos y describieron que en la leche
pasterizada, las pérdidas eran del 5%, del 20% durante los tratamientos UHT y del 30%
después de una esterilizacion hidrostatica. La leche UHT almacenada durante 3 meses,
puede llegar a registrar pérdidas de hasta el 50%. En el caso del huevo, se puede perder

hasta el 10% si se somete a una coccion, aumentando esta pérdida hasta el 30-35% tras
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la fritura. Asi mismo describen cémo en las espinacas, se pierde un 42% del acido folico
tras el blanqueado por vapor y hasta el 80% cuando se hace con agua. Sin embargo, en

congelacion, describen pérdidas del 30% después de 3 meses de almacenamiento.

Estudios realizados en legumbres ricas en acido folico (Vigna catjang L.)
(“judias de carilla”), han mostrado que las pérdidas comienzan a producirse a
temperaturas superiores a 80°C y, tras una hora a 120°C, la degradacion del 4cido folico
se encontraba en torno a un 40%. Cuando compararon el comportamiento del acido
folico presente en estas legumbres con el que tenia en solucidon acuosa, observaron que
la matriz influia de forma significativa; la degradacion fue mas rapida en la solucion
acuosa que en el alimento. De alguna forma, la matriz protege al acido folico frente a la
degradacion térmica (Nisha, Rekha, & Pandit, 2005). En este sentido, Nguyun,
Indrawati y Hendickx, (2003) estudiaron el efecto del tratamiento térmico en
combinacidon con altas presiones en la estabilidad de &cido folico y 5-Me-THF y
observaron que durante procesos como la pasteurizacion o la esterilizacion, no
producian pérdidas de 4cido folico, y sin embargo, para el 5-metiltetrahidrofolico se
situaban en torno a un 15%. Los tratamientos de altas presiones a temperatura ambiente

o superiores (mayores de 60°C) no tenian efecto significativo sobre el 4cido folico.

El pH del medio es determinante para su estabilidad. El pH 6ptimo es de 7,6
cuando esta en solucidon acuosa, mientras que a pH acido (2-4), el acido fblico se
degrada por fotdlisis. Este proceso de fotolisis y los compuestos generados han sido
caracterizados por Akhtar, Khan y Ahmad (2003) (Figura 8). En este estudio, los
autores describieron como en presencia de luz ultravioleta se produce la oxidacion del
C9 y N10 a través de un mecanismo de radicales libres dando lugar a una enamina
estable. Cuando esta enamina se encuentra en medio acido, es mas susceptible a la
hidrélisis que en medio bésico y se protona en el N10. Finalmente se produce la
escision de la molécula obteniendo un 4cido y un aldehido que por una oxidacion

posterior dan lugar al acido pterin-6-carboxilico (Akhtar, Khan, & Ahmad, 2003).

Asi mismo, se ha descrito cémo el cobre, el oxigeno y la luz, en presencia de
riboflavina, aceleran la destruccion del 4cido félico, mientras que el 4cido ascorbico

parece estabilizarlo (Arcot, Shrestha, & Gusanov, 2002).
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Figure 8. Folic acid photolysis. (Akhtar, Khan, & Ahmad, 2003)

También influyen algunas de las operaciones aplicadas durante el procesado de
los alimentos. Un ejemplo de esto es el pelado de las frutas: durante este proceso se
pierde alrededor de un 10% de 4cido f6lico, porcentaje que, de forma general, coincide
con el que seria el correspondiente a las pérdidas de vitaminas durante la preparacion
del alimento. Los tratamientos alcalinos aplicados para incrementar la eficacia del
pelado, pueden incrementar las pérdidas de vitaminas labiles en la superficie del

producto como folatos, acido ascérbico y tiamina (Fennema, 2000).

Por otro lado, el 4cido folico es sustrato del pardeamiento no enzimatico ya que,
al ser un derivado de la pteridina, presenta grupos amino que pueden reaccionar con los
hidratos de carbono dando lugar a la reaccion de Maillard. El resultado de esta reaccion
es la degradacion del acido folico y su pérdida durante el asado de los alimentos. Es
importante tener este hecho en cuenta en productos ricos en lactosa, como la leche y sus
derivados o formulas infantiles, asi como en zumos de frutas o cereales enriquecidos ya
que el tratamiento térmico hace descender el contenido de &cido folico (Schneider,

Klotzsche, Werzinger, Waibel, & Pischetsrieder, 2002).
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1.2.5. Métodos de analisis

El interés creciente del acido folico en la dieta hace necesario desarrollar y
optimizar métodos de andlisis que permitan determinar de una forma precisa su
contenido en los alimentos, no sélo para conocer su viabilidad después del procesado,

sobre todo en los alimentos fortificados.

Uno de los primeros métodos desarrollados, y de eficacia comprobada, es el
microbiologico. Su fundamento es sencillo: el crecimiento del microorganismo control
es proporcional a la cantidad de folato en el medio; este crecimiento es estimado
mediante turbidimetria. Este método fue el pionero de los utilizados para la
determinacion de folatos en los alimentos e incluso es reconocido oficialmente por la
AOAC (Método 992.05) (AOAC, 2006) y la AACC (Método 86-47) (Arcot & Shretha,
2005). Lactobacillus casei var. rhamnosus ATCC 7469 es el microorganismo mas
utilizado para estos ensayos ya que responde perfectamente al acido folico y a una
amplia variedad de folatos, incluyendo el 5-Me-THF; también se han utilizado
Streptococcus faecalis ATCC 8043, Pediococcus cerevisiae ATCC 8081 y Bacillus

coagulans.

La espectofotometria es otro de los métodos utilizados para la determinacion de
folatos, sin embargo cobran mayor importancia los métodos cromatogrdficos. Estos
ultimos son capaces de diferenciar entre las distintas formas de las vitaminas y no son
destructivos. Actualmente, el mas utilizado es la cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC) que ha sido utilizada durante muchos afios y en numerosos estudios
para la deteccion de acido folico y folatos. Ya en 1996, Swan-Choo y E-Siong
emplearon esta técnica para determinar de forma simultdnea vitaminas del grupo B
junto con acido ascorbico. Observaron que eran capaces de separar las vitaminas By, B,,
Bs, niacina, B, vitamina C y 4cido félico en tan so6lo 14 minutos. Akhtar, Khan y
Ahmad, (1997) utilizaron esta técnica para estudiar la degradacion del acido folico por
la accion de la luz en soluciones acuosas. Unos afios mdas tarde se mejord la técnica
(Osseyi, Wehling, & Albrecht, 1998) realizando previamente una extraccion
trienzimatica y purificando las muestras a través de columnas de intercambio anidnico.
También se ha empleado HPLC para su deteccién en zumos de citricos (Thomas,

Flanagan, & Pawlosky, 2003) observando que la forma mayoritaria no era el acido
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folico sino los folatos. En el afio 2002, Freisleben, Schieberle y Rychlik determinaron
distintas formas activas del 4acido folico mediante HPLC acoplada a espectrometria de
masas. Esta combinacion de técnicas se ha convertido en un método muy utilizado en la
actualidad para la determinacion de acido folico y folatos incluso en sangre (Berry,

Bailey, Mulinare, Bower, & Dary, 2010).

Una muy buena alternativa a estos métodos son los bioensayos ya que son
rapidos, de alta sensibilidad y especificos. Hay dos grupos de bioensayos; el primero
utiliza proteinas ligantes de folato marcadas con compuestos radiactivos (ensayos
RPBA) o con enzimas (ensayos EPBA). En este caso, el 4cido félico esta adsorbido en
el fondo de los pocillos de una placa de microtitulacion; la muestra con el acido félico a
determinar se incorpora al pocillo con las proteinas marcadas. Durante la incubacion de
la muestra el acido folico de la muestra y el del pocillo compiten con la proteina
marcada. Si el contenido en la muestra es alto, se uniré a la proteina marcada formando
un complejo que se eliminara con los posteriores lavados de la placa; la poca proteina
que haya quedado ligada en el pocillo, al revelar la placa con un compuesto coloreado,
dard un color poco intenso que se estimard colorimétricamente y evidenciara el alto
contenido de acido folico en la muestra. Por el contrario, si la muestra tiene poco acido
folico, la proteina queda mayoritariamente unida al pocillo, por lo que el color que se

desarrollara sera mas intenso.

El segundo grupo abarca los métodos de inmunoensayo (ELISA y RIA) que son
mas rapidos, reproducibles, faciles de realizar y con un alto rendimiento (Arcot,
Shrestha, & Gusanov, 2002); son altamente especificos y sensibles debido a la
interaccion de un anticuerpo con su antigeno. Esta interaccion tiene una alta afinidad
incluso en matrices tan complejas como los alimentos. El principio de esta técnica es
practicamente el mismo que en el primer grupo, excepto el hecho de que se emplean
anticuerpos en lugar de las proteinas ligantes de folatos (Arcot & Shretha, 2005).
Modificaciones del método ELISA, por ejemplo realizando un ensayo competitivo
indirecto también ha obtenido buenos resultados, haciéndolo mas rapido y altamente

reproducible (Hoegger, Morier, Vollet, Heini, Reymond, & Rossier, 2007).

Ademas de estos métodos, se han desarrollado biosensores como el utilizado por
Wan y Yang (2002), quienes disefiaron un electrodo de oro modificado en su superficie

con una capa de 2-S-benzotiazol. Debido a que esta vitamina es un componente muy
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electro-activo este método puede ser utilizado para la determinacion de acido félico en

muestras farmaceuticas, clinicas y alimentos.

Dentro de los métodos empleados para la extraccion y purificacion de acido
folico cabe destacar la cromatografia de intercambio i6nico y/o tratamientos
enzimaticos. En el caso de los tratamientos enzimaticos, se suele realizar una extraccion
trienzimatica, empleando proteasa, a-amilasa y folato-conjugasa. Este método ha sido
utilizado desde hace afios para la extraccion del acido folico. Un ejemplo serian los
trabajos realizado por Doherty y Beecher (2003), Hyun y Tamura (2005) o Johnston,
Lofgren y Tamura, (2002) en el que utilizaban esta técnica para analizar folatos y acido
folico naturales y sintéticos en alimentos (Arcot & Shrestha, 2005). En los tltimos afos,
se han realizado diferentes variantes dirigidas a la optimizacion de la técnica de
extraccion (Chen & Eitenmiller, 2007; Cho, Choi, Lee, & Eitenmiller, 2010) como
puede ser, cambiar el orden del tratamiento con las distintas enzimas, o realizar una

centrifugacion previa a la extraccion.

1.2.6. Biodisponibilidad del acido folico

El término biodisponibilidad es un concepto multifactorial, complejo, en el que
participan muchos factores como la disponibilidad del nutriente a partir del alimento,
sus cambios metabolicos, la absorcion, la distribucion por los tejidos y la bioactividad

final (Gregory, Quinlivan, & Davis, 2005).

Desde un punto de vista nutricional, la biodisponibilidad se define como la
fraccion de un nutriente o compuesto bioactivo ingerido que estd disponible para su uso
en funciones fisiologicas normales o para su almacenamiento (Jackson, 1997; McNulty
& Pentieva, 2004; Verwei, 2004; Fernandez-Garcia, Carvajal-Lérida, & Pérez-Galvez,
2009). También se ha definido como la fraccion de una dosis oral de un metabolito
activo administrado de una forma determinada y que alcanza la circulacion sistémica

(Weber, Fliithmann, & Eggersdorfer, 2006).

Otro concepto importante, diferente al de biodisponibilidad pero englobado en
ella es el de bioaccesibilidad. Se refiere a la forma en la que un nutriente sale de la

matriz del alimento durante la digestion gastrointestinal y queda disponible para su
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absorcion en el intestino Estos estudios son los que habitualmente se llevan a cabo para

valorar las alegaciones de salud.

Un tercer concepto a tener en cuenta es el de bioactividad, que se refiere a una
etapa mas avanzada en el proceso de digestion e incluye el transporte y asimilacion del
compuesto por parte del tejido diana, como reacciona con bio-moléculas y su
metabolismo o biotransformacion. Aqui es importante disponer de un biomarcador que
permita establecer la respuesta fisiologica (Fernandez-Garcia, Carvajal-Lérida, & Pérez-

Galvez, 2009).

También se han acufiado otros términos como bioconversion, que seria la
fraccion del nutriente biodisponible que es convertido a la forma activa (de Groot, West,
& van Staveren, 2001), o bioeficacia o bioeficacia funcional, definido como fraccion
que posee un efecto positivo en un parametro funcional (Brouwer, van Dusseldorp,
West, & Steegers-Theunissen, 2001) en un afan de intentar diferenciar mejor entre la
eficiencia de absorcion y el término de utilizacidn metabdlica, respectivamente, pero

son bastante menos utilizadas.

La biodisponibilidad del acido félico depende de multiples factores (Brouwer.,
van Dusseldorp, West, & Steegers-Theunissen, 2001; Ohrvik, 2009) tales como la
complejidad de la dieta (Sauberlich, Kretsch, Skala, Johnson, & Taylor, 1987), la
cantidad de acido folico ingerida (Malinow, et al., 1998), la presencia de antagonistas
como el consumo de alcohol (Bhandari & Gregory, 1990; Halsted, 1995), factores
genéticos como la influencia del gen RFC-1 en el metabolismo de folatos, que regula su
absorcion pH-dependiente o el gen que codifica para la metilen-TFH reductasa (Chiao,
Roy, Tolner yang, & Sirotnak, 1997), la actividad de las proteinas ligantes de folato
(Arkbége, Verwei, Havenaar, & Witthoft, 2003) o el denominado “efecto étnico”
referente a las diferencias encontradas, en estudios controlados, entre los niveles de
folato en sangre en funcion del area geografica en la que vivan los sujetos sometidos al
estudio; el motivo no esta claro, pero parece evidente el efecto de la variacion genética
en los niveles de las enzimas necesarios para metabolizar el folato. En el afio 2003 se
publicd un informe de un Worshop de la Food Standard Agency del Reino Unido
(Sanderson, et al., 2003) sobre la biodisponibilidad de folatos; sus conclusiones no se

diferenciaron apenas de lo anteriormente mencionado, pero apuntaron un factor mas a
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tener en cuenta: el comportamiento del 4cido f6lico, su bioaccesibilidad, a partir de una

comida completa en la que se ingieren varios alimentos a la vez.

Otro factor muy importante es la matriz del alimento (Keagy, Shane, & Oace,
1988; Pfeiffer, Rogers, Bailey, & Gregory, 1997; Brouwer, et al., 1999; Appel, et al.,
2000). Este ultimo, sin duda es uno de los mas interesantes ya que cuanto mas compleja
sea la matriz, mas atrapado puede quedar el 4cido folico y por lo tanto, mas dificil serd
extraerlo y menor su biodisponibilidad. En el caso de los folatos, la baja
bioaccesibilidad puede deberse a que se encuentren encapsulados en el interior de las
células o en componentes subcelulares, lo que les hace estar libres en una pequeia
proporcion. Asi, se ha comprobado que es mayor cuando los vegetales estdn troceados
que cuando estan enteros (Castenmiller, van de Poll, West, Brouwer, Thomas, & van
Dusseldorp, 2000). Puede ser también que los folatos se encuentren unidos mediante
enlaces covalentes a las macromoléculas del alimento, quedando ligados a ellas lo
suficiente como para que su liberacion sea complicada y su bioaccesibilidad baja
(McNulty & Pentieva, 2004). Todos estos factores han sido revisados exhaustivamente
por Brouwer, van Dusseldorp, West y Steegers-Theunissen, (2001) y mas

recientemente, por Caudill (2010).

La desconjugacion intestinal de los folatos realizada de forma incorrecta también
puede modificar su biodisponibilidad: si estos no se encuentran en forma de
monoglutamatos no podran ser absorbidos. De la misma forma, si el transportador se ve
modificado, la biodisponibilidad también variara: un ejemplo seria la modificacion del
transportador mas conocido, las proteinas ligantes de folatos o FBP. Factores que
pueden afectar a la presencia y actividad de esta enzima, afectaran a la
biodisponibilidad de los folatos, como por ejemplo, la presencia de iones de acidos
organicos presentes en citricos produce un efecto inhibitorio en la actividad de la FBP
(Wei & Gregory, 1998). Si no se encuentran presentes en cantidad suficiente o no estan
disponibles, no podran unirse al acido folico, con lo que no se produciré su entrada en la

célula.

Sin embargo, a la hora de establecer la ingesta diaria recomendada, es necesario
tener en cuenta la diferencia que hay entre la biodisponibilidad de los folatos y la del
acido folico, siendo menor la de los primeros. La disparidad de datos es tan grande que

se han descrito diferencias tan distintas como del 10, el 30, el 50 o el 98% (McNulty &
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Pentieva, 2004; Gregory, Quinlivan, & Davis, 2005; Winkels, Brouwer, Siebelink,
Katan, & Verhoef, 2007). Es dificil saber cual es la cantidad real. Por ello, para poder
establecer la ingesta diaria recomendada, adaptando estas recomendaciones a la
biodisponibilidad real, Sauberlich, Kretsch, Skala, Johnson y Taylor, (1987) realizaron
un estudio en E.E. U.U. analizando el metabolismo de los folatos en mujeres no
embarazadas; los resultados indicaban que la biodisponibilidad de los folatos de los
alimentos no alcanzaba el 50% de la biodisponibilidad del acido folico. Este estudio
sirvio de base para otros estudios de intervencion en humanos en los que se llego a
estimar que la biodisponibilidad de los folatos era hasta el 80% de la del acido folico.
De estos trabajos se puede concluir que, aunque la biodisponibilidad del acido folico es
mayor, el consumo de folatos también es importante y no solo en estados de necesidad
sino en dietas diarias normales siempre que sean variadas y que incluyan frutas y
verduras ya que pueden llegar a aportar hasta 370 ug de folatos (Brouwer, et al., 1999;
Hannon-Fletcher, Armstrong, Scott, & et al., 2004; Winkels, Brouwer, Siebelink,
Katan, & Verhoef, 2007).

La biodisponibilidad de un nutriente puede estudiarse a través de métodos in
vivo y métodos in vitro. Cuando los métodos in vivo se basan en modelos animales, el
principal problema es equiparar los resultados obtenidos con lo que podria ocurrir en
humanos y cuando se realizan en humanos, aparecen inconvenientes como el elevado
coste y las consideraciones éticas, asi como el efecto de multiples factores asociados a
la propia variabilidad metabolica del individuo, factores genéticos y sobre todo, la
posible influencia de componentes de los alimentos que se ingieren junto con el
nutriente (Gregory, 2001). Sin embargo, presentan la ventaja de ser muy adecuados para
ver la bioactividad, es decir, la cantidad del compuesto bioactivo que llega a los 6érganos
diana; en el caso del folico/folatos, tejidos como higado o rifiones (Witthoft, Forsskn,

Johannesson, & Jagerstad, 1999).

Los estudios sobre la biodisponibilidad in vivo de los folatos comenzaron,
aunque de forma timida, en 1988 cuando Keagy, Shane y Oace realizaron un estudio
sobre la biodisponibilidad de folatos a partir de salvado de trigo y judias en un grupo
reducido de individuos. Observaron que a los que se les suministrd salvado de trigo en

la dieta aumentaba la absorcion del acido félico monoglutamil (PteGlu) respecto al
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heptaglutamil (PteGlu7), mientras que en las dietas en las que se incluian las judias, se

minimizaban las diferencias en la absorciéon de ambos compuestos.

Otro de los trabajos pioneros realizados con animales de experimentacion (ratas)
fue el de Clifford, Heid, Peerson y Bills (1991) quienes observaron una
biodisponibilidad de los folatos mayor del 70%. En un estudio controlado llevado a
cabo por Appel, et al., (2000), se compararon dietas convencionales con otras reducidas
en grasa en la que se incrementaba el consumo de frutas y verduras. Este estudio mostro
como el mayor contenido de homocisteina se correspondia a las dietas ricas en
vegetales. Estos autores determinaron que aunque existe esta relacion directa, resulta
dificil predecir la cantidad de folatos que se absorbe por las posibles interferencias que
puedan surgir entre los componentes de los diferentes alimentos. En cualquier caso, los
autores de estos dos trabajos estan de acuerdo en establecer un orden de preferencias en
estudios de esta naturaleza, dando la prioridad al conocimiento de la bioaccesibilidad de
nutrientes en los alimentos de forma individual y después, pasar a conocer su absorcion
a partir de una dieta mixta. Mas recientemente, en 2007, Winkels, Brouwer, Siebelink,
Katan y Verhoef, observaron que la biodisponibilidad de los folatos era un 80% de la
del 4cido folico. En la actualidad hoy en dia estd bien establecido que en el caso de los
folatos, los estudios de intervencion en humanos mas fiables son los que se realizan a
largo plazo (15-16 semanas), si bien los realizados a corto plazo (4 semanas) pueden
servir de indice ya que se puede estimar la relacion entre la ingesta y su excrecion

urinaria (Ohrvik, 2009).

La influencia de la matriz del alimento se ha demostrado en diferentes trabajos.
Aunque en algunos casos podria producirse su encapsulacion, generalmente el acido
folico, cuando se afiade a los alimentos procesados, estd en estado mas libre que los
folatos naturales. Asi, estudios realizados por Riddell, Chisholm, Williams y Mann,
(2000) demostraron que la ingesta de acido folico a partir de cereales fortificados
provocaba un descenso significativo en los niveles plasmadticos de homocisteina y
mejoraban notablemente la concentracion de folato en sangre, un claro indice de que el
compuesto estd libre y activo. Asi, Finglas, et al., (2002) desarrollaron en un grupo de
15 mujeres, un protocolo oral/intravenoso, utilizando cereales fortificados con é4cido
folico marcado con isotopos. En este trabajo se observd que ciertos cereales pueden

inhibir la absorcion de dicha vitamina, aunque eran necesarios mas estudios. También
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podemos destacar el trabajo realizado por de Jong, et al., (2005) en el cual se estudiaba
la biodisponibilidad del 4cido foélico en leches pasterizadas y UHT enriquecidas con
dicha vitamina utilizando para ello una poblacion con edades comprendidas entre 18 y
49 afios. Sus resultados mostraron la buena capacidad de la leche como matriz para la
fortificacion con acido folico. En 2006, Witthoft, et al., usando un modelo humano,
observaron que la biodisponibilidad del 4cido folico es mayor cuando se consume como
suplemento que a partir de alimentos, en ese caso concreto, panes fortificados. Carter,
Monsivais y Drewnowski (2010) estudiaron mediante quimioluminiscencia, la
biodisponibilidad del acido folico y el 4cido ascorbico en un grupo de 12 adultos, en
diferentes alimentos: zumo de naranja, leche desnatada y bebidas hipocaléricas
fortificadas con estos ingredientes. Los resultados obtenidos mostraron una

biodisponibilidad alta y similar de ambas vitaminas en todas las bebidas.

Se han publicado muchos estudios en este sentido con resultados similares;
pueden consultarse los trabajos de Gregory, Quinlivan y Davis, (2005), Winkels,
Brouwer, Siebelink, Katan y Verhoef, (2007) y las revisiones de Brouwer, van
Dusseldorp, West y Steegers-Theunissen, (2001), Sanderson, et al., (2003), McNulty y
Pentieva, (2004) o Caudill (2010).

Los métodos in vitro se han constituido como una herramienta alternativa y muy
util para establecer de una forma objetiva la importancia de diferentes factores y
permiten ademas, hacer un analisis en profundidad de la composicion de la matriz del
alimento en los procesos digestivos. En el caso de los alimentos funcionales, los
métodos in vitro proporcionan una primera idea del comportamiento del ingrediente
bioactivo, de su transporte, absorcion y bioaccesibilidad pudiendo realizarse con
métodos automatizados y validarlos al poder utilizar el mismo componente bioactivo de
forma individualizada a modo de referencia (Ferndndez-Garcia, Carvajal-Lérida, &

Pérez-Galvez, 2009).

En la Tabla 3 se muestra estudios de biodisponibilidad del acido félico

utilizando ambos tipos de métodos y teniendo en cuenta los factores que pueden influir:
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INTRODUCCION

METHODS OF
BIOAVAILABILITY
STUDIES

REFERENCES

TYPE OF

FOOD/SAMPLES

(Ristow, Gregory, & Damron, 1982)
(Arkbége, Verwei, Havenaar, &

Folic acid solution

Witthsft, 2003) Yogurt
In vitro (Verwei, Arkbage, Havenaar, van den .
Berg, Witthoft, & Schaafsma, 2003) UHT Milk
(Verwei, Arkbdge, Mocking, .
Havenaar, & Groten, 2004) Daily products
(Ohrvik, 2009) Breads
(Keagy, Shane, & Oace, 1988) Cereals and beans
(Gregory, Bhandari, Bailey, Toth, Enriched apple
Baumgartner, & Cerda, 1992) juice
(Pfeiffer, Rogers, Bailey, & Gregory, Fortified cereals
1997)
(Brouwer, ef al., 1999) Vegetables and
citrus
(Finglas, et al., 2002) Cereals
In vive (Konings, Troost, Castenmiller, Spinach and folic

Roomans, van den Brandt, & Saris,
2002)

(Wright, et al., 2003)

(de Jong, et al., 2005)

(Witthoft, ef al., 2006)

(Carter, Monsivais, & Drewnowski,
2010)

acid as supplement
Supplements of
folic acid
Milk

Enriched daily
products, breads
and dessert

Beverages

Table 3. In vitro and in vivo bioavailability studies.

Los estudios in vitro se basan en simular el proceso de digestion gastrointestinal

utilizando secuencialmente soluciones salinas (saliva), enzimas digestivas, cofactores,

coenzimas, sales biliares, etc., en proporciones muy proximas a las que se encuentran en
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el tracto gastrointestinal y a pH, temperatura y condiciones de agitacion controladas que
simulen a su vez, la motilidad intestinal. Los modelos mas tradicionales son los
estaticos que conllevan varias etapas: la primera es la fase gastrica en la que,
basicamente, el alimento previamente triturado con una solucion salina (saliva), se
incuba en un medio con pepsina y un pH de 2,5. Posteriormente, este digerido gastrico
se somete en condiciones de agitacion, a la accion de enzimas pancredticas a pH 7,5
durante un tiempo variable que, por término medio, se sitia entre 1,5-2 horas.
Posteriormente, la tercera fase (absorcion intestinal) se realiza mediante el uso de
membranas de didlisis que permite separar el compuesto que se quiere analizar, el cual
puede ser determinado posteriormente por técnicas analiticas especificas. Estos métodos
son indicativos, facilmente reproducibles y utiles para tener una primera impresion
sobre el proceso digestivo y la absorcion del nutriente. Sin embargo, presentan algunos
problemas basados, fundamentalmente, en la dificultad de alcanzar la composicion
adecuada del quimo, cuya complejidad fisiologica es bien conocida y la motilidad
intestinal, ya que el tiempo de estancia en cada una de las partes del intestino es
fundamental para la absorcion de nutrientes la cual, ademas, se lleva a cabo mediante
transporte activo en el que estdn implicadas proteinas transportadoras (Venema,

Havenaar & Minekus, 2009).

Estos modelos estaticos han sido mejorados por los sistemas dinamicos
patentados por el TNO (Zeist, Holanda), donde se han realizado parte de los trabajos de
esta Tesis: TIM-1 (fases gastrica y absorcion en intestino delgado) y TIM-2 (fase
coldnica) El sistema (TIM-1) consta de cuatro compartimentos sucesivos que simulan
estomago, duodeno, yeyuno e ileon. Cada uno consta de una camisa de cristal en cuyo
interior hay una doble pared flexible por la que circula agua termostatizada impulsada
por una bomba externa. Los cambios de presion hacen que el agua mueva la pared
flexible simuldndose asi los movimientos peristalticos. A medida que la muestra va
pasando de unos compartimentos a otros se van introduciendo los correspondientes
jugos enzimaticos y los acidos/bases que ayudan a alcanzar el pH necesario en cada
momento (Minekus, Marteau, Havenaar, & Huis in ‘t Veld, 1995). Con este equipo se
han realizado numerosos estudios in vitro de bioaccesibilidad de acido folico; dentro de
los trabajos mas recientes, cabe destacar los realizados en relacion a la influencia de la
concentracion de las FBP en la bioaccesibilidad del acido folico en leche UHT (Verwei,

Arkbage, Havenaar, van den Berg, Witthoft, & Schaafsma, 2003) o en yogures
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(Arkbédge, Verwei, Havenaar, & Witthoft, 2003). Posteriormente, este mismo grupo
(Verwei, Arkbéage, Mocking, Havenaar, & Groten, 2004) comprob6 que la union del
acido folico y el 5-Me-THF a las FBP es totalmente reversible y dependiente del pH, ya
que a valores proximos a 3 se rompia la unién pero al instaurarse de nuevo la

neutralidad volvian a unirse. Esta unién es diferente dependiendo del folato que se trate.

1.2.7.Fortificacion de alimentos con acido félico

Tanto la suplementacion como el enriquecimiento en acido folico se realizan
para contribuir al mantenimiento de los niveles adecuados en el organismo. En 2009,
Vaesken, Alonso-Aperte y Varela-Moreiras, realizaron un estudio sobre los alimentos
fortificados con 4cido folico comercializados en nuestro pais (Tabla 4). Es este estudio
se observo que la cantidad utilizada para fortalecer alimentos suelen ser superior al 15%
de la cantidad diaria recomendada (CDR) por 100 g/ml o racion y se identificaron seis
grupos de alimentos enriquecidos: cereales y derivados (52%), leches y derivados
(17%), alimentos para lactantes y nifios de corta edad (12%), productos dietéticos y de
régimen (11%), bebidas no alcohélicas (6%) y grasas comestibles (2%). Por grupos, los
alimentos mayoritarios fueron los cereales para desayuno, leche, batidos y preparados
lacteos, dentro de los productos lacteos y dentro de los alimentos para lactantes, las
papillas. Igualmente se establecieron cuatro grupos diana a los que van dirigidos estos
alimentos tomando como referencia la alegacion directa mediante marketing del envase:
lactantes, infantil, madres y sobrepeso. La mayoria de los productos carecian de
poblacion diana (37%), mientras que un 28% de los alimentos utilizados para el estudio
iba dirigido a poblacidon con sobrepeso, siendo los productos mayoritarios los cereales y

sus derivados.

Las cantidades de acido folico recomendadas diariamente varian dependiendo

del pais y del grupo de poblacion al que van dirigidas.
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INTRODUCCION

Folic acid ug/100 g % CDR’/

FOODS GROUPS SUBGROUP
or ml 100 g or ml

Breakfast cereals

cookies 74 202,5+62,85 101.2
35 91,82+37,31 459
CEREALS Ce{)e?l‘(ls bars 16 139.7+41.1 69.5
S 1 tertyal 7 104.3+70.7 52.1
ubto 132
Milks, milk preparations 26 45.1+55.1 22.5
Yogourht, fermented milks 13 30 15
DAILY PRODUCTS Dairy desserts 4 59+33.52 29.5
Fresh cheeses 1 30 15
Subtotal 44
Baby foods 26 24.7+14.5 24.7
INFANT FOODS Formula milk 4 15.7+7.1 15.7
Subtotal 30
Foods sustitutes 20 105,4+46,7 52.7
DIETETIC PRODUCTS Several foods 7 1598.7+1451.4 800
Dairy desserts 2 387.5+£379.7 193
Subtotal 29
NON ALCOHOLIC Packaged juices 12 37+£23.29 18.5
BEVERAGES Coffee, coccoa and tea 4 550.5+437.2 275.2
Subtotal 16
FATS Spreadable fats 5 860+313 430
TOTAL FOODS 256

Table 4. Marketed folic acid enriched food in Spain. Adapted from Vaesken, Alonso-
Aperte, & Varela-Moreiras, 2009.

En Estados Unidos y Canada, la cantidad diaria recomendada (RDA) ya en 1990
fue de 200 ug acido folico y en 2002, la FAO/OMS estableci6 una Ingesta de Nutriente
Recomendada (RNI) para el acido folico de 400 ug (Gabarra, 2006). Durante el periodo
de 1995-2007 los RDA/RNI fueron sustituidas y ampliadas por las DRI (Dietary
Reference Intakes) que incluyen, ademas conceptos como Ingesta Adecuada (Al), usada
cuando no se puede utilizar la RDA, Requerimiento Medio Estimado (EAR) o nivel de
ingesta diaria de un nutriente estimado para cubrir el requerimiento de la mitad
(mediana) de los individuos sanos, o el Nivel Maximo de Ingesta Tolerable (UL) que es

el umbral a partir del cual empiezan a observarse efectos adversos y/o el nivel maximo
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de ingesta que no produce tales efectos. En el caso de los folatos, la UL se sitia en 1000

ug para adultos (Gabarra, 2006).

En 2006, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), estableci6 como DRI
para adultos 400 equivalentes dietéticos de folatos (DFE), 600 para mujeres

embarazadas y 500 para mujeres en periodo de lactancia.

Para establecer una relacion entre la absorcion de folatos y del acido félico, se
establecieron unas nuevas unidades, los equivalentes dietéticos de folatos (DFE). Estas
unidades tienen en cuenta que la biodisponibilidad del acido foélico presente como
fortificante en los alimentos se estima en un 85% y la de los folatos un 50%, la relacion
seria (85/50) igual a 1,7. Por ello, 1 ug acido folico como fortificante = 1,7 ug DFE.
Estas estimaciones deben ser revisadas con los nuevos avances cientificos con el fin de
adecuarlas a las nuevas necesidades. En cualquier caso, los EDF pueden expresarse de

diferentes maneras (Suitor & Bailey, 2000):

* 1 ug DFE =1 ug folatos en alimentos = 0,6 ug acido folico afiadido a alimentos

= 0,5 ug acido folico ingerido sin alimentos.

* 1 ugacido folico como suplemento =2 ug DFE.

En Espafia, las ingestas recomendadas (IR), tienen en cuenta distintos grupos de
poblacion y asi, son de 400 ug de acido folico para adultos, 600 ug para mujeres
gestantes y de 100 a 200 ug para la poblacion infantil. A efectos legales, a la hora de
establecer una cantidad en el etiquetado, la referencia aplicable es la de la CDR de 200

ug (Vaesken, Alonso-Aperte, & Varela-Moreiras, 2009) (Real Decreto 1669/2009).
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1.3. Productos carnicos funcionales

La carne es uno de los alimentos basicos en la alimentaciéon humana y una de las
piezas claves en la dieta de los paises desarrollados, aunque su consumo esta ligado
estrechamente a factores sociales, econdmicos, politicos, creencias religiosas y
culturales, asi como a aspectos geograficos que, en algunas ocasiones, limitan su
consumo aun siendo un alimento de reconocido valor nutritivo, fundamentalmente por
el balance de aminoacidos esenciales. Sin embargo, para la mayoria de las poblaciones,
la carne es un alimento de prestigio muy apreciado y hasta hace relativamente poco

tiempo asociado con una buena salud y prosperidad (Carbajal, 2004).

El consumo en Espafia ha ido variando con el paso de los afios con una
tendencia a disminuir ligeramente; segin los balances publicados por el Ministerios de
Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA), el consumo alcanzé su punto maximo en
1992, siendo la carne de cerdo la que experimentd un mayor aumento (MAPA, 1996).
Segun el Boletin Mensual de Estadisticas (MAPA, 2011), durante el mes de febrero de
2011, el consumo de carne per cdpita fue de 51,8 Kg experimentando un descenso del
consumo de carne fresca de vacuno y de cerdo en torno a un 11% en relacion al afo
2010. La carne de pollo es la unica que ha mantenido el nivel de consumo durante ese

tiempo, siendo bastante superior con respecto a los otros tipos de carne (MAPA, 2011).

Este descenso en el consumo parece asociado a una imagen un tanto denostada
en los ultimos afios, ya que su ingesta se ha asociado a la de componentes no saludables
como acidos grasos saturados, colesterol, sal o a enfermedades cardiovasculares,
obesidad, hipertension y diversos tipos de cancer (Jiménez-Colmenero, Carballo, &

Cofrades, 2001; Biesalski, 2005).

Han sido muchos los esfuerzos y las inversiones realizadas en el ambito de la
ciencia y tecnologia de la carne para contribuir a mejorar esta imagen y adaptarse a las
nuevas tendencias. Entre ellos, cabe destacar la modificacion de la composicion de la
carne y la elaboracion de nuevos productos cdrnicos, con un potencial nutritivo
mejorado mediante la incorporacion de nutrientes que redunden positivamente en la
salud. Este hecho, junto con la necesidad de adaptacion a los nuevos habitos

alimentarios y al ritmo actual de nuestra sociedad, ha provocado una mayor demanda de
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alimentos que, ademas de un valor nutritivo mejorado, ayuden a estar mejor. Es asi

como han surgido los productos carnicos funcionales.

Desde el punto de vista del consumidor, es muy importante que los nuevos
productos carnicos funcionales sean apropiados, y tengan las mismas o muy similares
caracteristicas de su homologo convencional, tanto tecnoldgica como sensorialmente.
Deben ser percibidos como algo natural, nutritivo y saludable. Por ello, el proceso de
elaboracién debe cuidarse sobremanera con el fin de evitar cambios que hagan poco

atractivo al producto final.

Las estrategias que se han de llevar a cabo para su elaboracioén son las mismas
que para cualquier otro alimento funcional (Holm, 2003; Fernandez-Ginés, Fernandez-
Loépez, Sayas-Barbera, & Pérez- Alvarez, 2005; Jiménez-Colmenero, Reig, & Toldra,

2006) y que han sido mencionadas anteriormente (apartado 1.1.6).

Los principales ingredientes que se pueden incorporar o modificar en los

productos carnicos son los siguientes:

¢ (rasas

Puesto que la grasa es uno de los componentes de la carne que mas preocupa al
consumidor por su relacion con diferentes enfermedades, su reduccion, modificacion o

sustitucion han sido procesos muy estudiados.

Son muchas los trabajos publicados en este sentido, pero como una pequefia
muestra, podemos citar algunos relacionados con cambios de su composicion mediante
la incorporacion de los ingredientes saludables en los piensos (de la Hoz, D’Arrigo,
Cambero, & Ordoénez, 2004), o la sustitucion de grasa animal por otras mas saludables
como el aceite de oliva o de girasol (Muguerza, Fista, Ansorena, Astiasaran, & Bloukas,
2002) o acidos grasos poliinsaturados n-3 procedentes de aceites de pescado (Caceres,
Garcia, & Selgas, 2008), de algas (Lopez-Lopez, Cofrades, & Jiménez-Colmenero,
2009; Cofrades, et al., 2010; Cofrades, Lopez-Lopez, Ruiz-Capillas, Triki, & Jiménez-
Colmenero, 2011) o nuez (Ayo, Carballo, Serrano, Olmedilla-Alonso, Ruiz-Capillas, &

Jiménez-Colmenero, 2007). Asi se ha conseguido reducir el colesterol hasta valores
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proximos al 60%. También se ha utilizado mezclas de aceites interesterificados (aceite
de palma y de algodon entre otros) o harina de semilla de uvas para mejorar el perfil

nutricional y reducir la oxidacion lipidica (Ozvural & Vural, 2008, 2011).

¢ Proteinas

Son muchos los productos carnicos que han incorporado en su composicion
proteinas de origen vegetal, sobre todo de proteina de soja (Paneras, Bloukas, & Filis,

1998) por su papel preventivo en enfermedades cardiovasculares, cancer y osteoporosis.

También se han utilizado derivados proteicos del huevo o la leche (caseinatos), que
aportan una buena funcionalidad a los productos carnicos pero poseen ciertas proteinas

que dan lugar a intolerancias alimentarias o reacciones alérgicas.

Por ello, en los ultimos afios se han desarrollado los productos denominados
“Apilight”, cuya formulaciéon elimina estos componentes alérgicos. Estos productos
(“allergen-free”) han sido categorizados como FOSHU por las autoridades japonesas
(Arihara, 2006). Muchas proteinas contienen ademas secuencias bioactivas, péptidos,
que se encuentran inactivas dentro de las mismas, pero cuando son liberados por un
proceso proteolitico, pueden actuar como sustancias reguladoras. Se han descrito
algunas  funciones de tanta relevancia  (antioxidativas, antimicrobiana,
hipocolesterolémicas,  antihipertensivas, = inmunomoduladores,  prebidticos o
antidiabética) que los péptidos bioactivos son candidatos prometedores como
ingredientes de productos carnicos funcionales. En el caso de los productos carnicos
madurados, pueden llegar a formarse como consecuencia de los procesos hidroliticos
que tienen lugar durante la maduracion (Arihara, 2006; Zhang, Xiao, Samaraweera,

Lee, & Ahn, 2010).

* Prebidticos y probidticos

En los productos carnicos, el prebiotico por excelencia es la fibra. Se han
conseguido productos carnicos frescos, cocidos y madurados enriquecidos con

diferentes tipos de fibras solubles e insolubles (fruta, cereales, hortalizas, inulina,
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fructooligosacaridos) en cantidades significativas por racion para que se puedan
considerar como fuente de fibra sin que se observe impacto negativo en la calidad
sensorial. En algunos casos las cantidades incorporadas han sustituido parcialmente la
grasa. Valga como muestra los siguientes trabajos: Mendoza, Garcia, Casas y Selgas,
(2001); Caceres, Garcia, Toro y Selgas, (2004); Rodriguez, Jiménez, Fernandez-
Bolafios, Guillén y Heredia, (2006); Fernandez-Lopez, Sendra, Sayas-Barberd, Navarro
y Pérez-Alvarez, (2008); Calvo, Garcia y Selgas, (2008); Choi, et al., (2008); Sayago-
Ayerdi, Brenes y Goni, (2009); Salazar, Garcia y Selgas, (2009); Viuda-Martos, Ruiz-
Navajas, Fernandez-Lopez y Pérez-Alvarez, (2010).

El uso de probiodticos en el disefio de productos cérnicos funcionales, es otra linea
interesante. Algunas de las ventajas que aportan las bacterias probidticas utilizadas son:
modulacién de la flora intestinal, prevencion de diarreas, disminucion del nivel de
colesterol en plasma, prevencion y tratamiento de alergias alimentarias o modulacion de
la respuesta inmune. Su incorporacion a productos, fundamentalmente madurados,
puede introducir beneficios potenciales en la salud del consumidor (Arihara, 2006). Las
bacterias mas cominmente utilizadas para este fin son Lactobacillus o Bifidobacterium
(De Vuyst, Falony, & Leroy, 2008) habiéndose observado que su incorporacion apenas

inducen cambios fisico-quimicos, tecnoldgicos o sensoriales (Pérez-Alvarez, 2008).

* Antioxidantes, vitaminas, minerales y sales

El interés en el uso de antioxidantes y/o vitaminas (C, E, carotenoides o polifenoles)
para la elaboracion de alimentos funcionales ha aumentado considerablemente. Asi, se
han utilizado extractos de semillas de uva y de gayuba en carne de cerdo cruda y
cocinada y en la elaboracion de productos carnicos (Mielnik, Olsen, Vogt, Adeline, &
Skrede, 2006; Carpenter, O’Grady, O’Callaghan, O’Brien, & Kerry, 2007),
subproductos de citricos en la elaboracion de productos carnicos (Ferndndez-Lopez,
Fernandez-Ginés, Aleson-Carbonell, Sendra, Sayas-Barbera, & Pérez-Alvarez, 2004) o
fibra dietética de las uvas en hamburguesas de pollo (Sadyago-Ayerdi, Brenes, & Goii,
2009); también se han ensayado subproductos y excedentes del tomate como fuente de
licopeno en productos carnicos frescos y madurados con excelentes resultados

tecnologicos y sensoriales (Calvo, Garcia, & Selgas, 2008; Selgas, Garcia, & Calvo,
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2009; Garcia, Calvo, & Selgas, 2009). Otro ejemplo son las salchichas enriquecidas con
luteina (Granado-Lorencio, ef al., 2010), resultando un buen vehiculo para aumentar la
ingesta de dicho compuesto en la dieta. Mas recientemente se ha estudiado (Ozvural &
Vural, 2011) la viabilidad de harina de semillas de uva en salchichas, mejorando el

perfil nutricional y reduciendo la oxidacion lipidica.

También se han realizado estudios con resultados favorables en la incorporacion
de minerales, como el calcio, selenio y zinc en productos carnicos. Es innegable el papel
que juega el calcio en el organismo (la denominada salud osea), garantizando la
integridad de los tejidos y manteniendo la funcidon celular. Bien es cierto que la
principal fuente de calcio es la leche y sus derivados, pero se han incorporado diferentes
sales cdlcicas (citrato, lactato, gluconato calcicos) de alta biodisponibilidad, en
productos carnicos, también con buenos resultados tecnologicos y sensoriales (Caceres,

Garcia, & Selgas, 2006; Selgas & Garcia, 2008; Selgas, Salazar, & Garcia, 2009).

El papel del selenio como parte del sitio activo de la enzima glutation-
peroxidasa es bien conocido. La funcion metabolica de esta enzima es vital para las
células ya que forma parte del mecanismo responsable del metabolismo y detoxificacion
del oxigeno. En EE. UU el selenio se aporta principalmente a través de cereales, pan,
carne y productos carnicos. Modificando los piensos para porcino, se ha conseguido
carne con diez veces mds de selenio que en una carne de cerdo tradicional (Zhang, Xiao,

Samaraweera, Lee, & Ahn, 2010; Garcia-ifiiguez de Ciriano, et al., 2010).

El zinc es componente de algunas metaloenzimas y es importante tanto para el
crecimiento como para la replicacion celular, osteogénesis y para el sistema
inmunitario. Por lo tanto el desarrollo de nuevos productos carnicos enriquecidos con
zinc seria una buena forma de aumentar su consumo en la dieta (Tiirkmen, Tiirkmen,

Tepe, Ateg, & Gokkug, 2008).

De las sales, la mas importante es el cloruro sodico por su relacion con
problemas de hipertension. Su reduccion en la industria carnica ha tenido una alta
repercusion, encontrandose actualmente en el mercado multitud de productos
hiposddicos que ayudan a mantener la salud del consumidor: jamoén cocido,
salchichas...(Gimeno, Astiasaran, & Bello, 1999; Gimeno, Astiasaran, & Bello, 2001;
Vandendriessche, 2008).
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Sin embargo, en algunos productos cérnicos, la reduccion excesiva de cloruro
sodico presenta efectos negativos sobre la calidad final. Por ejemplo, Gou, Guerrero,
Gelabert y Arnau, (1996) y Gelabert, Gou, Guerrero y Arnau, (2003) utilizaron como
sustitutos del NaCl sales como cloruro potasico, lactato potasico y glicina, en mezcla o
de forma individual, obteniendo deficiencias importantes en el aroma del producto,
cuando las sustituciones que se realizaban estaban en torno a un 40%. Sin embargo, si el
porcentaje de sustitucion es menor, los resultados son mejores (Ibafiez, Quintanilla,

Astiasaran, & Bello, 1997; Ansorena & Astiasaran, 2007).

En la tabla que se muestra a continuacion (Tabla 5), se resumen algunos de los

productos carnicos funcionales desarrollados durante los Gltimos afos.

1.4. Productos listos para el consumo (Ready-To-Eat, RTE)

La transformacion de los habitos alimentarios en el momento actual es muy
evidente sobre todo en las grandes ciudades en las que las distancias y la ajetreada
forma de vida dificultan e incluso impiden tener una alimentacion reposada o
tradicional. Cada vez es mas frecuente el consumo de comidas rapidas, preparadas en
envases unidosis o familiares, tanto de alimentos crudos como procesados. Esta
situaciéon ha provocado que la industria alimentaria surta a los minoristas envases
domésticos de uso facil y rapido, que se consumen directamente, con un procesado
minimo y que apenas exija una preparacion culinaria. Otras veces, son las grandes
superficies las que preparan raciones individuales (lonchas, filetes, piezas pequefias,
etc.) y las envasan para su exposicion y venta en vitrinas refrigeradas. En la mayor parte
de los casos, estos productos se envasan a vacio o en atmoésferas modificadas y han de
mantenerse en refrigeracion hasta su venta con el fin de alargar su vida util. Estamos
hablando de los denominados alimentos listos para el consumo (ready to eat, RTE). La
importancia que han adquirido estos productos en la actualidad se pone en evidencia
simplemente al echar un vistazo a cualquier supermercado y observar la gran variedad
de productos de origen vegetal y animal que se expone para la venta. Entre estos
alimentos alcanzan una notoria relevancia los productos carnicos cocidos y madurados
y/o curados (jamoén cocido, mortadelas, chorizo, salchichon, fiambres) y diversos

productos formulados a base de carne (roti, carne guisada, etc.).
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FUNCTIONAL

INGREDIENT

MEAT PRODUCT

INTRODUCCION

REFERENCE

Olive oil

Polyunsaturated fatty
acids

Conjugated linoleic acid

Green tea

Dietary fiber

Dietary fiber from
grapes

Dietary fiber from
carrots

Interesterified oils

Olive oil and n-3 from
algae

Fatty acids n-3

Inulin

Fructooligosaccharides

Melon seed oil

Licopene

Calcium salts

Selenium, iodine, n-3,
and naturals
antioxidants

Lutein

Canola oil, rice bran

Grape seed flour

Dry fermented sausages

Cooked meat products

Dry fermentes sausages

Fresh meat products

Fresh meat products

Fresh meat products

Chicken nuggets

Fres meat products
(chicken hamburgers)

Dry fermented sausages

Cooked sausages

Cooked sausages

Meat products (bologna)
Fresh meat products
Dry fermented sausages

Cooked meat products

Dry fermented sausages

Fresh meat products

Fresh meat products

Dry fermented sausages

Dry fermented sausages

Cooked meat products

Cooked meat products

Cooked meat products

(Muguerza, Gimeno, Ansorena, Bloukas, &
Astiasaran, 2001; Muguerza, Fista,
Ansorena, Astiasaran, & Bloukas, 2002;
Muguerza, Ansorena, & Astiasaran, 2003;
Ansorena & Astiasaran, 2004)

(Pappa, Bloukas, & Arvanitoyannis, 2000)

(de la Hoz, D’ Arrigo, Cambero, & Ordodiez,
2004)

(Betti, Schneider, Wismer, Carney, Zuidhof,
& Renema, 2009)

(Hur, Ye, Lee, Ha, Park, & Joo, 2004)
(Jo, Ho Son, Bae Son, & Woo Byun, 2003)

(Verma, Sharma, & Banerjee, 2009)
(Sayago-Ayerdi, Brenes, & Goni, 2009)
(Eim, Simal, Rossello, & Femenia, 2008)

(Ozvural & Vural, 2008)

(Loépez-Lopez, Cofrades, & Jiménez-
Colmenero, 2009)

(Berasategi, ef al., 2011)

(Yilmaz & Gegel, 2009)

(Mendoza, Garcia, Casas, & Selgas, 2001)
(Garcia, Céceres, & Selgas, 2006)

(Salazar, Garcia, & Selgas, 2009)

(Maryam, Varidi, Shahidi, & Marashi,
2009)

(Selgas, Garcia, & Calvo, 2009)

(Selgas, Salazar, & Garcia, 2009)
(Garcia-ffiiguez de Ciriano, et al., 2010)

(Granado-Lorencio, et al., 2010)

(Alvarez, Delles, Xiong, Castillo, Payne, &
Laencina, 2011)

(Ozvural & Vural, 2011)

Table 5. Review of the studies about functional meat product developed in the last years.
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INTRODUCCION

La FDA (2009) indica que la categoria de RTE se refiere a alimentos que: son
de origen vegetal o animal, crudos o parcialmente cocinado... que han recibido el
tratamiento adecuado para asegurar la letalidad de microorganismos patogenos de
acuerdo con una variacion de las condiciones de procesamiento concedidas por una
autoridad reguladora ... elaborados de tal forma que no necesitan preparacion adicional
para conseguir su seguridad alimentaria... se encuentran preparados de tal forma que
facilitan su consumo directo o bien son comestibles tras una preparacion adicional que

mejore su palatabilidad o estética por razones gastronomicas o culinarias...” (FDA,

2009).

Hay que tener en cuenta que su preparacion conlleva una manipulacion y
cualquier operacion de troceado, loncheado, dosificacion o envasado, por ejemplo,
presenta un riesgo de contaminacién con microorganismos alterantes o patdgenos,
procedentes del entorno, del utillaje empleado en las operaciones, manipuladores, etc.,
que pueden alcanzar el alimento y desarrollarse durante su almacenamiento en
refrigeracion. Es el caso de diversos serovares de Escherichia coli, incluido el O157:H7,
Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes 'y Y ersinia
enterocolitica (Samelis, Kakouri, Savvaidis, Riganakos, & Kontominas, 2005). En
condiciones de refrigeracion (sin sobrepasar 3-4°C), su crecimiento queda condicionado
a un aumento incontrolado de la temperatura de almacenamiento, algo que,
desgraciadamente, ocurre con mas frecuencia de lo deseable (International Commission
on Microbiological Specification fo Foods (ICMSF) 1996; Zhu, Du, Cordray, & Ahn,
2005).

En este contexto resulta muy interesante el estudio y la aplicacion de las
nuevas tecnologias emergentes, tratamientos no térmicos, cuyo efecto bactericida hace
que se configuren como muy buenas opciones para asegurar la calidad microbiolégica
(Samelis, Kakouri, Savvaidis, Riganakos, & Kontominas, 2005). La aplicacion de estas
nuevas tecnologias debe intentar mantener las caracteristicas organolépticas propias del
alimento y su valor nutritivo natural, haciendo que todos sus nutrientes estén en la
mejor disposicion para poder ser utilizados por el organismo y evitando el uso de

aditivos y tratamientos quimicos (Coutrelis, 2008).
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1.4.1. Métodos no térmicos de descontaminacion

Dentro de los métodos no térmicos que se pueden utilizar con estos fines
podemos citar los campos de pulsos eléctricos (PEF), pulsos de luz con luz blanca o
UV, ultrasonidos, altas presiones hidrostaticas (HP) o la irradiacion (Barbosa-Canovas,

2008).

Los PEF consisten en la aplicacion de pequeios pulsos eléctricos con una
intensidad entre 10-80 kV/cm. Su efectividad se basa en el hecho de cuando se aplica
una energia superior a 1 V, se produce la expansion de los poros de la membrana celular
y/o la formacién de otros nuevos con el consiguiente aumento de la permeabilidad.
Ademas, con los PEF se forman radicales libres altamente reactivos, reacciones de
oxidacion-reduccion inducida y calor (Ohlsson, Gothenburg, & Bengtsson, 2002; Lado
& Yousef, 2002). La efectividad de este tratamiento se ha demostrado en distintos
alimentos como leche desnatada, huevos liquidos o zumos de fruta, pero son necesarios
mas estudios para determinar las intensidades adecuadas para no modificar las
caracteristicas sensoriales y nutricionales de los alimentos, a la vez que cumplen con el
correspondiente objetivo de seguridad alimentaria (Wouters & Smelt, 1997; Ohlsson,
Gothenburg, & Bengtsson, 2002; Alvarez & Jil, 2003; Toepfl, Heinz & Knorr, 2007;
Gomez-Lopez, Ragaerta, Debeverea & Devlieghere, 2007; Barbosa-Céanovas, 2008).

El tratamiento con pulsos luminicos consiste en aplicaciones sucesivas de pulsos
o destellos de luz con una duracién muy corta lo que provoca que la energia trasmitida
sea muy intensa. El tratamiento dura muy poco tiempo y su rendimiento es muy alto.
Los pulsos de luz empleados durante el procesado de alimentos emiten de 1 a 20 flashes
por segundo con una densidad de energia comprendida entre 0,01 y 50 J/cm® en la
superficie (Oms-Oliu, Martin-Belloso, & Soliva-Fortuny, 2010). Pueden alcanzarse
temperaturas momentaneas de 50-100°C pero sin ningin aumento de la temperatura
global del alimento, por lo que este método es especialmente efectivo en la superficie
del alimento (Ohlsson, Gothenburg, & Bengtsson, 2002). Una variante es el tratamiento
con luz UV continua, no pulsada que se puede utilizar no sélo para la inhibicion de
microorganismos en superficies, sino en el aire y para esterilizacion de liquidos; de
hecho se ha aplicado en vinos, zumos, bebidas y cervezas (Bintsis, Litopoulou-

Tzanetaki & Robinson, 2000).
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La aplicacion de ultrasonidos para la eliminacion de microorganismos en
alimentos, es una técnica que por si sola no es totalmente efectiva debido a que requiere
su aplicacion durante largos periodos de tiempo. Su efecto letal se debe al fenomeno de
cavitacion, el cual libera grandes cantidades de energia, generando altas temperaturas
instantaneas (aproximadamente 4700°C) y ondas de choque con presiones de varias
atmosferas (Char, Mitilinaki, Guerrero, & Alzamora, 2010). Se ha estudiado el efecto
combinado de ultrasonidos y calor aplicado de forma simultanea (termoultrasonicacion)
tanto en alimentos liquidos como leche (Ordofiez, Aguilera, Garcia, & Sanz, 1987,
Garcia, Burgos, Sanz, & Ordoéfiez, 1989) como para la eliminacion de Salmonella de la
cascara de huevo (Cabeza, Ordofiez, Cambero, de la Hoz, & Garcia, 2004). Igualmente,
se ha estudiado el efecto combinado de ultrasonidos y presion (Manosonicacion)
(Pagéan, Manas, Palop, & Sala, 1999). Por otra parte, en combinacion con otras técnicas,
como aplicacion de calor moderado, se ha demostrado que aumenta su efecto inhibidor
sobre Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 y Mycobacterium spp.
(D'Amico, Silk, Wu, & Guo, 2006; Al Bsoul, Magnin, Commenges-Bernole,
Gondrexon, Willison, & Petrier, 2010).

En el caso de las altas presiones hidrostaticas, los alimentos son sometidos a
presiones comprendidas entre 300-800 MPa, valores capaces de inactivar
microorganismos y enzimas con pérdidas minimas de aromas o nutrientes. Su efecto se
basa en la combinacion de presiones y temperaturas, consiguiendo tanto la inactivacion
de células vegetativas como de las esporas bacterianas sin que se modifiquen las
caracteristicas sensoriales del alimento (Barbosa-Céanovas, 2008). Se han desarrollado
diferentes hipdtesis sobre la inactivacion microbiana producida; asi, la ruptura de la
pared celular debido al aumento de la presion interna (Nakamura, Enomoto, Fukushima,
Nagai, & Hakoda, 1994) o la extraccion de los lipidos de la pared celular (Enomoto,
Nakamura, & Hakoda, 1997), pueden ser alguna de las causas de la muerte celular
(Spilimbergo, Elvassore, & Bertucco, 2002). En los alimentos, las altas presiones
producen la desnaturalizacion de las proteinas (gelificacion), inactivacion de enzimas,
cambios en las interacciones entre sustrato y enzima, asi como cambios en hidratos de
carbono y lipidos (Aymerich, Picouet & Monfort, 2008). Su efectividad ha hecho que
las altas presiones se hayan utilizado en una amplia gama de alimentos como zumos y

bebidas, productos carnicos, derivados de la pesca, quesos, gazpacho, mermeladas,
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guacamole y salsas (Smelt, 1999; Andrés, Adamsen, Mgller, Ruiz & Skibsted, 2006;
Rubio, Martinez, Garcia-Cachan, Rovira & Jaime, 2007; Medina, et al., 2009).

El ultimo de los procesos citados es la irradiacion, en la actualidad uno de los
procesos no térmicos mas estudiados y a la vez més polémicos. Por ser el que centra la

atencion en nuestro trabajo, sera considerado mas en extenso a continuacion.

1.4.2.Irradiacion ionizante

La ionizacién ocurre cuando una particula cargada, normalmente un electrén,
recibe una energia suficiente para salir de su orbital atomico dejando al dtomo con
deficiencia electronica y dando lugar a otro 4tomo, el que lo recibe, con un mayor
nimero de electrones; en ambos casos se rompe el equilibrio existente entre protones y
electrones. Los electrones liberados pueden ionizar otros dtomos dando lugar a una
cascada de colisiones que origina un conjunto de particulas idnicas altamente inestables.
Cada ionizaciéon produce aproximadamente una energia de 33 eV. Si la radiacion es
insuficiente para producir cambios quimicos en las moléculas se denomina radiacion no
ionizante, cuando se producen estos cambios quimicos, se denomina ionizante (Brewer,

2004).

Bésicamente hay tres tipos de radiaciones ionizantes: los rayos gamma
procedentes de los radionucledtidos “°Co o '*’Cs, los electrones acelerados generados en
equipos con una energia igual o inferior a 10 MeV y los rayos X, generados en equipos
con una energia igual o inferior a 5 MeV. Estas fuentes de irradiacion presentan

caracteristicas diferentes (Cleland, 2006; Aymerich, Picouet & Monfort, 2008):

1) ®Co: Se obtiene por activaciéon neutronica del *Co. Se caracteriza por su alto
poder de penetracion y la uniformidad de la dosis empleada. Hay una alta
disponibilidad de este tipo de fuentes, su riesgo medioambiental es bajo, su coste
es aceptable y ha dado resultados satisfactorios por lo que ha sido bastante
utilizado en la industria alimentaria (Aliste, Vieira, & Del Mastro, 2000). Sin
embargo, la vida util del °Co es corta (5,3 afios) y obliga a reemplazar la fuente
con frecuencia. El *’Cs se produce como resultado de la fision de uranio. No da

lugar a desechos radioactivos, ya que al desactivarse forma bario. Su uso no esta
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2)

3)

muy extendido por el momento debido a que su disponibilidad es limitada y a

que su extraccion es costosa (Cleland, 20006).

Haces de electrones acelerados: La radiacion en este caso se produce mediante
la incidencia sobre el alimento de un haz de electrones acelerados generados
eléctricamente. Este sistema implica un consumo de energia elevado pero una
gran ventaja es que no utiliza ningiin material nuclear y que la radiacion se emite
solo cuando el acelerador de electrones esta encendido. Su poder de penetracion
es relativamente bajo 5-10 cm, por lo que es necesario distribuir el alimento en
capas delgadas (no mas de 8 cm) o aplicar un tratamiento bilateral (Satin, 2002;
Brewer, 2004). El poder de penetraciéon varia en funcién a la energia del
electron, asi resulta mas ventajoso usar energias de hasta 10 MeV para alimentos
envasados, los cuales pueden tener una densidad media de 0,8 g/cm’ y para la
irradiacion de granos o fluidos se pueden usar niveles menores (5 MeV) ya que
se puede controlar el espesor de la capa para optimizar la penetracion de la

radiacion (Cleland, 2006).

Rayos X: Se generan a partir de equipos que operan por debajo de 5 MeV. Esta
radiacion también se genera cuando un haz de electrones choca con cualquier
material. En este caso, el poder de penetraciéon aumenta con el numero atdmico
del material sobre el que incide el haz inicial y de la energia que lleven los
electrones. A mayor energia, mayor es el poder de penetracion. Sin embargo, su
poder de penetracion a veces no es suficiente para el tratamiento de algunos
alimentos como los de mayor espesor. Al igual que en el caso de los electrones

acelerados, el consumo eléctrico es elevado.

Independientemente del sistema utilizado, todos tienen el mismo impacto en los

alimentos, pero los consumidores reaccionan mucho mejor frente a los dos ltimos que

frente a los isotopos a los que asocian con la energia nuclear (Rahman, 1999).

Tradicionalmente y segtn la dosis utilizada, el proceso de radiacion se clasifica

en radapertizacion (10-50 kGy), radicidacion (0,1-8 kGy) y radurizacion (0,4-10 kGy)
(Ohlsson, Gothenburg, & Bengtsson, 2002; Ehlermann, 2009). En la actualidad, y
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siguiendo los criterios de la Agencia Internacional de Energia Atomica (IAEA) (2002),
los tratamientos se clasifican, seglin la dosis, en baja (hasta 1 kGy), media (de 1 a 10
kGy) y alta (de 10 a 50 kGy). Con esta clasificacion se agrupan mas exactamente los

efectos y objetivos conseguidos.

La utilizacion de radiaciones ionizantes en alimentos presenta varias ventajas
frente a otros tratamientos: a) el proceso es totalmente controlable, ya que en los
alimentos puede disponerse un dosimetro que permite conocer la intensidad de la
radiacion absorbida; b) es un tratamiento que no conlleva un aumento de la temperatura
por lo que el producto, a las dosis utilizadas, se mantiene igual de “fresco” antes y
después del tratamiento; en este sentido, la energia absorbida por el alimento a 10 kGy
es equivalente a la energia necesaria para aumentar la temperatura del agua 2,4°C
(Rahman, 1999); c) se puede aplicar con el alimento envasado en distintos tipos de
plastico (poliestireno, polietileno, PVC, etc.) e incluso papel o carton porque atraviesan
sin dificultad estas barreras sin verse afectadas; d) los cambios en el valor nutritivo de
los alimentos son comparables a los que se producen utilizando otros métodos de
conservacion y e) la radiacion puede penetrar hasta 8§ cm por lo que alcanza lugares
(“sombras”) donde no llegarian otros tratamientos superficiales como las radiaciones
ultravioleta o los lavados con 4cidos organicos (Ohlsson, Gothenburg, & Bengtsson,

2002).

1.4.3. Efectos sobre los microorganismos

La efectividad de la irradiacion de alimentos para eliminar o reducir la presencia
de microorganismos patogenos y alterantes, pardsitos y en menor grado, virus ha sido
ampliamente demostrada. Valgan como muestra los siguientes trabajos: Patterson y
Stevenson, (1995); Diehl, (2001); Dickson, (2001); Zhu, Du, Cordray y Ahn, (2005);
Cabeza, Cambero, de la Hoz y Ordofez, (2007); Neal, Cabrera-Diaz, Marquez-
Gonzilez, Maxim y Castillo, (2008); Hyun-Joo, Jun-Sang, Ju-Woon, Keehyuk, Sang-
Do y Cheorun, (2010); Beguiristain, Fuentes, Pinté y Bosch, (2011).

Los mecanismos de inactivacion de microorganismos se deben
fundamentalmente a lesiones en el material genético (4cidos nucleicos) y en los lipidos

de la membrana celular. En los 4acidos nucleicos, el choque de un electrén provoca la
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ruptura de una cadena de ADN o si, la orientacion de la molécula de ADN es la
apropiada, la ruptura de las dos; este tipo de lesiones es mucho menos frecuente ya que
es necesaria una determinada orientacion del ADN en relaciéon con la fuente de

irradiacion (Dickson, 2001).

En el primer caso, las lesiones producidas no dan lugar a la muerte celular pero
si a mutaciones; sin embargo, cuando varias de estas lesiones se acumulan, la bacteria
pierde su capacidad para repararlo provocando finalmente su muerte. Cuando choca
contra ambas cadenas se produce su ruptura causando la muerte celular de forma mas
inmediata. Esta tecnologia se ha demostrado eficaz frente a bacterias esporuladas y
vegetativas pero la dosis que hay que aplicar es muy diferente (Agencia Espafola de
Seguridad Alimentaria (AESA), 2005); asi, debido a su bajo contenido en agua, las
esporas bacterianas, como las de Clostridium botulinum, son mucho maés resistentes a la
radiacion, necesitando dosis elevadas (radapertizacion) (Aymerich, Picouet & Monfort,
2008). Sin embargo, para la eliminacion de Listeria monocytogenes, se necesitan dosis
mucho menores (2 y 4 kGy) (Samelis, Kakouri, Savvaidis, Riganakos & Kontominas,
2005; Zhu, Du, Cordray & Ahn, 2005). En este sentido, la FDA autoriza dosis de
irradiacion de 3 y 4,5 kGy en carne de ave y mamiferos con el fin de disminuir la
presencia de Listeria. Si la carne esta congelada, la dosis permitida aplicada es de hasta

7 kGy (AESA, 2005).

Dentro de los microorganismos patégenos asociados a los productos RTE, hay
que mencionar que Salmonella spp. y Listeria presentan una radiorresistencia similar.
Los experimentos realizados al efecto han mostrado que, a veces, se han calculado
valores D mas elevados para Salmonella 'y en otras ocasiones para Listeria, dependiendo
de las condiciones experimentales (Grant & Patterson, 1992; 1995; Thayer & Boyd,
1993; Doyle, 1999). E. coli es mas sensible a las radiaciones ionizantes que Listeria y
Salmonella (Doyle, 1999) y Campylobacter méas aun, habiéndose observado que los
niveles de esta ltima bacteria se reducen en 3 unidades logaritmicas con dosis de 3 kGy
(Roberts, 1998). La radiorresistencia de E. coli O157:H7 es similar a la calculada para
otros serotipos de esta especie (Roberts, 1998). Se han descrito valores D a 4°C de 0,39
(Thayer & Boyd, 2001). Un tratamiento de 6 D parece ser suficiente para eliminar este
serotipo a los niveles que habitualmente se encuentran en la carne (Clavero, Monk,

Beuchat, Doyle, & Brackett, 1994; Thayer & Boyd, 1993).
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A pesar de estos datos, es necesario optimizar al méximo los tratamientos con
radiaciones ionizantes buscando siempre un equilibrio entre la dosis adecuada para
reducir los patogenos y evitar que se produzcan efectos secundarios adversos, como la
modificacion de las propiedades sensoriales, la pérdida de nutrientes o la generacion de

los fendmenos oxidativos que veremos a continuacion.

1.4.4. Efectos sobre los alimentos

Los resultados de las investigaciones realizadas hasta el momento indican de
forma categorica que el consumo de alimentos irradiados es totalmente seguro siempre
que este tratamiento se realice, entre otras condiciones, con dosis inferiores a 10 kGy
(AESA, 2005). Si las dosis empleadas son mas altas se pueden producir pérdidas de
nutrientes (siempre menores que las producidas durante el cocinado) (Grolichova,
Dvorak, & Musilova, 2004) y ademas, podria aparecer radiactividad inducida lo que
quiere decir que algunos componentes de los alimentos se podrian transformar en

radioactivos.

Las reacciones quimicas que se producen en un alimento cuando se irradia son
complejas y es necesario tenerlas en cuenta para valorar su calidad final. En términos
generales, cuando un compuesto se irradia, los atomos y/o las moléculas se ionizan
(efecto primario), dando lugar a radicales libres que podran reaccionar posteriormente
consigo mismo o con otros compuestos dando lugar a reacciones secundarias de
dimerizacion, recombinacion o captura de electrones generandose compuestos que no
estaban presentes en la composicion inicial (efecto secundario) y cuya formacion y
desaparicion contintia en el alimento hasta la formacion de compuestos estables. Al
conjunto de estos dos procesos se le denomina radiolisis y su intensidad depende de la
dosis de irradiacion absorbida, de la composicion del alimento y de las condiciones del

procesado (Ordoiiez, et al., 1998).

Uno de los procesos mas significativos es la radiolisis del agua ya que es el
componente mayoritario de casi todos los alimentos; cuando se irradia el agua, se
producen compuestos altamente reactivos como radicales hidroxilo, peroxido de
hidrégeno, hidrégeno atdmico y molecular. Un factor muy importante a tener en cuenta

es la temperatura del producto durante la irradiacion ya que en un alimento congelado,
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los compuestos reactivos mencionados quedan atrapados y en consecuencia, no
interaccionan unos con otros o con otros compuestos (Obana, Furuta & Tanaka, 2007).
Sin embargo, estos compuestos quedan ahi, y cuando el alimento se descongela,

comienzan a actuar pudiendo provocar cambios en el alimento (Stewart, 2001).

En las proteinas, los cambios quimicos surgen como resultado de la alteracion de
los aminoécidos que las constituyen y estan relacionados con los compuestos formados
por la radidlisis del agua. Los aminodcidos mas sensibles son los que contienen azufre
ya que dan lugar a cantidades considerables de sulfuros como el de hidrogeno (Lacroix
& Ouattara, 2000) que causan los malos olores caracteristicos y definidos como “a
irradiado”. Otras reacciones que se pueden producir son la desaminacion de
aminoacidos, como la histidina, rindiendo 4cidos pirtivico y propionico,
decarboxilacion, con produccion de etilamina y acetaldehido y la oxidacion de grupos
sulthidrilo con rotura de enlaces peptidicos (Diehl, 1990; Giroux & Lacroix, 1998). En
el caso de los aminoacidos aromaticos, pueden aparecer nuevos compuestos que pueden
ser utilizados como marcadores en alimentos irradiados; es el caso de la o-, m- y p-

tirosina (Marchioni, 2006).

Cuando se irradian los carbohidratos, se reduce su rotacion Optica y se puede
observar un pardeamiento que da lugar a la formacion de carbonilos y furanos y una
mezcla de gases, basicamente H, y CO, con trazas de metano y CO (Fan & Sokorai,
2008). Asi mismo, se observa un descenso del pH cuando se solubilizan en agua. En el
caso de los polisacaridos, como pectinas y almidones pueden degradarse y provocar un
excesivo ablandamiento en frutas y verduras; estos carbohidratos pueden perder su
funcionalidad, basicamente su capacidad espesante y gelificante (Marchioni, 2006) lo
que contribuiria a la pérdida de la textura del alimento. La descomposicion posterior da
lugar, entre otros, a acido formico, acetaldehido, etanol y formiato de metilo que

podrian considerarse, igualmente, indicadores de irradiacion (Stewart, 2001).

La radiolisis de la grasa ha sido ampliamente estudiada ya que este proceso induce
el desarrollo de reacciones hidroliticas y si esta presente el oxigeno, se acelera la auto-
oxidacién con la generacion de compuestos volatiles responsables en gran parte de los
olores y sabores desagradables asociados a la irradiacion (Giroux & Lacroix, 1998) y
que a su vez pueden afectar negativamente a otros componentes como las vitaminas E y

K (Kwakwa & Prakash, 2006). Por todo ello, es importante que los alimentos con un
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alto contenido en lipidos sean irradiados y almacenados en ausencia de oxigeno
(Ohlsson, Gothenburg, & Bengtsson, 2002). Asi mismo, durante la radi6lisis de la grasa
se generan alcanos y alquenos, ésteres, peroxidos y 6xidos de colesterol, compuestos
que también han sido utilizados como indicadores de irradiacion (Barba, Santa-Maria,

Flores, Herraiz, & Calvo, 2010).

La sensibilidad de las vitaminas frente a la irradiacion es variable: dentro de las
vitaminas hidrosolubles, las mas sensibles son la tiamina, seguida del 4cido ascorbico,
piridoxina, riboflavina, acido folico, cobalamina y &cido nicotinico. En el caso
particular del 4cido folico, su estabilidad frente a la irradiacién es menor cuando se
encuentra en solucion que en los alimentos (Miiller & Diehl, 1996; Aratjo, et al., 2011).
Hay que mencionar que los folatos, por ejemplo, resultan ser mas estables a la
irradiacion que a los tratamientos culinarios con los que se llega a destruir hasta el 50%
(Miiller, 1995). En el caso de las vitaminas liposolubles son mads sensibles las vitaminas
E y A, mientras que la vitamina K o la vitamina D son mas resistentes. Como en los
casos anteriores, la estabilidad y/o sensibilidad va a depender de la dosis recibida, del
efecto protector que puede ejercer la matriz o los componentes del alimento y de las
condiciones del tratamiento como la temperatura, lo que hace que se pueda minimizar
mediante el tratamiento en congelaciéon y en atmosfera inerte (Grolichova, Dvordk, &

Musilova, 2004; Ahn & Lee, 20006).

1.4.5.Irradiacion de productos carnicos

Se conoce bien la eficacia de las radiaciones ionizantes para prevenir o retrasar la
alteracion de la carne. En 1999 se observo que dosis de 0,25-1 kGy, en condiciones
aerdbicas, consiguid aumentar la vida util de la carne, utilizando dosis de 2,5 kGy para

controlar Salmonella, L. monocytogenes, S. aureus, o E. coli (Rahman, 1999).

Se ha demostrado que la irradiacion es plenamente eficaz para la eliminacion de
patogenos: L. monocytogenes, Salmonella, Y. enterocolitica, E. coli O157:H7 (Monk,
Beuchat, & Doyle, 1995; Zhu, Du, Cordray, & Ahn, 2005). En 2009, Cabeza, de la Hoz,
Velasco, Cambero y Ordofiez realizaron un estudio sobre la calidad y seguridad de
salchichones RTE tratados con radiaciones ionizantes. Las muestras tratadas con dosis

menores de 2 kGy cumplian con el objetivo de seguridad alimentaria (FSO) y no sufrian
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modificaciones sensoriales apreciables, sin embargo, otros autores (Ahn, Jo, & Olson,
2000; Lee & Ahn, 2005) indican que el uso de estos tratamientos en carne es limitado
por los cambios en el aroma, color y sabor que afectan a la aceptacion del producto por
parte de consumidor. En consecuencia, es primordial elegir cuidadosamente la que nos
permita alcanzar la seguridad microbioldgica y que a la vez no produzca cambios
importantes en la caracteristicas sensoriales de estos productos carnicos que llevan a

rechazar el alimento irradiado por parte del consumidor.

Se ha observado que no todos los microorganismos se destruyen a dosis bajas de
radiacion, siendo las bacterias gram-positivas las que prevalecen tras la irradiacion en
una microbiota mixta. En el caso particular de L. monocytogenes, dosis de 2-2,5 kGy
garantizan su destruccion en diversos alimentos (Huhtanen, Jenkins, & Thayer, 1989).
En sandwiches de jamoén congelados se ha observado que el valor D es de 0,71-0,81
kGy, necesitandose por tanto 3,5-4,0 kGy para conseguir una reduccion de 5D (Clardy,
Foley, Caporaso , Calicchia, & Prakash, 2002). También se sabe que L. monocytogenes
es mas resistente en carne que en medios de cultivo (Andrews, Marshall, & Grodner,

1995; Kamat & Nair, 1995; Gursel & Gurakan, 1997).

A continuacién se citan algunos de los numerosos trabajos existentes sobre la
irradiacion de productos cérnicos: Giraux y Lacroix, (1998); Jo, Lee y Ahn, (1999);
Nanke, Sebranek y Olson, (1999); Al-Bachir y Mehio, (2000); Kim, Ahn, Kim, Jo,
Yook, Park y Byun, (2003); Cabeza, Cambero, de la Hoz y Ordéiiez, (2007); Kwon,
Kwon, Nam, Lee y Ahn, (2008); Lim, Seol, Jeon, Jo y Lee, (2008); Johnson y
Resurreccion, (2009); Cabeza, de la Hoz, Velasco, Cambero y Ordonez, (2009);
Stefanova, Toshkov, Vasilev, Vassilev y Marekov, (2011).

Jo, Lee y Ahn (1999) observaron el efecto de la irradiacion en la oxidacion
lipidica y en el desarrollo de aromas extrafios en productos cocidos de cerdo. Jo, Lee,
Cho, Yook y Byun, (2002) llegaron a la conclusion de que el envasado a vacio solo o
combinado con el uso de antioxidantes era muy eficaz para inhibir la posible oxidacion
de los lipidos debida a la irradiacién. Ahn, Jo y Olson, (2000); Yoon, (2003) observo un
efecto negativo de la irradiacion sobre las caracteristicas organolépticas y propiedades
fisicas como la textura cuando las dosis empleadas son de 5 kGy. Kim, Ahn, Lee, Park,
Ryu, Kang y Byun (2005) observaron el descenso de las aminas presentes en un

producto carnico (pepperoni) tras el tratamiento con 5, 10 y 20 kGy. Jo, Ahn y Byun
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(2006) establecieron que la irradiacion de las materias primas (carne de cerdo y cordero)
utilizadas para la elaboracion de salchichas tenia un efecto positivo sobre las
caracteristicas sensoriales de dicho producto. Johnson y Resurreccion (2009) no
observaron cambios en el aroma global o en la apariencia de salchichas frankfurt
preparadas como RTE (1, 2 y 3 kGy). Stefanova, Toshkov, Vasilev, Vassilev y
Marekov (2011) realizaron un estudio sobre la influencia de la irradiacion en el perfil de
acidos grasos en carne de vaca empleando dosis de hasta 15 kGy y observaron un

aumento de 4cidos grasos saturados y una disminucion de los poliinsaturados.

1.5. Legislacion relativa al tratamiento de irradiacion

La efectividad de la irradiacién en la conservacion de los alimentos ya fue
observada en 1943 cuando el Instituto de Tecnologia de Massachusetts, bajo un contrato
con la Armada de los Estados Unidos, demostro la utilidad de la irradiacion de carne
picada de vaca con rayos X como método de conservacion. Estos estudios continuaron
después de la Segunda Guerra Mundial y en 1947 Brasch y Huber, propusieron utilizar
un acelerador de electrones para irradiar, entre otros alimentos, carne y leche. Fue en
EE. UU. donde se concedio la primera patente para el uso de radiaciones ionizantes para

la conservacion de cereales (Molins, 2001).

En la década de los 50 ya se irradiaron en Alemania especias con fines
comerciales, para mejorar su calidad higiénica y Reino Unido comenz6 a desarrollar su
programa para irradiar alimentos. En la de los 60, la conservacién de alimentos por
irradiacion alcanzé el umbral de industrializacion en varios paises desarrollados, entre

ellos Espaifia (Molins, 2001).

En Europa, el uso de irradiacion para la conservacion de alimentos fue aprobada
en 1981 por un Comité mixto de Expertos de FAO/IAEA/WHO, quienes establecieron
que la irradiacion (<10 kGy) de alimentos no presentaba ningun riesgo toxicoldgico, o
nutricional, mejorando los producidos por técnicas convencionales de procesado de

alimentos, siempre que se lleven a cabo buenas practicas de fabricacion e irradiacion.

Pauli y Tarantino (1995) indicaron que la informacion que la FDA requeria para

regular una autorizacion para irradiar un alimento determinado era la fuente de
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irradiacion empleada y las condiciones de uso, es decir, tipo de alimento, dosis de
irradiacion a emplear y otras condiciones como si el alimento era fresco o congelado.
En la peticion para la autorizaciéon debia constar que se pretende lograr con la
irradiacion y la dosis. También se debian proponer métodos para controlar la dosis
exacta que recibe el alimento. Igualmente, deberia hacerse una evaluacion sobre el

impacto medioambiental.

En fecha 6 de octubre de 1966 se dict6 el Decreto 2725/1966 por el que se
regulaba la conservacion por irradiacion de alimentos destinados al consumo humano.
En el mismo afio se creaba ademas la Comision Asesora de Conservacion de Alimentos
por Irradiacion (Decreto 2728/1966). En 1999 se llevo a cabo una peticion a la FDA
para la aprobacion del uso de irradiacion para alimentos “listos para el consumo”
(Ready-To-Eat; RTE) (Farkas, 2006) siendo este tipo de alimentos uno de los mas
estudiados (Zhu, Mendoca, Min, Lee, Nam, Park, Du, Ismail & Ahn, 2004; Farkas,
Andrassy & Polyak-Feher, 2005; Sommers & Boyd, 2006) con el objetivo de garantizar

la calidad microbiologica de dichos productos.

La Unién Europea ha tratado de armonizar la legislacion relativa a este tema,
estableciendo dos lineas de actuacion. La primera de ellas es la Directiva 1999/2/CE
relativa a la elaboracion, comercializacion e importacion de productos alimenticios y de
ingredientes alimentarios tratados con radiaciones ionizantes. En el Anexo I se
establecen las condiciones para la autorizacion de la irradiacion de productos
alimenticios buscando siempre como fin la seguridad alimentaria. En el Anexo II, se
establecen las fuentes de radiaciones ionizantes permitidas que son las mencionadas en
el apartado 1.4.2. Con la segunda linea de actuacion se regulan los productos
alimenticios que pueden tratarse con radiaciones ionizantes y las dosis maximas que se
pueden emplear (Directiva 1999/3/CE). Los alimentos permitidos son “Hierbas
aromaticas secas, especias y condimentos vegetales” con un valor méaximo de la dosis

absorbida de 10 kGy.

A pesar de que en esta lista solo figuran las especias, algunos paises de la Union
Europea han autorizado la irradiacion de otros alimentos (Diario Oficial de las
Comunidades Europeas, 2001), aunque en la realidad s6lo unos poco son irradiados.

Entre los paises que permiten irradiar otros tipos de alimentos podemos encontrar:
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v' Francia: autoriza alimentos como aves de corral, menudillos de pollo, ancas de rana
gambas congeladas con dosis méximas de 5 kGy, hortalizas y frutos secos (1 kGy) o

clara de huevo (3 kGy), por poner algunos ejemplos.

v Holanda: autoriza la irradiacion de carne de pollo (7 kGy), gambas o clara de huevo

(3 kGy) o copos de cereales (1 kGy).

v Reino Unido: est4 autorizada la irradiacion de frutas (2 kGy), hortalizas y cereales
(1 kGy), aves de corral como gansos o codornices (7 kGy) o pescados y mariscos (3

kGy).

Estas normativas europeas quedan recogidas en el Real Decreto 348/2001, y se
han incorporado al ordenamiento juridico espafiol. En ¢l se determinan los principios
generales para la elaboracion, comercializacion e importacion de productos alimenticios
e ingredientes alimentarios tratados con radiaciones ionizantes, asi como los métodos
para su control. Incluye también una lista de los productos que pueden ser irradiados y
las dosis maximas a emplear: “Hierbas aromadticas secas, especias y condimentos
vegetales” (10 kGy). Esta lista no es cerrada ya que la norma prevé la solicitud para

incluir nuevos productos alimenticios.

Hay discrepancia legal en cuanto a la clasificacion de irradiacién de alimentos,
ya que en EE. UU. lo consideran como un aditivo mientras que el resto del mundo se

considera como un proceso (Lagunas-Solar,1995).

Su uso esta autorizado en carne de pollo en Francia, en productos de pescado en
Holanda, Bélgica y Francia, en gramineas en Rusia o para controlar la germinacion de
las patatas en Japon. La irradiacion de especias, hierbas o productos vegetales es una de
las aplicaciones mas usada hoy en dia (Farkas, 2006) ya que permite sustituir al 6xido
de etileno o de propileno que son utilizados habitualmente para esterilizacion de

especias.

En 2010, la GAO (United State Government Accountability Office, 2010)

publicé una lista con los alimentos que la FDA autorizo para ser irradiados (Tabla 6):
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INTRODUCCION

AGENCY AND APPROVAL

FOOD PRODUCTS DATE

PURPOSE OF
IRRADIATION

MAXIMUM
PERMITED
DOSAGE (kGy)

DRY OR DEHIDRATED

ENZIME PREPARATIONS (FDA), June 10, 1985
o carcasszson DA
FRESH NONHEATED N ¢ Leparment 0

Agriculture (USDA), January

PROCESSED CUTS 15, 1986

FRESH FOODS FDA, April 18, 1986
FOODS FDA, April 18, 1986
DRY OR DEHIDRATED
AROMATIC VEGETABLES FDA, April 18, 1986
SUBSTANCES

FRESH, FROZEN FDA, May 2, 1990

UNCOOKED POULTRY USDA, September 21, 1992
REFRIGEREATED AND
FROZEN UNCOOKED FDA, December 3, 1997
SHEEP, CATTLE, SWINE USDA, December 23, 1999
AND GOAT

FRESH SHELL EGGS FDA, July 21, 2000

SEEDS FOR SPROUTING FDA, Octuber 30, 2000

FRESH OR FROZEN

MOLLUSCAN SHELLFIS FDA, August 16, 2005

FRESH ICEBERG LETTUCE

AND FRESH SPINACH FDA, August 22, 2008

Food and Drugs Administration

Control of insects
and micro-
organism

Control of
Trichinella
spiralis

Delay maturation

Arthropod
disinfectation

Microbial
disinfection

Control foodborne
pathogens

Control foodborne
pathogens
and extend shelf-
life

Reduction of
Salmonella

Control microbial
pathogens

Control Vibrio
bacteria and other
foodborne
pathogens

Control foodborne
pathogens and
extend shelf-life

10.0

0.30 to 1.00

1.0

1.0

30.0

3.0

4.5 (refrigerated)
7.0 (frozen)

3.0

8.0

5.5

4.0

Table 6. Food products approved for irradiation in the EE.UU. (United State

Government Accountability Office, 2010)

Se puede afirmar sin lugar a equivocos que la irradiacion de alimentos es cada

vez mas comun; se ha estimado que a nivel mundial el volumen de alimentos irradiados

supera las 400.000 toneladas anuales y el mayor incremento se encuentra en los paises

asiaticos (Kume, Furuta, Todoriki, Uenoyama, & Kobayashi, 2009). Este incremento se

debe basicamente a que su seguridad estd ampliamente demostrada (WHO, 1997;
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Morehouse & Komolprasert, 2004; Centers for Disease Control and Prevention (CDC),
2010).

Sin embargo, el consumo no se ha extendido, en parte por el desconocimiento

4 13 b T L9
que hay frente a estas nuevas tecnologias y en parte a que las palabras “radiacion” o
“irradiacion” tienen connotaciones negativas para el consumidor. Podria decirse que los
argumentos que se han utilizado frente a la irradiacion son similares a los que se
esgrimieron en su momento frente a la pasterizacion de la leche, cuando fue introducida

en el mercado hace mas de 100 afos.

Estudios de aptitud y test de mercados demuestran que cuando se les da la
informacion adecuada, los consumidores aceptan los alimentos irradiados (Morehouse
& Komolprasert, 2004). Generalmente, los consumidores rechazan este tipo de
alimentos por la confusion que tienen respecto a lo que realmente son los alimentos
irradiados: tienen un conocimiento limitado sobre como es el proceso de irradiacion, el
fundamento de este tratamiento, sobre los beneficios y la seguridad de este tipo de
alimentos ya que tienen dudas tales como si los alimentos irradiados son radioactivos o
no. Tienen que ser informados ademds sobre aspectos econdomicos, éticos € impacto
medioambiental de esta tecnologia. Una manera de hacerlo puede ser utilizando la
comparacion con otros métodos ya conocidos por el mismo, por ejemplo: “la irradiacion
es como la pasteurizacion, excepto que la pasteurizacion utiliza como energia el calor
mientras que la irradiacion usa otra fuente de energia” (Bruhn, 1995) e incluso se han
sugerido términos como el de alimento “pasteurizado electronicamente”. La prueba
palpable del éxito de este proceso de informacion y educacion es el rapido aumento que
se ha producido en EE. UU. y Canada en la aceptacion de este tipo de productos

(Morehouse & Komolprasert, 2004).

Segun el Eurobarémetro del 2006 (Eurobarometer, 2006), las fuentes de
informacion en las que mas confia el consumidor son los profesionales de la salud,
cientificos universitarios y organizaciones de consumidores, seguidos de los cientificos
que trabajan en la industria alimentaria (Rollin, Kennedy, & Wills, 2011). Nuestra
responsabilidad y, en consecuencia la finalidad ultima de trabajos como el que aqui se
ha desarrollado, es abundar en esta linea y contribuir en la desaparicion de los topicos
que limitan sobremanera la utilizacion de las radiaciones ionizantes como método de

conservacion de los alimentos.
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Consideraciones finales

Por lo anteriormente expuesto, y teniendo en cuenta que:

1. Los productos céarnicos funcionales constituyen una parte muy importante
dentro del sector carnico y su finalidad es, entre otras, ofrecer una mayor gama
de alimentos mas saludables, por ejemplo mediante la incorporacion de

compuestos bioactivos.

2 Dentro de los ingredientes funcionales o bioactivos que se incorporan a los
productos cérnicos, el acido folico, una de las vitaminas hidrosolubles de mayor

repercusion en la salud, no ha sido ensayada nunca en productos carnicos.

3. Los productos carnicos funcionales no pueden ni deben ser ajenos a la
demanda actual de productos de rapido y facil consumo (alimentos listos para el
consumo RTE). Su proyeccion natural en el comercio pasa, por ofrecerlos en las

mismas condiciones que el producto homodlogo convencional.

4. Su preparacion como alimentos RTE conlleva la aplicacion de nuevas
tecnologias que aseguren el mantenimiento de la calidad higiénica y su valor
nutritivo, es decir, estableciendo la bioaccesibilidad del ingrediente bioactivo

para ser utilizado por el organismo.

Planteamos el presente trabajo cuya justificacion se expone seguidamente.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La carne y los productos carnicos son componentes habituales de la dieta de los
paises desarrollados aunque su consumo se ve afectado por diferentes factores entre los
que se incluyen las propias caracteristicas sensoriales y nutritivas o los relacionados con
el tipo de consumidor y su entorno (estado de salud, aspectos familiares, religiosos,
economicos). A pesar de que la carne se considera uno de los pilares basicos de nuestra
alimentacion por su interés nutritivo (no hay que olvidar el valor biolégico de sus
proteinas), en los Ultimos afos parece tener una imagen “negativa” para la salud al
asociarse su consumo con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares
fundamentalmente, asi como de obesidad, hipertension e incluso algunos tipos de

cancer. Esta imagen negativa ha provocado un descenso de la demanda.

Por ello, se hace imprescindible innovar el sector carnico y lanzar al mercado
nuevos productos en los que la composicion de la carne y en consecuencia, de los
productos céarnicos se haya modificado de alguna manera con el fin de que el producto
resultante se cifia cada vez mas a las nuevas orientaciones nutricionales. Esta es la

puerta de entrada a los productos carnicos funcionales.

Muchos han sido los ingredientes funcionales o bioactivos incorporados a
productos carnicos: aceites de origen vegetal o de pescado como fuente de acidos grasos
poliinsaturados n-3, proteinas de soja, antioxidantes, fibras dietéticas soluble e
insoluble, minerales, pro- y prebioticos, etc. (Fernandez-Ginés, Fernandez-Lopez,
Sayas-Barbera, & Pérez- Alvarez, 2005; Jiménez-Colmenero, Reig, & Toldra, 2006) y
en los que se ha podido establecer el proceso tecnoldgico de elaboracion mas adecuado
para obtener productos finales con el valor nutritivo buscado y unas caracteristicas
sensoriales lo mas proximas posible al homologo convencional al cual enriquecen. Sin
embargo, hay otros ingredientes muy interesantes que no han sido objeto de un estudio
de esta naturaleza a pesar de que su relevancia en la salud humana aconseje una mayor

ingesta al menos en una parte de la poblacion. Es el caso del dcido fdlico.

Por otra parte, hay que tener en cuenta que el ritmo de vida de la sociedad actual
ha transformado los habitos alimentarios y ha hecho que cada vez sea mas frecuente la
cocina rapida, que lleva consigo la aparicion de productos preparados o semipreparados
que puedan ser consumidos en poco tiempo, practicamente sin tratamiento culinario,

pero que a la vez sean nutritivos e higiénicamente seguros. Por esta razon, la industria
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alimentaria, se tiene que adaptar a estas nuevas tendencias, aumentando la produccion
de alimentos envasados en raciones “unidosis” o raciones domésticas, productos
loncheados o troceados que no requieren tratamiento culinario y que facilitan el
consumo. Estos alimentos son los conocidos como Listos para el Consumo o Ready-To-
Eat (RTE). Su preparacion conlleva operaciones de reduccion de tamafio, es decir,
troceado, loncheado, y/o otras manipulaciones como su posterior envasado, que
favorecen el riesgo potencial de una contaminacion. Suelen presentarse envasados a
vacio o en atmdsferas protectoras y mantenidos en refrigeracion con el fin de alargar la
vida util. Normalmente, este tipo de productos una vez preparados, no llevan un
tratamiento posterior, o si lo llevan es muy suave, de manera que si este alimento es
contaminado durante su manipulacion, los consumidores estarian expuestos a los
posibles patdgenos presentes. Por este motivo, se hace necesario higienizar el producto
RTE antes de que llegue al consumidor. Esto se puede llevar a cabo mediante el uso de

tratamientos no térmicos, como es la aplicacion de radiaciones ionizantes.

Los productos céarnicos funcionales no pueden ni deben ser ajenos a estas nuevas
tendencias ya que su proyeccion natural en el comercio pasa por ofrecerlos en las
mismas condiciones que el producto homdlogo convencional. Si el consumidor actual
estd acostumbrado cada vez mdas a disponer de productos carnicos RTE, le resultan
cémodos y muy Tttiles para su ritmo de vida; entonces, jpor qué no pueden prepararse y
consumirse los productos carnicos funcionales como alimentos RTE si estan
elaborados de la misma forma?. Cuando se intenta abordar esta cuestion, surge de
forma inmediata otra quizds mas interesante: ;qué es lo que le ocurre a un ingrediente
funcional cuando se somete a estos tratamientos adicionales?. Este es el aspecto mas

importante que se pretende abordar y uno de los objetivos a cubrir.

Sin embargo, y teniendo en cuenta que en la actualidad esta bien establecido que
el disefo y desarrollo de un alimento funcional debe ir acompafiado de estudios de
bioaccesibilidad, la segunda parte de este trabajo ha consistido en establecer, mediante
diferentes pruebas in vitro, qué cantidad del 4cido félico incorporado estaria disponible
para realizar la funcion para la que ha sido incorporado. Hay que tener en cuenta
ademads, que en nuestro caso, nos enfrentamos a unas matrices tan complejas como los
productos carnicos. Se tratan de sistemas en los que coexisten gran cantidad de
nutrientes de distinta naturaleza, entre los que se establecen multiples interacciones que

influyen de forma definitiva en las caracteristicas que le son propias. Dichas

100



OBJETIVOS

interacciones o la misma inactivacion del ingrediente funcional durante el procesado
pueden hacer que no esté disponible para su absorcion en cantidad suficiente para poder
tener el efecto beneficioso por el que se ha anadido. Por ello, hemos considerado
imprescindible estudiar si los componentes de los productos carnicos interfieren con la

disponibilidad del acido folico, en consecuencia, en su bioaccesibilidad.

Por lo anteriormente expuesto, los objetivos de este trabajo son:

* Estudiar la viabilidad tecnolégica del 4cido folico como ingrediente funcional en
productos carnicos (frescos, cocidos y madurados) tanto convencionales como RTE.

e Evaluar las caracteristicas sensoriales y los posibles cambios en los parametros
fisico-quimicos del producto final, producidos bien por la adicion del ingrediente
funcional, bien por el tratamiento de irradiacion o por la combinacién de ambos.

* Conocer la vida 1til de los productos céarnicos disefiados estudiando la estabilidad
del acido folico a lo largo del tiempo de almacenamiento.

* Estudiar la bioaccesibilidad del acido folico a partir de los productos carnicos
disefiados, tanto convencionales como RTE, utilizando para ellos dos métodos in
vitro, uno estatico y otro dindmico, que simulen el proceso de la digestion

gastrointestinal.
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MOTIVATION AND OBJECTIVES

Meat and meat products are usual components of the diet in the developed
countries, although their consumption is affected by several factors as their own sensory
and nutritional characteristics or the consumer and its environment ones (health, family,
religious and economic aspects). Although the meat and meat products are considered
as one of the most important groups of food in the diet, during the last years, they have
acquired a “negative image” due to their relation with several disease as cardiovascular
ones, obesity, diabetes or certain types of cancer. This “negative image” carries on a
decrease on their consumption. This is one of the reasons why it is necessary to
innovate the meat industry and place in the market new meat products, in which the
meat composition would be modified in order to obtain a new product, which follows

the nutritional guides. That is one option to develop functional meat products.

There are multiple functional ingredients or bioactive compounds incorporated
to meat products: vegetable oils and fish as source of polyunsaturated fatty acids n-3,
soy proteins, antioxidants, soluble and insoluble dietary fibers, minerals, and pro-and
prebiotics (Fernandez-Ginés, Fernandez-Lopez, Sayas-Barberd, & Pérez- Alvarez,
2005; Jiménez-Colmenero, Reig, & Toldra, 2006). In those ones, the most adequate
technological processes had been established in order to obtain final products with the
required nutritive value and sensory characteristics. However, there are other interesting
ingredients which have not been studied yet despite their importance in the human

health. One of them is folic acid.

On the other hand, it is important consider that the lifestyle of consumers has led
to changes on their eating habits, making more frequent the fast food, appearing
prepared or semi-prepared foods, which could be consume quickly, practically without
culinary treatment but being nutritive and safe. In this way, the industry has to be
adapted to manufacture new products packaged in individual packaging or slice
products without culinary treatment. These foods are known as Ready To Eat products.
They are normally vacuum packaged or in modified atmospheres and maintained in
refrigeration conditions to increase their self-life. Due to the absence of treatment after

the manipulation, it is necessary to use some treatment to guarantee the microbiological
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quality. One of the best options is the use of non-thermal technologies, such as

irradiation treatment.

Functional meat products shouldn’t be oblivious to these new trends due to its
natural projection on trade is to offer the same conditions as the conventional ones. If
today's consumer is increasingly used to dispose of RTE meat products, because they
are convenient and useful for the consumer’s lifestyle, then why functional meat
product can not be prepared and consumed as RTE products? When attempting to
address this issue immediately appears another question, perhaps more interesting: what
happens to a functional ingredient when subjected to that treatment? This is the most

important aspect that we would like to tackle and one of the objectives to be covered.

However, considering that today is well established that the design and
development of a functional food must be accompanied by bioavailability studies, the
second part of this work was to establish, through various in vitro tests, how much folic
acid would be available to perform the function for which it was incorporated. Keep in
mind also that in our case, complexity of matrices such as meat products. They are
systems in which coexist different kinds of nutrients, where multiple interactions are
established, which influence on their own characteristics. These interactions or
inactivation of the functional ingredient during processing can make it unavailable for
absorption in enough quantity to have the beneficial effect for which has been added.
Therefore, we considered essential to study whether the components of meat products

interfere with the availability of folic acid, therefore, in its bioaccessibility.
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OBJECTIVES

To study the technological viability of folic acid as functional ingredient in
conventional and RTE meat products (fresh, cooked and dry fermented sausages).
To evaluate the sensory characteristics and the possible changes in the
physicochemical parameters on the final product, due to the addition of the
functional ingredient or due to the irradiation treatment.

To determine the self-life of these functional meat product studying the folic acid
stability during the time storage.

To study the folic acid bioaccessibility from conventional and RTE functional meat
products using a static and dynamic in vitro models, simulating the gastrointestinal

digestion.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Material de laboratorio y Planta Piloto

El material de vidrio empleado en las experiencias fue de tipo “Pyrex”.

El agua destilada utilizada para la preparacion de los medios de cultivo y para
las disoluciones acuosas se obtuvo en un destilador Millipore Elix 3, que proporciona
una calidad del agua con una resistividad del orden de 15 MQ. El agua necesaria para
preparar las disoluciones, muestras y patrones utilizados en la cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) fue agua MiliQ, agua de calidad superior a 18MQ obtenida en

un aparato acoplado al anterior.

Las pesadas ordinarias se realizaron en balanzas monoplano And mod. EK-
1200%, mod. FX-320 y mod. GF-2000; las pesadas de precision en balanza analitica
Sartorius mod. 2443.

La conservacion de las muestras y sus extractos en congelacion (-25°C) se
realizd en arcones Liebher y las mantenidas en refrigeracion en frigorificos Philco,

Fagor, Electrolux y Kelvinator.

La homogenizacion de las muestras para andlisis quimico se realizd en un

homogenizador Polytron mod. PT 10-35.
El hielo utilizado se obtuvo en una maquina Scotsman mod. AF-100.

Las disoluciones y medios de cultivo se prepararon en agitadores magnéticos
Selecta mod. Agimatic N y Thermolyne mod. Nuova II, (Barcelona, Espafia)dotadas

ambas de calefaccion.

Para las centrifugaciones se utilizaron centrifugas Sorvall mod. RC-5B

equipadas con motores mod. GSA, GS3 y S600 .

Las pipetas automaticas utilizadas fueron Pipetman® P de Gilson, S.A.S. (mod.
20, 200, 1000 y 5000C) que dispensan volimenes de 2-20 pl, 20-200 pl, 200-1000 pl y

de 5 ml, respectivamente.
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Las estufas de incubacion fueron Heraeus (mod. B-6200, Hanau, Alemania).

La esterilizacion de los medios de cultivo se hizo en autoclaves Selecta (mod.

Autotester G y 43-G, Barcelona, Espaia).
La carne se pico en una picadora Fals Co. (mod.10 Grinder, Barcelona, Espafia).

La carne y el resto de los ingredientes se mezclaron en una amasadora Mainca

(mod. RX, Barcelona, Espana).

El tratamiento térmico de los productos carnicos cocidos se hizo en un horno de

vapor Coven (Mod. Tec6MX, Milan, Italia).

La maduracion de los embutidos se hizo en una camara de maduracion Binder

(Mod. KBF 115-720, Tuttlingen, Alemania).

Los embutidos se lonchearon con una loncheadora Beckers Italy (mod. DOM,

Italia).

El envasado a vacio se realizdo en una envasadora Vapta, S.L. (mod. Euvac,

Humanes de Madrid, Espana).

Las bolsas utilizadas para el envasado a vacio fueron bolsas laminadas de baja
permeabilidad (35 cm®/ 24 h m” bares para el oxigeno y 150 cm’ / 24 h m* bares para el

diéxido de carbono) (Plastifii, La Rioja, Espafia).

En los estudios de bioaccesibilidad, las incubaciones se realizaron en un

incubador orbital Infors (mod. AG CH-4103, Bottmingen, Suiza).

3.2. Reactivos y disolventes

Todos los productos quimicos utilizados en este trabajo fueron de calidad

“reactivo”, suministrados por las firmas Merck, Oxoid y Sigma.

El acido folico utilizado fue del laboratorio Inter-Pharma (Barcelona, Espana).
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Las enzimas digestivas, reactivos del estudio de bioaccesibilidad y las bolsas

de dialisis fueron de Sigma-Aldrich, (St.Louis, MO, USA).

3.3. Fabricacion de productos carnicos

Todos los productos carnicos fueron fabricados en la planta piloto del
Departamento de Nutricion, Bromatologia y Tecnologia de los Alimentos de la Facultad

de Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid.

3.3.1.Proceso de elaboracion de productos carnicos crudos

Como producto carnico crudo, se eligieron hamburguesas, elaboradas con

carne de vacuno. La carne fue picada con una picadora usando un plato de 3 mm.

El 4cido folico fue anadido a la carne picada disuelto en una pequena cantidad
de agua (10 ml) para facilitar su distribucion de forma homogénea. Se fabricaron 3 lotes
con cantidades de acido folico de 0,6 mg/100 g, 1,2 mg/100 gy 2,4 mg/100 g y otro lote

sin acido folico utilizado como control.

Una vez homogeneizado, se prepararon hamburguesas de 60 g
aproximadamente y se conformaron en placas de Petri, de manera que tuvieran 1 cm de
altura y alrededor de 10 cm de diametro. Las muestras fueron envasadas a vacio y se

mantuvieron en refrigeracion (< 4°C) hasta el momento del tratamiento de irradiacion.

3.3.2.Proceso de elaboracion de productos carnicos cocidos

Se elaboraron productos cocidos (mortadelas) de acuerdo con la formulacion

que se muestra a continuacion:

v Carne magra de cerdo .........coeceevvreiienieenenne. 55%
V' TOCINO e 30%
V' UAZUA e 10%
v Mezcla comercial de especies ..........ccoceueennnnn. 5%
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La mezcla de especias estaba formada por sal, dextrosa, proteinas de soja,
especias, acido glutdmico, agentes emulsionantes y gelificantes, antioxidantes, nitrito
potasico, citrato trisdédico y acido carminico como colorante (Curavi®, Anvisa, Arganda

del Rey, Espaia).

Tanto la carne magra como el tocino (sin corteza) se mantuvieron en

congelacion hasta su utilizacion.

El agua utilizada fue en forma de hielo, para evitar que durante el picado la
temperatura del producto aumentase por encima de 2°C, provocando un descenso en la

capacidad emulsionante de la masa.

El 4cido folico en polvo fue mezclado con las especias con el fin de conseguir

una mejor homogeneizacion.

Antes de comenzar, se eliminan en la carne los restos de tejido conjuntivo
adheridos. A continuacion se trocea junto con el tocino y se incorporan en una cutter
Robot-Coupé mod. 20v. donde se pican a 1500 rpm durante un minuto. Posteriormente
se afiade la mitad del agua en forma de hielo junto con la mitad de las especias (que
llevan incorporado el acido f6lico), y se vuelve a triturar durante un par de minutos.
Pasado este tiempo se incorporan el resto del agua (hielo) y de la mezcla comercial de

especias, triturandose hasta formar una pasta fina (emulsion).

La pasta fina se embute en las tripas artificiales (Multibar 80mm, Oskuda
GMBH, Georgsmarienhiitte, Alemania), mediante una embutidora neumadtica Vivar
mod. 7321 (Barcelona, Espafia). Previamente, las tripas se sumergieron en agua para
humedecerlas y facilitar su llenado. Estas se cierran mediante el uso de una grapadora

manual Hemgrap (Lorenzo Barroso®, S.A, Argentona, Espafia).

Se fabricaron 3 lotes diferentes, dependiendo de la concentracién de acido
folico empleada: 0,6 mg/100 g, 1,2 mg/100 g y 2,4 mg/100 g, y otro sin acido folico

utilizado como control.

Los embutidos se introdujeron en un horno y se sometieron a un tratamiento

térmico de 78°C durante 35 minutos de forma que se alcance en el interior del producto
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una temperatura de 72°C. La temperatura fue medida con un termémetro Interface EBI-

AE 2000 (Ebro Electronic GMBH & Co., Ingolstadt, Alemania).

Finalizado el tratamiento térmico, los productos fueron enfriados en un bafio de
agua/hielo, loncheados, envasados a vacio y mantenidos en refrigeracion hasta el

tratamiento de irradiacion.

3.3.3.Proceso de elaboracion de productos carnicos madurados

Se elaboraron productos madurados (salchichén) de acuerdo con la

formulacion que se muestra a continuacion:

v Mezcla de especias ... 5%

La mezcla de especias contiene sal, dextrosa, dextrina, especias, proteina de
leche, potenciador de aromas, emulsionantes, antioxidantes, nitritos y acido ascorbico

(Salavi®, Anvisa, Arganda del Rey, Espafia).

Tanto la papada como la carne magra de cerdo se picaron y se mezclaron con

las especias.

El acido folico fue adicionado, al igual que en el caso de los embutidos

cocidos, junto con las especias con el fin de facilitar su homogeneizacion.

La mezcla obtenida se embuti6 en tripas artificiales de 55 mm. de diametro,

previamente humedecidas (Betex-Pack S.A., San Sebastian de los Reyes, Espana).

Los embutidos se maduraron en una cdmara programada con las siguientes
condiciones: 22-24°C, 85-90% de humedad relativa, durante las primeras 48 h; 13-16°C,
y 88-85% de humedad relativa hasta el final de la maduracion (20 dias).

Después de la maduracion, los embutidos fueron lonchados, envasados a vacio

y mantenidos en refrigeracion hasta el tratamiento de irradiacion.
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3.4. Irradiacion

El proceso de irradiacion fue llevado a cabo en la planta de irradiacion de
IONISOS IBERICA S.A., situada en Tarancén (Cuenca, Espafia). La fuente de
irradiacion fueron haces de electrones acelerados en un acelerador Rhodotron que

operaba a una intensidad de 10 MeV =250 keV.

Las dosis aplicadas fueron 2, 3 y 4 kGy. La dosis real absorbida por las muestras
se determiné mediante dosimetros de triacetato de celulosa que se pegaron en las bolsas

que contenian los productos.

Una vez irradiadas, las muestras fueron transportadas al laboratorio en
condiciones de refrigeracion y mantenidas de igual forma hasta su utilizaciéon para los

analisis.

3.5. Material y métodos generales

3.5.1.Determinacion de la actividad de agua (ay)

La determinacién de la ay se llevo a cabo en un higrometro de punto de rocio
Decagon CX-1 a una temperatura de 20 °C. Las medidas se realizaron introduciendo en
la cubeta del higrometro cépsulas de plastico que contenian unos 2 g de muestra fresca
picada en pequenos trozos (<5 mm). Al cabo de 1-2 min, éste proporcionaba la lectura

de la a, de cada muestra.

3.5.2. Medida del pH

Se realiz6 a temperatura ambiente en un pH-metro Crisol mod. 2001 equipado
con un electrodo de vidrio que se introdujo en un homogeneizado preparado con 1 g de
muestra y 9 ml de agua destilada. Previamente el pHmetro habia sido calibrado con dos

tampones de calibracion (pH 7,0 y pH 4,0) de Crisol.
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3.5.3. Recuentos microbiologicos

Se tom6 10 g de muestra y se llevo a una bolsa de plastico estéril con filtro
Sterilin que contenia 90 ml de agua de peptona también estéril (1% de bacto-peptona
con 0,85% de NaCl). Se homogeneizdé durante 5 minutos en un Stomacher 400
(Colworth, Reino Unido). De este homogeneizado se hicieron las diluciones decimales

adecuadas.

A continuacion se procedio a la siembra en placas de Petri de agar general para
recuentos (Plate Count Agar, PCA) para la deteccion de microorganismos aerobios
mesoéfilos, MRS 4gar a pH 5,6 para la flora lactica y Manitol Sal Agar para
micrococaceas. Para ello se tomé 1 ml de las diluciones deseadas y se depositaron en las
placas estériles anadiendo a continuacidon una capa de 15-20 ml de agar fundido. Las
placas se agitaron suavemente para favorecer una distribucion homogénea y una vez
solidificados los medios se incubaron a 32°C durante 48 horas. Los medios de cultivo y

el agua de peptona fueron esterilizados a 121 °C durante 15 min.

3.5.4. Estimacion del color

El espacio de color definido como CIE L*a*b* (CIE, 1971) representado en la
Imagen 1 ha sido adoptado a nivel nacional e internacional como la definicion

estandarizada del color.
Se trata de un sistema cartesiano en el que existen tres ejes:

- L*: es el eje vertical y representa la medida de la luminosidad de un color,

variando desde cero para un negro hasta 100 para un blanco.

- a*: es uno de los ejes horizontales y representa una medida del contenido de
rojo o de verde de un color. Si un color tiene rojo, a* serd positivo (+60), mientras que

si a* es negativa entonces el color tendra cierta cantidad de verde (-60).

- b*: es el otro eje horizontal, perpendicular al anterior eje. Valores positivos de

b* (+60) indican contenido amarillo y negativos (-60) indican contenido de azul.
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|

| Luminosidad

Image 1. Graphical representation of the CIELab system

El espacio de color CIE L*a*b* nos permite realizar una transformacion
particular de forma de cambios en la que la saturacion y/o en la tonalidad de un color
pueden interpretarse de forma mas directamente. Si en lugar de emplear las coordenadas
cartesianas a* y b*, empleamos coordenadas polares, llegamos al variante de espacio de

color CIE L*a*b llamado CIE L*C*h* donde:

- C*: es la medida de saturacion o croma de un color (Indice de Saturacién) y se

2 2 T , . .
calcula como (a** + b**)*>. De esta forma, un valor de 0 indica un color acromatico, sin
ninguna orientacion hacia rojo, verde, azul o amarillo; y un valor alto de C* es un color

altamente saturado.

- h*: es el angulo que mide la tonalidad (Angulo Hue) y se calcula como arc tan
b*/a*. Indica la orientacion relativa del color respecto al origen 0°. Si el circulo a*b*
entero se divide en 360 grados como toda circunferencia y se define el origen 0° en la
posicion a* positiva y b*=0, es decir, donde se situaria un color estrictamente rojo,

podemos desplazarnos en sentido contrario a las agujas del reloj de tal forma que un
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color estrictamente amarillo se encontraria en el dangulo 90°, un verde estricto en el 180°

y un azul estricto en el 270°.

El color fue medido con colorimetro triestimulo Chroma Meter CR-200
(Minolta Co. Osaka, Japon) usando una placa rosa para calibrar (L* 44,88, a* 25,99, b*

6,67) y una fuente de iluminacién D-65.

3.5.5. Analisis de textura

El andlisis de textura se realizd en un texturémetro Stable Micro Systems mod.
TA.XT 2i/25 controlado mediante el software Texture Expert version 1.11 (Aname,
Barcelona, Espafia). Se realizaron dos tipos de ensayo: doble compresion (TPA) y corte.
Las muestras analizadas consistieron en cilindros de lcm de grosor y 25 mm de

didmetro para ambos ensayos.

3.5.5.1. Ensayo de doble compresion (TPA)

Este ensayo consiste en comprimir una muestra colocada sobre una plataforma
de aluminio mod HDP/90 mediante una sonda cilindrica de aluminio de superficie plana
de 25 mm de didmetro mod. P/25 hasta un 50% de su altura inicial (compresion del
50%) dos veces sucesivas con el fin de simular la labor que efectuaria la mandibula
humana. Se obtiene de esta manera una grafica en la que se representa la fuerza aplicada

(ordenadas) en funcion del tiempo (abscisas) (Grafica 1).
De esta grafica se obtienen los siguientes pardmetros:

- Dureza: definida como la altura mdxima obtenida en el primer ciclo de
compresion; representa la fuerza maéaxima necesaria para producir una cierta

deformacion. Se mide en newtons.

- Adhesividad: es el area negativa producida tras el primer ciclo de compresion;
representa la fuerza necesaria para separar la superficie compresora (sonda) de la

muestra después de haberla comprimido por primera vez. Se mide también en newtons.
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- Elasticidad: es la altura recuperada por la muestra entre el final de la primera
compresion y el principio de la segunda. Se expresa en centimetros y corresponde a la
diferencia entre las alturas registradas en la muestra tras la primera compresion (d;) y al

iniciar la segunda (d,).

- Cohesion: es la relacion entre el area positiva obtenida durante la segunda
compresion y el area positiva obtenida durante la primera. Representa el grado en el que

una muestra puede deformarse sin llegar a su ruptura. Es adimensional.

- Gomosidad: se define como el producto entre la dureza y la cohesion.
Representa la fuerza necesaria para desintegrar una muestra antes de tragarla. Su unidad

es el newton.

- Masticabilidad: se define como el producto de la gomosidad y la elasticidad (o
el producto de dureza por cohesion por elasticidad). Representa el trabajo necesario para

masticar una muestra dejandola lista para la deglucion. Se mide en Ncm.

En este ensayo, primero se calibrd la fuerza con una pesa de 5 Kg y la sonda

utilizada para este tipo de analisis, estableciéndose las siguientes condiciones:

- velocidad de la sonda en compresion: 2,0 mm/s;
- velocidad de la sonda al subir: 10,0 mm/s;

- grado de compresion de la muestra: 50%.
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Graph 1. Graphical representation of a compression test (TPA)

3.5.5.2. Ensayo de corte

Este ensayo consistio en hacer descender una sonda de corte Warner-Bratzler
reversible de aluminio mod. HDP/BS, atravesando la muestra, hasta la placa perforada.
Se obtuvo una grafica (Grafica 2) en la que se representd la fuerza aplicada (ordenadas)

frente al tiempo (abscisas).
Los pardmetros analizados fueron:

- Fuerza méaxima de corte: se define como la altura maxima que produce la
sonda al cortar la muestra. Representa la fuerza maxima necesaria para cortar la

muestra. Se expresa en newtons.

- Trabajo total de corte: es el area comprendida por la fuerza de corte. Se mide

en Ns.

Al igual que en el ensayo anterior, se calibro la fuerza con una pesa de 5 Kgy la

sonda especifica para este tipo de ensayos. Las condiciones de andlisis fueron:
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- velocidad de corte: 2 mm/s;
- velocidad de la sonda al subir: 10,0 mm/s;

- distancia recorrida por la sonda tras entrar en contacto con la muestra: 3,5 cm.

Al igual que en el ensayo anterior, las muestras se analizaron por quintuplicado.

Fuerza (N)

T.0004
£.0004
50004
4.0004
20004

20001

91400 9p BWIXEW BZIBN{ —>

1.000+

—

Trabajo de corte

0.000 T T T T 1
1 i} a0 0.0 12.0 a0a 2.0 30,0

-1.000- Tiempo (s)

Graph 2. Graphical representation of a shear test

3.5.6. Analisis sensorial

El analisis sensorial se realizo en la sala de catas del Departamento de Nutricion,
Bromatologia y Tecnologia de los Alimentos, construida segun la Norma ISO 6658
(ISO, 1985). Esta sala consta de un area de preparacion de muestras y dispone de 6
cabinas independientes entre si y comunicadas con la zona de preparacion mediante
ventanillas giratorias. Cada cabina esta dotada de una mesa de trabajo, una pila con

agua corriente e iluminacién blanca y/o roja.
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3.5.6.1. Panel de catadores

Entre los miembros del departamento de Nutricion, Bromatologia y Tecnologia
de los Alimentos se selecciond un jurado formado, como minimo, por 15 catadores
(mujeres y hombres con edades comprendidas entre 25 y 60 afos) no entrenados,
consumidores habituales de productos carnicos que no mostraban aversion hacia este

tipo de producto.

Durante las pruebas se entregaron a cada catador las correspondientes hojas de
respuesta en las que se explicaban las instrucciones para realizar los analisis y para
expresar sus resultados. En ninglin caso un mismo catador realiz6 mas de 3 analisis
consecutivos. Los analisis se realizaron uno por dia o con un intervalo de como minimo

una hora entre uno y otro para evitar su saturacion.

Los catadores realizaron los andlisis bajo luz blanca fluorescente y dispusieron

de agua y de pan para intentar eliminar el sabor dejado por la muestra anterior.

3.5.6.2. Preparacion de las muestras

A la hora de llevar a cabo el andlisis sensorial, las muestras se prepararon como

se cita a continuacion.

Para la prueba sensorial realizada en hamburguesas crudas, las muestras fueron
colocadas y tapadas en placas Petri para que el catador evaluase el olor, el color y la
aceptabilidad general. En el caso de las hamburguesas cocinadas, las muestras fueron
preparadas a la plancha con una temperatura de 150°C durante 2 minutos por cada lado
de la misma. De esta manera, la temperatura en el interior de la hamburguesa alcanza
aproximadamente los 60°C. La temperatura fue medida con un termémetro digital Testo

(mod. 735, Alemania).

Para el analisis sensorial de embutidos cocidos y madurados, la tripa se quitd
con la ayuda de un cuchillo y con una loncheadora se cortaron muestras de 2 mm de
espesor. Se mantuvieron a temperatura ambiente tapadas con papel aluminio para evitar

la pérdida de humedad y cambios en el color. En el momento del andlisis se colocaron
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varias lonchas de cada muestra en placas Petri que se rotularon con nimeros de 3
digitos aleatorios seleccionados a partir de las Tablas de Digitos al Azar para su

identificacion.

3.5.6.3. Prueba hedodnica

El objetivo de la prueba de nivel de agrado o prueba hedoénica es localizar el
nivel de agrado o desagrado que provoca una muestra especifica. Se utilizaron escalas
no estructuradas (escalas heddnicas), sin mayores descriptores que los extremos de la
escala, en los cuales se puntualiza la caracteristica de agrado. Para este tipo de pruebas
los catadores deben responder a los consumidores potenciales o habituales del producto
en estudio y no deben conocer la problematica del estudio, solamente entender el

procedimiento de la prueba y responder a ella.

Cada catador recibi6é una hoja (Hoja 1) con las instrucciones en las que se le
pedia que calificara olor, color, textura, sabor y aceptabilidad general del producto sobre
una linea horizontal de 10 cm y en la que tenia que marcar una linea vertical segin su

valoracion.

En el caso del andlisis sensorial de hamburguesas crudas, se solicitdé a los
catadores que calificaran, solamente el olor, el color y la aceptabilidad general del

producto (Hoja 2).

Para interpretar los resultados, la escala heddnica se convirti6 en numérica
transformando a centimetros la distancia entre los dos extremos del continuo (10 cm) y
se midi6 el punto de respuesta indicado por el catador para cada uno de los pardmetros

sensoriales.
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3.5.6.4. Prueba preferencial

Esta prueba consiste en ordenar por preferencia las muestras ofrecidas al catador
en funcion del agrado que le produzca. A la muestra mejor valorada se le dio la maxima
puntuacion: 4 puntos en el caso de analizar 4 muestras o 3 si se valoraron 3 muestras; a
la peor muestra se le dio la puntuacion de 1 en cualquier caso. Se empled un panel de

20 catadores como minimo.

3.5.7. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados se realiz6 con el programa informatico
SPSS version 16.0 para MacOs (SPSS, Chicago, USA). Todos los datos se sometieron a
un analisis de varianza (ANOVA). También fue utilizado el test Games-Howell para

determinar diferencias entre los lotes.
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Hoja 1
EVALUACION SENSORIAL

Nombre
Numero de muestra:
Fecha:

Instrucciones: Enjuaguese la boca con agua y coma un poco de pan antes de cada
muestra, incluso antes de la primera. Fijese en el atributo organoléptico que se le indica
e intente, en la medida de lo posible, aislarlo de los demas y marque en funcién de su
valoracion, una linea vertical sobre la linea horizontal que determina cada atributo de
calidad organoléptica. No olvide indicar el nimero de muestra. MUCHAS GRACIAS

Olor:

Muy desagradable Muy agradable
Color:

Muy desagradable Muy agradable
Textura:

Muy desagradable Muy agradable
Sabor:

Muy desagradable Muy agradable

Aceptabilidad general del producto:
Muy desagradable Muy agradable

Una vez acabado el primer analisis, ordene las muestras presentadas, por orden de
preferencia, segun el nivel de agrado:
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Hoja 2
EVALUACION SENSORIAL

Nombre
Numero de muestra:
Fecha:

Instrucciones: Fijese en el atributo organoléptico que se le indica e intente, en la
medida de lo posible, aislarlo de los demdas y marque en funciéon de su valoracion, una
linea vertical sobre la linea horizontal que determina cada atributo de calidad
organoléptica. No olvide indicar el nlimero de muestra. MUCHAS GRACIAS

Olor:

Muy desagradable Muy agradable
Color:

Muy desagradable Muy agradable

Aceptabilidad general del producto:
Muy desagradable Muy agradable
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3.5.8. Cuantificacion del acido folico

Para la cuantificacion de acido folico en todos los experimentos, excepto cuando
se determino la bioaccesibilidad de esta vitamina utilizando el método dinamico TIM-1,
se empled el kit comercial de Ridascreen® Fast-Folsdure consistente en un enzimo-
inmunoensayo competitivo directo en microplaca (R-Biopharm, Darmstad, Alemania)
A la superficie de cada pocillo se halla fijado un anticuerpo especifico para el acido
folico. Se anaden al pocillo la muestra (o estdndar) y un conjugado acido folico-
peroxidasa. El acido foélico de la muestra y el conjugado compiten por unirse al
anticuerpo de la microplaca. Se afiade también al pocillo un sustrato cromégeno que da
a la solucidn un color rojizo, que al unirse el conjugado y la enzima cambia a azul. Para
parar la reaccion se adiciona una solucidon que provoca el cambio de color azul a
amarillo, cuya intensidad se mide a 450 nm. Los resultados se interpolan en una curva
de calibrado preparada con patrones con concentraciones de acido folico comprendidas

entre 0 y 25 ppb.

1. Extraccion del acido folico

Para extraer el acido folico de la muestra se homogeneizaron 5 g de producto en
95 ml de agua destilada. A continuacion se llevé el homogeneizado a ebullicion durante
3 min en un bafio termostatado, se dejo enfriar a temperatura ambiente y se filtré el
sobrenadante a través de papel de filtro. Se diluyé 100 pl del filtrado con 400 pl de
tampon si el contenido esperado de 4cido folico era superior a 5 ppm, de lo contrario se

diluy6 con 900 pl del tampoén.

2. Realizacion del ELISA

El kit incluye 6 estandares calibrados para construir la curva patron, el estandar
S1 se utiliza como control negativo, S2, S3, S4, S5 y S6 poseen concentraciones de

acido folicode 1, 3,9, 27 y 81 ppb respectivamente.
Tanto la curva patron como las muestras se realizaron por duplicado.

Se anadio6 a cada pocillo 50 pl de extracto o de estandar mas 50 pl de conjugado
de acido folico-peroxidasa y se mezcld correctamente incubandolo durante 15 min en

oscuridad a temperatura ambiente.
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A continuacioén se lavé con agua destilada tres veces consecutivas y se afiadid
100 pl de sustrato cromégeno. Se mezcld correctamente y se incub6 durante 10 min en

oscuridad a temperatura ambiente.

Seguidamente se afiadié 100 pl de una solucion H,SO4 1 M para parar la

reaccion y se procedio a su lectura antes de 10 min.

3. Lectura de la placa e interpretacion de resultados

La placa se ley6 en un lector de placas Labsystems iEMS Reader MF a 450 nm

empleandose el programa informatico Genesis version 3.

El valor del test para una muestra (B/By) se dio como el porcentaje de la

absorbancia maxima (la del control negativo S1) y se calculé como:
B/By = (Absorbancia muestra / Absorbancia S1) * 100%

Este resultado se interpold en la curva de calibracion para obtener el valor de
concentracion de acido folico en el pocillo (Cp) en ng/ml (ppb). La concentracion
original en la muestra (Cy) se calculd a partir de este resultado, multiplicando por el

factor de dilucion.

3.6. Bioaccesibilidad

La bioaccesibilidad del acido folico fue estudiada utilizando dos métodos in

vitro, uno estético y otro dindmico.

a) Método estatico

El método estatico esta basado en el descrito por Hazell y Johnson (1987) y
Wolfor, Drago, Rodriguez, Pellegrino, y Valencia (2002). Para la realizacion del
mismo, se emplearon 30 g de muestra, de cada producto carnico desarrollado, y en el

caso de las hamburguesas, fueron previamente cocinadas.

Este método tiene dos etapas: una donde se realiza la simulacion de la digestion

gastrica y otra donde se simula la digestion intestinal.
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1. Digestion gastrica:

Se tomaron 30 g de muestra y se homogeneizaron con 170 ml de tampdn
fosfato 0,2 M, a pH 6,8. Una vez homogeneizada la muestra, se ajusto el pH a
valores comprendidos entre 1,5 y 2,0 utilizando para ello HCI 5 N. Este pH es
similar al valor medio del pH que se alcanza en el estdbmago durante la digestion.
A continuacién se afiade 1 ml de una solucién de pepsina de mucosa géstrica de
cerdo (EC 232-629-3), la cual contiene 0,16 g de pepsina por ml de HCI 0,1 N.
La mezcla fue incubada durante 2 horas a 37°C, con constante agitacion,
simulando las condiciones fisioloégicas de la digestion gastrica. Una vez
finalizada la digestion, se tomaron dos alicuotas de 20 g en vasos Erlenmeyer

para la realizacion de la digestion intestinal.
2. Digestion intestinal:

Una de las alicuotas de 20 g que se toman al finalizar la primera parte de la
digestion se utiliza para determinar la acidez titulable. A esta alicuota se le
afiaden 5 ml de una soluciéon de pancreatina-bilis, preparada a partir de 1 g de
pancreatina de cerdo (EC 232-468-9) y 6,25 g de extracto de bilis de cerdo (EC
232-369-0) disueltos en un volumen de 250 ml de bicarbonato 0,1 M. Una vez
afiadida la soluciéon de enzimas, se ajusta el pH a valores préximos a 7 con
bicarbonato 1 M. El volumen total de bicarbonato empleado para esta titulacion

sera el que se emplee posteriormente en la digestion intestinal.

Con la alicuota de la digestion gastrica de 20 g restante, se realiza la digestion
intestinal. Con el volumen de bicarbonato determinado en la valoracion de la
otra alicuota, se rellena una bolsa de didlisis cuyo tamafio de poro es de 12000-
14000 Da y cuyo diametro es de 25 mm. El contenido de la bolsa de didlisis se
completa con agua destilada hasta alcanzar un volumen de 25 ml. Una vez
preparada la bolsa de dialisis donde se producira el intercambio de compuestos,
se introduce en el vaso Erlenmeyer que contiene la segunda alicuota obtenida en
la digestion géstrica y se procede a su incubacion, midiendo el pH hasta que se
alcance un valor préoximo a 5, pH que se considera como el valor medio del

quimo. Es entonces cuando se adicionan 5 ml de la soluciéon enzimatica de



pancreatina-bilis. Los vasos Erlenmeyer son cerrados con Parafilm e incubados

en agitacion a 37°C durante 2 horas.

Finalizada la incubacion, los vasos con las muestras son enfriados en un bafo
de hielo con el objetivo de parar la reaccion enzimatica. La bolsa de dialisis es
retirada del vaso, lavada con agua destilada y se recoge el contenido en un vial

para proceder a medir su volumen y pH como control de calidad del proceso.
La bioaccesibilidad del acido folico se expresé de la siguiente manera:
Bioaccesibilidad (%) = [AFvoisa de dialisis(ME)/ AF myestra(mg)]*100

b) Meétodo dindmico

Para llevar a cabo el estudio de la bioaccesibilidad del acido félico con un
método dindamico, se utilizé6 el modelo descrito por Minekus, Marteau y
Havenaar en 1995: el TIM-1. La descripcién de este modelo se recoge en el

Anexo I (Pag. 185).

Para la realizacion de los ensayos en el TIM-1 se utilizaron 25 g de producto
carnico cocido (mortadela), 25 g de producto carnico fresco (hamburguesa) y 17
g de producto carnico madurado (salchichén). La diferencia en el peso de las
muestras se hizo con el fin de estandarizar la cantidad de acido folico (600 ug,
cantidad recomendada en estados de mayor necesidad). Estas muestras fueron
homogeneizadas (Blender X620, CAT, M.Zipperer CMBH, Breigau, Alemania)
con 100 ml de saliva artificial, la cual contiene electrolitos, a-amilasa tipo 1I-A

de Bacillus (A 6380-1G) y agua para simular el proceso de masticacion.

Se realiz6 un control del proceso empleando como muestra leche UHT
enriquecida con 4cido folico. En este caso, la cantidad de leche empleada para el

ensayo fue de 100 ml que contenia 600 ug de 4cido folico.

Una vez que la muestra era homogénea, se pas6 al compartimento géstrico
donde se adicionaba una solucion con enzimas gastricas y agua destilada en
cantidad suficiente para que el volumen final fuera de 300 ml, el cual se
consideraba como ingesta gastrica. Las enzimas utilizadas fueron lipasa

(150.000 U/g Rhizopus lipase FAP 15, Amano Pharmaceutical, Nagoya, Japon)
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y pepsina (2.200 U/mg; P7012 Sigma San Luis, MO, USA) y fueron
gradualmente bombeadas al compartimento géstrico. Al llegar al compartimento
duodenal se bombearon también de forma gradual, extracto de bilis porcina
(P8631, Sigma San Luis, MO, USA), jugo pacreatico (Pancrex Powder , Paynes
& Byne, Greenford, Reino Unido) y diferentes electrolitos (fosfatos,

bicarbonatos y cloruros).

Durante la digestion, los dializados del yeyuno y del ileon fueron recogidos
cada hora durante 5 horas. Estas muestras contenian la fraccion bioaccesible de

nutrientes a partir de las muestras introducidas.
La fraccion del ileon que no era absorbida era recogida también cada hora.

Al final del experimento, los residuos del estbmago, duodeno, yeyuno e ileon

fueron recogidos y analizado el contenido de 4cido folico.

La cuantificacion del acido folico se hizo por HPLC. Previamente al andlisis,
las muestras fueron digeridas enzimaticamente usando proteasa (2h, 37°C),
seguido de un tratamiento con calor para desactivarla (15 min, 119°C) y una
digestion con a-amilasa. Posteriormente, las muestras se filtraron y se ajusto el
pH a 4,5 con 4cido fosforico. Las muestras fueron diluidas en las
concentraciones adecuadas y analizadas con el equipo Waters Acquity UPLC
con una columna BEH-C18 (1,7 mm, 2,1x100 mm) y un espectrometro de masas
(Micromass Quattro Ultima Triple Quadrupole Mass Spectrometer; MRM mode,
PGA 442>295, 15C-PGA 447>295). Como estandar interno se utilizd 13C5-
PGA (Merk Eprova, Schafthausen, Suiza). Para calcular la concentracion de
acido folico se utilizd una curva patrén con cinco puntos. Los productos fueron
analizados por duplicado siguiendo el mismo protocolo, independientemente del

tipo de producto empleado.

Todos los pasos fueron realizados en el mismo dia para evitar la degradacion

del acido folico.
La bioaccesibilidad del acido folico se expresé de la siguiente manera:

Bioaccesibilidad (%) = [AF gializado/ AF muestra] ¥ 100
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4. RESUMEN DE ARTICULOS SOBRE EL ESTUDIO DE LA
VIABILIDAD TECNOLOGICA DE LA FABRICACION DE
PRODUCTOS CARNICOS RTE, ENRIQUECIDOS CON ACIDO
FOLICO

. Introduccién y objetivos:

En los ultimos afios diversos organismos internacionales han recomendado aumentar
el consumo de 4cido folico debido a su relacion directa con la prevencion de algunas
enfermedades tales como anemia megalobléstica, las de tipo cardiovascular, defectos en
el desarrollo del tubo neural y diferentes tipos de cancer entre los que se encuentra el de
colon, mama o prostata. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2006) ha
establecido una ingesta diaria de 400 equivalentes diarios de folato (EDF) para adultos,
600 EDF para mujeres embarazadas o en estado previo a la concepcion y de 500 EDF

para mujeres en periodo de lactancia.

Es innegable la preocupacion por la salud que existe en la sociedad actual. Se
reconoce que una alimentacion adecuada es un instrumento de proteccion de la salud y
prevencion de enfermedades por lo que cada vez tienen una mayor demanda estrategias
tales como el enriquecimiento de alimentos con compuestos bioactivos que potencien su
valor nutritivo. Ya en 1996, la FDA recomendé enriquecer con esta vitamina cereales y
derivados (panes, cereales de desayuno, harina, pastas alimenticias), arroz y otros
productos en grano, comenzando asi el enriquecimiento en acido foélico de un
considerable numero de alimentos (por ejemplo, leche y productos lacteos y zumos)

entre los que no se encuentran ni la carne ni los productos carnicos.

Esta demanda entronca ademas con un cambio en las costumbres de la alimentacion;
el actual ritmo de vida ha provocado que el consumidor busque alimentos rapidos y
faciles de preparar, que puedan ser consumidos en cualquier situacion y ademas, que
sean nutritivos, sanos y seguros. Son los que se conocen como alimentos “listos para el
consumo” (“Ready-To-Eat”, RTE). El riesgo de contaminacién que conlleva la
manipulacion posterior al procesado (por ejemplo, loncheado, envasado unidosis, en
pequefios porciones) hace que sea necesario aplicar un tratamiento posterior que
contribuya a conservar la calidad microbioldgica de dichos alimentos y aumentar su

vida util sin modificar las caracteristicas organolépticas que le son propias. La mayoria
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de estas tecnologias son procesos no térmicos tales como las altas presiones
hidrostaticas, los pulsos de luz o incluso las radiaciones ionizantes; son muchos los

trabajos que se estan realizando en este sentido.

La industria de los alimentos funcionales no puede ser ajena a esta tendencia y es
evidente que antes o después, seran preparados como RTE al igual que sus homoélogos
convencionales. Por esta razén, es muy importante conocer de qué modo estas
tecnologias afectan no solo a la calidad general del producto sino al contenido del

compuesto bioactivo incorporado y sobre todo a su disponibilidad a nivel fisiologico.

Por lo anteriormente expuesto, en esta tesis se han contemplado dos objetivos
principales: el desarrollo tecnologico de productos carnicos enriquecidos con acido
folico, tanto convencionales como RTE, y conocer, en ambos casos, su bioaccesibilidad.
El procesado no térmico elegido para la elaboracion de los productos RTE ha sido las
radiaciones ionizantes, concretamente, haces de electrones acelerados. Su efectividad en
la reduccion de microorganismos patdgenos justifica la aplicacién en unos alimentos
donde prima el valor nutritivo afiadido que supone la presencia de un compuesto
bioactivo. Este aspecto no ha sido estudiado hasta el momento y constituye uno de los

mas novedosos.

El trabajo se ha realizado con tres tipos de productos carnicos: frescos
(hamburguesas), cocidos (mortadela) y madurados (salchichén), estudiando Ia
viabilidad tecnologica del acidos félico como ingrediente funcional en los tres tipos de
productos carnicos, el efecto de la irradiacion en su estabilidad tanto después del
procesado como durante el almacenamiento y su posible influencia en las propiedades

fisico-quimicas y sensoriales.

La metodologia utilizada para la realizacion del estudio aparece descrita en los

articulos que se muestran a continuacion.
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. Resultados:

A continuacidon se presenta un resumen de los trabajos realizados y que se han

recogido en las siguientes publicaciones:

“Effects of irradiation on hamburgers enriched with folic acid”.

Meat Science 84, (2010), 437-443.

Es en este producto carnico con el que se han obtenido los mejores resultados ya que
la presencia de acido folico apenas influyd en sus caracteristicas tecnoldgicas y
sensoriales, tanto en estado fresco como tras el cocinado, e independientemente de la
cantidad anadida. El proceso de irradiacion produjo un descenso en el contenido final
de 4cido folico (20-30%) cuando se aplicaron dosis de 2 kGy, pero no se detectaron
pérdidas adicionales a dosis superiores. Incluso con estas pérdidas, una hamburguesa de
100 g podria aportar hasta el 100% de la cantidad diaria recomendada. La calidad
sensorial disminuy6 significativamente con 4 kGy observandose olores extrafios que
desaconsejaban su consumo si bien se enmascaraban totalmente tras el cocinado
haciendo el producto aceptable. No obstante, se considerdé que 3 kGy seria la dosis

maxima adecuada para asegurar la calidad sensorial.

“Effects of ionizing irradiation on quality and sensory attributes of
ready-to-eat dry fermented sausages enriched with folic acid”.

International Journal Food Science and Technology 46, (2011), 469-477.

Al final de la maduracion, los productos carnicos presentaban unos niveles de acido
folico superiores a los afiadidos a la masa como consecuencia de la concentracion de
solutos que tiene lugar por la pérdida de agua. Al igual que en caso anterior, los niveles
de acido folico descendieron con el tratamiento de irradiacion (4 kGy) y en unos
porcentajes similares. Pero, de nuevo, los valores finales fueron suficientes para que una
racion de 50 g pueda aportar el 100% de la cantidad de 4cido folico recomendada al dia.
Dosis de 4 kGy produjeron caracteristicas sensoriales andmalas y de nuevo, el
tratamiento con 3 kGy se perfild6 como el mas adecuado, asegurando igualmente la

calidad higiénica de los productos.
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“Irradiation is useful for manufacturing ready-to-eat cooked meat
products enriched with folic acid”.
Meat Science 87, (2011), 330-335.

En los productos carnicos cocidos los resultados fueron también muy parecidos a los
obtenidos con los frescos y los madurados, tanto en las pérdidas de acido félico como
en el efecto de la dosis de irradiacion y la calidad sensorial final incluso a 4 kGy.
Quizés se deba a que los cambios que hubieran podido aparecer quedan amortiguadas

por la mezcla de especias que se incorporan a este tipo de productos.

“Effects of the storage time on the folic acid content of enriched
ready-to-eat meat products”.

Radiation Phisics and Chemistry, enviado

Los productos carnicos se almacenaron durante tres meses en refrigeracion, en el
caso de mortadelas y salchichones, y en congelacion, en el caso de las hamburguesas. El
acido folico permaneci6 estable siempre durante el almacenamiento en hamburguesas y
mortadelas. Sin embargo, en los embutidos madurados se observaron pérdidas de un
20% en los no irradiados y de un 15 y 8% en los irradiados a 2 y 3 kGy,
respectivamente. Estas pérdidas pueden estar relacionadas con el consumo de acido
folico por las bacterias acido-lacticas. A pesar de estas pérdidas, la cantidad de 4cido
folico presente en los productos desarrollados es suficiente para cubrir la cantidad diaria
recomendada. Durante los tres meses de almacenamiento los productos conservaron sus
caracteristicas organolépticas obteniendo una buena aceptabilidad general en todos los

Casos.

En consecuencia, se ha demostrado que es posible enriquecer productos carnicos
con acido folico y elaborarlos ademés como listos para el consumo (RTE) aplicando
haces de electrones acelerados a dosis maximas de 3 kGy, sin comprometer sus
propiedades fisico-quimicas y sensoriales. A pesar de las pérdidas de acido folico
producidas por el tratamiento de irradiacion (hasta un 30%), los productos obtenidos

aportarian una cantidad de esta vitamina suficiente para cubrir la CDR.
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Hamburgers enriched with different amounts of folic acid (0.6, 1.2 and 2.4 mg/100 g) were manufactured.
They were then treated with doses of 2-4 kGy of ionizing radiation in order to increase their safety. The
effects of these treatments on the colour, texture parameters, and sensory quality of the meat, as well as
on the stability of folic acid, were studied in both raw and cooked hamburgers. The presence of folic acid
negligibly influenced the quality of these meat products, with irradiation treatments causing most of the

loss of sensory quality and so, the treatment with 4 kGy was not adequate. Folic acid levels decreased 20—

Keywords:

Folic acid
Hamburgers
Irradiation treatment

diet.

30% following irradiation with 2 kGy, and no additional decrease was observed at higher doses of radia-
tion. This new functional meat product may help consumers achieve the RDA for this vitamin in a normal

© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Meat and meat products are one of the most consumed foods in
Western diets. Meat has a high nutritional value due to its high
content of macronutrients, such as highly nutritious proteins, and
micronutrients, such as iron, which makes meat a good product
for everyone.

However, some essential micronutrients for human health are
not present naturally in meat or meat products. One example is fo-
lic acid (FA), a water-soluble vitamin that is almost absent from
meat products and that plays an important role in human metab-
olism. Folic acid is important mainly for the biosynthesis of purines
and pyrimidines, methionine and serine; it is also implicated in the
metabolism of histidine and homocysteine.

Folic acid is found in green vegetables, certain beans and other
foods such as orange juice (Stranger, 2002). It helps to prevent cer-
tain diseases such as macrocytic and megaloblastic anemia, cardio-
vascular diseases and several types of cancer (breast, colon and
pancreatic) (Caudill, 2004; Kim, 2004; Wen et al., 2008). The vita-
min has also been shown to prevent neural tube birth defects
(Caudill, 2004; Gregory, 2004; Hoffpauer & Bonnette, 1998; Lucock,
2000; Van der Put, Van Straaten, Trijbels, & Blom, 2001; Wald,
Wald, Morris, & Law, 2006). For these reasons, the World Health
Organization (2006) established recommended daily amounts
(RDA) of 400 dietary folate equivalents (DFE) for adults, 600 DFE
for pregnant mothers and 500 DFE for nursing mothers. In order
to achieve this RDA, different regulatory authorities such as the
US Food and Drug Administration (FDA, 1996) have recommended

* Corresponding author. Tel.: +34 1 3943745.
E-mail address: selgar@vet.ucm.es (M.D. Selgas).
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folic acid enrichment of basic foods such as breads, cereals, rice and
other grain products.

Except for liver and liver-derived products (e.g., paté), meat and
meat products cannot be considered a source of folic acid. Given
that such high levels of meat products are consumed worldwide,
enriching them with folic acid can be considered an important
health initiative. So far, only a few studies have examined the addi-
tion of this vitamin to meat products. For example, Caceres, Garcia,
and Selgas (2008) carried out a study showing good stability of fo-
lic acid in cooked sausage. However, the stability of folic acid in
other derivative products, such as fresh meat products, has not
been studied.

One of the most important fresh meat products is the ham-
burger because it is consumed in large quantities. Its manufactur-
ing process carries considerable risk of contamination, mainly due
to the grinding and moulding processes. The hygienic quality of
this product can be threatened by the growth of food-borne patho-
gens, some of which can grow at refrigeration temperatures, such
as Listeria monocytogenes (Farkas & Andrassy, 1998).

The current demand for innovative and safe meat products with
high sensory quality and extended shelf-life has led the industry to
treat food products, after packaging, with alternative technologies
that guarantee their safety. These are called “non-thermal technol-
ogies,” and one is irradiation, which has proven effective at elimi-
nating pathogens (Cabeza, Cambero, Hoz de la, & Ordoiiez, 2007,
Diehl, 2001; Patterson & Stevenson, 1995; Zhu, Du, Cordray, &
Ahn, 2005). However, irradiation is known to cause several
changes in lipids and proteins due to the formation of radiolytic
products, and these changes alter the sensory properties of food
products in ways that decrease consumer acceptance (Chen et al.,
2007; Lacroix, Smoragiewicz, Jobin, Latreille, & Krzystyniak, 2000).
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Summary Dry fermented sausages have been manufactured with different concentrations of folic acid (FA) (0.6, 1.2
and 2.4 mg per 100 g of original mixture). Then, they were prepared as ready-to-eat meat products by using
E-beam radiation (2, 3 and 4 kGy) to increase their safety. The stability of this vitamin as well as the physico-
chemical properties, microbiological counts, colour, texture and sensory properties of the sausages was
studied after irradiation. The more important changes were observed in hardness, which increased with
increasing FA amount; in contrast, colour was similar in all batches, independently of FA concentration or
irradiation doses applied. The sensory properties of these products were judged acceptable to tasters,
although significant differences were observed between the taste of nonirradiated and irradiated samples with
3 kGy. The ionising treatment caused a decrease of 15-29% in the FA content only at the highest dose

(4 kGy). Despite this loss, this new product is suitable for assuring the daily intake of FA recommended as

healthy (400 pg).

Keywords Dry fermented sausages, folic acid, irradiation.

Introduction

The production of dry fermented sausages in Mediter-
ranean countries is a significant proportion of the meat
industry. One of the products most frequently manu-
factured in Spain is salchichon. This dry fermented
sausage is manufactured by mixing pork and fat meats
with characteristic spices. At the end of the ripening, this
product is characterised by acidity and semi-hard
consistency (Comi et al., 2005).

Owing to its composition, this product gives the
consumer a substantial amount of macronutrients such
as proteins and lipids, which have high nutritional quality,
and of micronutrients such as iron. Nevertheless, some
nutrients necessary for consumer health, such as vitamins
or minerals, are absent from meat and meat products, or
they are present in trace amounts. One of these nutrients is
folic acid (FA). This vitamin is present mainly in green
vegetables, beans and other types of food like orange juice
(Ohrvik & Witthoft, 2008). It has been associated with the
prevention of several diseases such as neural tube defects
in birth, some cancers and some cardiovascular diseases
(Lucock, 2000; Caudill, 2004; Gregory, 2004; Wald et al.,
2006; Wen et al.,2008). For this reason, the World Health

*Correspondent: E-mail: selgar@vet.ucm.es

doi:10.1111/5.1365-2621.2010.02534.x

Organization (2006) established recommended daily
amounts (RDA) of FA: 400 dictary folate equivalents
(DFE) for adults, 600 DFE for pregnant women and 500
DFE for lactating mothers. To provide this RDA,
manufacturers have been enriching some products with
this vitamin for the last several years.

The bioavailability of natural folates has been
described as very low, close to the 80% of that FA
(Winkels et al., 2007). It is because of many factors
including the food matrix, the deconjugation of poly-
glutamyl folates, the instability during the gastric phase
and other more. Apart from the incomplete bioavail-
ability, the poor stability of food folates, mainly green
vegetables, under conditions of cooking can reduce the
intake of this vitamin and, consequently, limits its
healthy role (Sanderson et al., 2003; McNulty & Penti-
eva, 2004; Winkels et al., 2007). FA is, as consequence, a
better choice for the enrichment of foods.

The main examples of FA-enriched food are cereals,
breads and rice. Previous works performed in cooked
sausages (Caceres et al. 2008) indicate that the incorpo-
ration of this vitamin into meat products could also be a
good way to provide consumers with this important
nutrient, thereby improving the nutritional quality of
meat products. Despite the potential nutritional value of

© 2011 The Authors. International Journal of Food Science and Technology © 2011 Institute of Food Science and Technology
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the general population.

Cooked sausages enriched with folic acid (0.6, 1.2 and 2.4 mg/100 g) were manufactured as ready-to-eat
(RTE) products using E-beam radiation (2-4 kGy) as a non-thermal technology. The effects of this treatment
on the folic acid content, colour, texture and sensory properties of the final products were studied. The
characteristics of sausages were not affected by the presence of folic acid, independently of the amount added,
and their overall acceptability was good. Doses of 4 kGy caused losses of folic acid close to 20-30% and
significantly decreased the sensory quality (P<0.05). Despite this, the final content of folic acid in all products
was sufficient so that 50 g of product gave 100% of the recommended daily allowance (RDA). This new RTE
meat product can be considered as a source of folic acid that can help assure adequate levels of this vitamin in

© 2010 The American Meat Science Association. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Folic acid (FA) is the term most commonly used to refer to a family
of vitamins found widely in foodstuffs. It is a water-soluble B vitamin
that plays a critical role in the metabolism and synthesis of amino and
nucleic acids in the human body. Various studies have established a
relationship between intake of FA and reduction in the risk of
megaloblastic anemia, neural tube defects during pregnancy (Liu
et al,, 2004; Wen et al., 2008), cardiovascular diseases (Van der Put,
Van Straaten, Trijbels, & Blom, 2001; Wald, Wald, Morris, & Law,
2006) and several types of cancers such as colon, pancreas and breast
(Caudill, 2004). For this reason, interest has been growing in how to
fortify foods with this vitamin in order to prevent diseases related to
its deficiency. In fact, the U.S. Food and Drug Administration (Food
and Drug Administration, 1996) required enrichment of cereals and
derivative products with this vitamin.

Recent years have seen a reduction in the consumption of meat and
meat products due to their association with several diseases such as
obesity and hypertension. This view disregards their importance in
human nutrition because of their content of high-value proteins and
nutrients such as minerals (Fe) and vitamins (B;,). Some strategies have
been developed to restore consumer confidence by developing healthier
meat and meat products. Thus, functional ingredients have been
incorporated, including several types of fibre, minerals, and lipids
(Céceres, Garcia, & Selgas, 2008; Fernandez-Ginés, Fernandez-Lopez,
Sayas-Barberd, & Pérez-Alvarez, 2005; Jiménez-Colmenero, Reig, &

* Corresponding author. Tel.: +34 91 3943745.
E-mail address: selgar@vet.ucm.es (M?D. Selgas).

Toldra, 2006). FA is either absent from, or presents at low levels in, meat
and meat products (2-3 pg/100 g) (Chan, Brown, Lee, & Buss, 1995);
consequently, its incorporation into these types of foods can be
considered a useful and innovative strategy.

However, a vitamin-rich diet is not the only thing important for
consumers: their lifestyle requires the development of safe, healthy
and nutritious products that are quick and easy to prepare but without
loss of quality and sensory characteristics. These are “ready-to-eat”
(RTE) products. The manufacture of RTE products involves operations
such as cutting, slicing and packing which make them particularly
vulnerable to contamination with pathogenic microorganism from
utensils and personnel. This contamination compromises the sanitary
background of the products because of the presence of several
serovars of Escherichia coli, Salmonella spp, Campylobacter jejuni,
Listeria monocytogenes and Yersinia enterocolitica. Thus, they require
additional treatment with non-thermal technologies (high pressures,
pulsed electric fields or irradiation) to control the microbiological
quality without modifying the sensory quality (Cabeza, de la Hoz,
Velasco, Cambero, & Ordoiiez, 2009; Cabeza, Cambero, de la Hoz, &
Ordoéfiez, 2007; Zhu, Du, Cordray & Ahn, 2005).

The functional food industry cannot remain immune from the RTE
trend, and it seems likely that, in the near future, they will be prepared
as RTE products. For this reason, it is important to know whether non-
thermal technologies affect not only the general quality of the product
but also the viability of the functional ingredients. Little work has
been performed in this area.

So far, fresh and dry-fermented meat products enriched with FA
have been developed and prepared as RTE using E-beam irradiation
(Galan, Garcia, & Selgas, 2010, in press). The aim of the present study
was to manufacture cooked sausages enriched with FA and to prepare

0309-1740/$ - see front matter © 2010 The American Meat Science Association. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Effects of the storage time on the folic acid content of enriched ready-to-eat meat
products
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Abstract--- Three different meat products
enriched with folic acid (2.4 mg/100 g) were
manufactured: hamburgers, cooked and dry
fermented sausages. They were prepared as ready-
to-eat (RTE) products using E-beam radiation (2
and 3 kGy) to ensure their safety. The stability of
FA and sensory properties of the irradiated meat
products were studied during three months of
storage under freezing for hamburgers and
refrigeration for cooked and dry fermented
sausages. FA content was stable in non-irradiated
and irradiated hamburgers and cooked sausages
over the storage period, whereas it decreased 20%
in non irradiated dry fermented sausages and 12-8
in irradiated samples at 2 and 3 kGy respectively.
Nevertheless, the final amount remained sufficient
to provide the recommended daily intake. Panelists
rated the sensory properties of the hamburger as
satisfactory even after irradiation and 90 days of
storage. The overall acceptability of RTE cooked
and dry fermented sausages improved slightly with
storage (P > 0.05).
storage, folic acid, meat

Keywords: Irradiation,

products

I. INTRODUCTION

In today's society consumers increasingly value
products that improve their quality of life. Interest in
increasing life expectancy and growing awareness
about the relationship between diet and health have
created demand for safe, nutritious and healthy food
that remains pleasant and enjoyable to eat. In recent
years, functional foods, including functional meat and

meat products, have attracted significant attention.
These foods contain bioactive compounds that
improve human health and decrease the risk of disease
by modulating physiological processes.

Meat is one of the mainstays of our diet because of its
nutritional value (e.g. high protein content), but its
image has suffered because of the association between
meat consumption and cardiovascular disease,
hypertension and some types of cancers (Biesalski,
2005). Researchers and the food industry have gone to
great efforts to produce more attractive meat products
adapted to new nutritional guidelines (Decker and
Park, 2010).

But not only is the market of functional foods a reality
in our society. The accelerated lifestyle has created
demand for foods that can be prepared and/or
consumed more quickly, called ready-to-eat (RTE)
foods. The industry manufactures RTE products in
single-dose containers or as sliced foods, as is the case
with meat products (ham, cooked sausages and dry
fermented sausages). These manufacturing processes
involve manipulations that can lead to microbial
contamination, spoilage and the presence of
pathogenic microorganisms, which can grow at
refrigeration temperatures. To ensure microbiological
quality, non-thermal technologies such as irradiation
are used. These technologies reduce or eliminate
microorganisms by damaging DNA (Patterson and
Stevenson, 1995; Diehl, 2001; Zhu et al.,, 2005;
Samelis et al., 2005; Cabeza et al., 2007; Cabeza et al.,
2009). For example, Samelis et al. (2005) observed
that irradiation with 1-4 kGy controlled the growth of
E. coli O157: H7 and L. monocytogenes.

Functional foods should also take advantage of these
new technologies and trends. Ideally functional
products would be offered to the consumer under the
same conditions as conventional foods. To achieve
this, the functional ingredient should remain active not
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6. RESUMEN DE ARTICULOS SOBRE EL ESTUDIO DE LA
BIOACCESIBILIDAD DEL ACIDO FOLICO EN PRODUCTOS
CARNICOS RTE

* Introduccién y objetivos:

El siguiente paso fue conocer si el acido folico vehiculado por estos productos
carnicos, seria absorbido por el organismo o no, en qué cantidades y si el tipo de matriz

carnica y la irradiacion influyen en su bioaccesibilidad.

Para ello, se realizaron dos estudios in vitro para simular la digestion gastrointestinal
aplicando para ello las condiciones que reinan en el proceso fisiologico: tiempo,
temperatura, agitacion, composicion de la saliva y preparados enzimaticos (jugo

gastrico, intestinal y sales biliares).

En el primero de ellos se ha hecho una primera aproximacion mediante un método
estatico en el cual, la absorcion intestinal se simula mediante el paso de la muestra
digerida a través de una membrana de dialisis. El segundo método utilizado fue un
método in vitro dindmico utilizando para ello el equipo TIM-1 en el centro de
investigacion TNO (Zeist, Holanda). Con este sistema se salvan las limitaciones de los
sistemas estaticos como el movimiento peristaltico del estomago, mediante el uso de
una bomba, o condiciones de pH del estdmago e intestino a medida que pasa el

alimento. Las caracteristicas y el fundamento de este equipo se describen en el Anexo I.

La metodologia utilizada para la realizacion del estudio aparece descrita en los

articulos que se muestran a continuacion.
* Resultados:
Los resultados obtenidos se han recogido en las siguientes publicaciones:

“Bioaccessibility of folic acid added to ready-to-eat meat products”.

Fleiswirstschaft, aceptado 2012.

Para el estudio de la bioaccesibilidad con el método estético se elaboraron todos los
productos carnicos descritos anteriormente. En el caso de los productos no irradiados,

los resultados fueron muy similares en todos los productos, sin diferencias significativas
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en la bioaccesibilidad: 38-41% en hamburguesas, 44-50% en productos cérnicos
cocidos y 39-40% en productos carnicos madurados. Sin embargo, en las muestras
irradiadas, la bioaccesibilidad aument6 de forma significativa, llegando a valores de 69-
72%. Este aumento puede ser debido a cambios estructurales inducidos por este

tratamiento en la matriz carnica que facilitan la liberacion del acido folico.

“Effect of the E-beam treatment on the bioaccessibility of the folic
acid incorporated to Ready To Eat meat products”.

LWT Food Science and Technology, en revision.

Debido a la similitud de resultados obtenidos entre los lotes en el trabajo anterior,
para este estudio se utilizaron tan sélo los lotes enriquecidos con la maxima cantidad de
acido folico (2,4 mg/100g) y tratados con 3 kGy, dosis con la que se habian alcanzado
los mejores resultados, sobre todo desde el punto de vista sensorial (ver articulos

previos sobre viabilidad tecnologica).

Con el método dinamico TIM-1, los valores de bioaccesibilidad obtenidos en los
lotes sin irradiar fueron superiores a los determinados con el método estatico: un 82 y
un 81% para hamburguesas y productos carnicos madurados, respectivamente, y un
61% en el caso de los cocidos. Estos datos parecen indicar un cierto efecto de la matriz
carnica. En las muestras irradiadas, se observo el mismo efecto que con el método
estatico: asi, la bioaccesibilidad en pas6 de un 82% a un 100% en hamburguesas y de un
61% a un 79% en los productos carnicos cocidos, mientras que en los madurados se
observd un ligero aumento sin significancia estadistica (hasta 82%). Este resultado
confirma que los cambios en la estructura del producto irradiado promueven o facilitan

la liberacion de 4cido folico y en consecuencia, su bioaccesibilidad.

La conclusion que se puede obtener es que el acido folico es bioaccesible tanto a
partir de los productos convencionales como de los preparados como RTE, siendo
mayor en este ultimo caso. Estos productos carnicos podrian considerarse como fuente
de 4cido folico (Normativa 1924/2006) y resultar adecuados para completar la cantidad

diaria recomendada de folatos en una dieta convencional.
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ANEXO I
DESCRIPCION DEL EQUIPO TIM-1 UTILIZADO EN EL METODO DINAMICO
IN VITRO.

El TNO tiene patentado un modelo gastrointestinal multi-compartimental
computarizado denominado TIM-1. Es un sistema en el que se simula el proceso
digestivo a nivel de estdbmago e intestino delgado. Con este sistema se ha estudiado el
comportamiento de nutrientes definidos y de alimentos completos en el sistema
gastrointestinal humano. Por ejemplo, se ha estudiado la disponibilidad de macro y
micronutrientes, las interacciones entre nutrientes presentes de forma natural en el
alimentos y compuestos funcionales incorporados, los efectos del procesado en la
calidad nutritiva y funcional de los alimentos o la estabilidad y eficacia de pro- y

prebidticos.

La versatilidad de este equipo y la buena relacion establecida entre los resultados
obtenidos con ¢l y estudios realizados en animales y humanos, movi6 a la autora de esta
tesis a desplazarse al TNO (Holanda) a desarrollar las pruebas relativas a la

bioaccesibilidad del 4cido folico a partir de los productos carnicos.

El TIM-1 estd formado por cuatro compartimentos sucesivos que simulan el
estomago (A), duodeno (C), yeyuno (E) e ileon (G) (Figura 1). En la Figura 2 se
muestra una imagen del modelo TIM-1. Cada uno de ellos estd formado por dos
unidades basicas conectadas entre ellas. Estas unidades consisten en una cubierta de
cristal (a) en cuyo interior se encuentra una pared flexible (b). El agua es impulsada
alrededor de las paredes flexibles con el objetivo de controlar la temperatura en el
interior de las paredes, asi como la presion de las mismas. Los cambios en la presion del
agua se obtienen mediante la activacion de bombas rotatorias controladas por un
programa informadtico. Un ejemplo de ese programa se muestra en la Figura 3. Esto
permite que el quimo se mezcle por movimientos de compresion-relajacion de las
paredes flexibles. Los compartimentos estan conectados por valvulas peristalticas (B, D,
F) formadas por 3 tubos en forma de T, cada uno con un tubo flexible en su interior,
similar al de los compartimentos. Si la presion se aplica desde el exterior de la pared
flexible, la valvula se cierra, dejando un espacio minimo dentro. Cuando las valvulas
estan abiertas, las paredes flexibles permiten el paso del quimo sin obstaculos. Los

movimientos peristalticos se obtienen mediante la regulacion de la secuencia de
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apertura y cierre de las tres partes de la valvula. Durante cada ciclo peristéltico, se
transfiere un volumen constante de quimo. La frecuencia de los ciclos esta dictada por
el ordenador de manera que el ratio de flujo de quimo esté controlado. El volumen de
quimo en cada compartimento es monitorizado con un sensor de nivel conectado al

ordenador.

Al comenzar, una cantidad determinada de alimento se introduce en el
compartimento del estdmago dentro de un periodo de tiempo pre-establecido mediante
una bomba peristaltica. Todos los compartimentos estan equipados con electrodos de
pH (I). Los valores de pH son controlados a través del ordenador, mediante la adicién
de agua o HCl 1M en el caso del estdbmago o secretando agua o NaCO; 1M en el caso
del duodeno. Las secreciones de electrolitos gastricos y enzimas, bilis y jugo
pancredtico son regulados usando bombas-jeringuilla (J, K) controlado por el

ordenador.

Los compartimentos del yeyuno e ileon estan conectados con unos dispositivos de
fibra hueca (membranas) (N) para absorber los productos de la digestion y agua del

quimo y modificar las concentraciones de electrolito y sales biliares del quimo.

Los productos de la digestion que son absorbidos a través de las membranas
(absorcion en el yeyuno y absorcion en el ileon) se recogen en bolsas de didlisis que son
sustituidas por unas nuevas cada hora. A la vez se recoge también la parte no absorbida
a través de la valvula del ileon (H) (efluente). Asi, las muestras que se obtendran seran
aquellas que se absorben en el yeyuno y las que se absorben en el ileon, ademads de los
efluentes del ileon. El proceso total de la digestion dura 5 horas. Una vez que el proceso
termina, se recogen los residuos del estdbmago y del duodeno con una pipeta Pasteur
desde el punto de unién de las dos partes de ambos compartimentos. De igual forma se
recogen los residuos del yeyuno y del ileon, que se juntan con el contenido final que hay
en las membranas, una vez finalizada la digestion. De todas las muestras tomadas, se

mide el volumen para poder calcular después la cantidad de é4cido.
La bioaccesibilidad del acido foélico se calculd con la siguiente formula:

Bioaccesibilidad (%) = (AF dializado / AF alimento)*100.
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—— RESUMEN SOBRE EL ESTUDIO DE LA BIODISPONIBILIDAD DEL ACIDO FOLICO —

Donde AF dializado es la cantidad de 4cido folico en los dializados del yeyuno y del
ileon y AF alimento es la cantidad de 4cido folico presente en la matriz del alimento que

se introduce en el estomago.
El porcentaje de recuperacion fue calculado como sigue:

Recuperacion (%)= ((AF dializado + AF efluente ileon + AF residuos)/ (AF
alimento))*100.

Donde AF efluente ileon es la fraccion no absorbida y el AF residuos es la cantidad

de acido folico recogida al final del experimento.

Figure 1. Schematic diagram of the dynamic, multi-compartmental model of the

stomach and small intestine (TIM-1): A, gastric compartment; B, pyloric sphincter; C,
duodenal compartment; D, peristaltic valve; E, jejuna compartment; F, peristaltic valve;
G, ileal compartment; H, ileo-caecal valve; I, pH electrodes; J, K, syringe pumps; L,
secretion of bicarbonate to control the intestinal pH; M, pre-filter system; N, hollow

fibre semi-permeable membrane system.
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—— RESUMEN SOBRE EL ESTUDIO DE LA BIODISPONIBILIDAD DEL ACIDO FOLICO —

Figures 2 and 3. Computerized simulation of the gastrointestinal process.

Minekus, M. and Havenaar, R. (1996). In vitro model of an in vivo digestive tract. US

Patent. Patent number 5,525,305.
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Bioaccessibility of folic acid added to ready-to-eat meat products

Irene Galan, M* Luisa Garcia, M* Dolores Selgas

Dpto. Nutricion, Bromatologia y Tecnologia de los Alimentos, Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense Madrid, Spain

Abstract--- This work describes the preliminary
studies performed to know the bioaccessibility of

folic acid (FA) from previously designed
conventional and ready-to-eat (RTE) meat
products: fresh hamburger, cooked and dry

fermented sausages. E-beam irradiation (2, 3 and 4
kGy) was used to assure the safety of RTE meat
products. Neither the type of matrix nor the
amount of folic acid wused influenced the
bioaccessibility, with similar values achieved for all
meat products: 38-41% for hamburgers, 44-50%
for cooked sausages, and 39-40% for dry
fermented sausages. The irradiation treatment
increased the bioaccessibility of FA. It could be due
to that the E-beam irradiation disrupts the meat
matrix and facilitate the release of FA

Keywords: Bioaccessibility, folic acid, irradiation,

ready-to-eat meat products

I. INTRODUCTION

Folic acid (FA) has been shown to be important in
the prevention of different diseases such as neural tube
defects, anemia or cardiovascular diseases (Honein et
al., 2001; Wald et al., 2006). Thus, international
organizations recommend a daily intake of FA
between 400-600 dietary folate equivalents depending
on nutritional requirements (WHO, 2006). To provide
this recommended daily allowance (RDA),
manufacturers have been enriching some products
(mainly cereal, rice and bakery products) with this
vitamin for the last several years,.

In previous studies, Galan et al. (2010; 2011) designed
meat products enriched with sufficient FA to provide
the RDA. They manufactured both conventional and

RTE meat products, which were treated by E-beam
irradiation at doses described as high enough to ensure
their hygienic quality Cabeza et al., 2007; Zhu et al.,
2005).

Several bioaccessibility studies have been
developed on FA-enriched foods such as cereals,
vegetables, citrus fruits Brouwer et al. (1999), as well
as milk and dairy products (Verwei et al., 2005). To
our knowledge, no data have been published on the
bioaccessibility of FA added to meat matrices. The
present study addresses the bioaccessibility of FA
added to RTE meat products using a static in vitro
method in which gastrointestinal digestion is
simulated by a dialysis system.

II. MATERIAL AND METHODS
A. Meat Products Manufacture

The meat products were manufactured according
to the methodologies described by Galéan et al. (2010)
for hamburgers, which we used as a model of fresh
meat product and Galéan et al. (2011) for conventional
cooked sausages. Dry fermented sausages with a
medium fat content (15%) were also manufacture
according to methodology of Selgas et al. (2009). All
the meat products were enriched with FA in different
quantities (0.6, 1.2 and 2.4 mg/100 g of final product).
After their manufacture, the hamburgers were
moulded into plates with a diameter of 10 cm and a
height of 1 cm, and the sausages were sliced. To
facilitate their handling during the ionizing treatment,
the meat products were placed in a single layer in
laminated bags of low permeability (35 cm’/24 h m’
bar for oxygen, 150 cm’/24 h m* bar for CO,). Then,
they were vacuum-packaged and stored under
refrigeration (<4 °C) until treatment. All meat products
were prepared in duplicate.
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Effect of E-beam treatment on the bioaccesibility of folic acid incorporated to ready
to eat meat products

Irene Galan. ', Maria L. Garcia ', Maria D. Selgas ' and Robert Havenaar *

! Dpto. Nutricién, Bromatologia y Tecnologia de los Alimentos, Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense Madrid, Spain

2 TNO, PO Box 360, 3700 AJ Zeist, The Netherland

Abstract--- Meat products are a potential matrix
to fortify with folic acid (FA). In previous studies
the effect of E-beam treatment on the stability of
FA in ready to eat (RTE) meat products has been
described. However, the FA bioaccesibility in both
traditional and treated (3 kGy) RTE meat products
has not yet been studied. We investigated the

availability for intestinal absorption
(bioaccessibility) of FA using a dynamic
gastrointestinal model (TIM system). Three

different types of meat products, hamburgers,
cooked sausages and dry fermented sausages,
initially fortified with 24 pg/g FA were tested as
freshly prepared products and as RTE products.
The bioaccessibility of FA during the passage
through the TIM system was high for all three
products, irrespective the E-beam treatment. From
hamburgers the bioaccessibility was 82% and
100%, from cooked sausages, 61 and 79% and
from dry fermented sausages 81 and 82%, with or
without E-beam treatment, respectively.

Keywords: Folic Acid, Bioaccessibility, Meat Product,
E-beam treatment

I. INTRODUCTION

Today, consumers ask more and more for
convenience foods, which are easy to prepare, tasty to
consume, safe and nutritious. For convenience, this
has led to the manufacture of "ready to eat" (RTE)
foods with free-service formats in which food portions
are presented in unidosis format, slices, fillets or small
pieces which are packaged for exhibition and sale in
refrigerated display cases. Meat products are no
strangers to this trend. However, these RTE products

should fullfil a number of requirements, as dicussed
below.

RTE products must be tasty, nutritious and safe but
their manufacture involves a manipulation, which can
seriously compromise the hygienic quality by
promoting access of pathogens (as Listeria,
Campylobacter or Yersinia spp.) that can grow under
refrigerated conditions during storage. RTE products
have to be additionally treated after packaging with
non-thermal technologies that assure the destruction of
food borne microorganisms, without changing their
characteristic organoleptic and nutritious properties.
One of these technologies is irradiation, which
eliminates pathogens and reduces the spoilage bacteria
by disruption of genetic material (DNA) (Fu, Sebranek
& Murano, 1995; Shenoy, Murano & Olson, 1998;
Samelis, Kakouri, Savvaidis, Riganakos &
Kontominas, 2005; Farkas, 2006; Gomes & da Silva,
2006). This treatment is very useful to increase the
food shelf-life and it has been successfully applied for
meat and meat products (Diehl, 2001; Molins, 2001;
Cabeza, Cambero, de la Hoz & Ordonez, 2007,
Cabeza, de la Hoz, Velasco, Cambero, & Ordoiez,
2009; Zhu, Du, Cordray & Ahn, 2005; Hugas et al.
2002; Zhu et al.,, 2005; Selgas, Garcia, & Calvo,
2009).

Folic acid (FA) is a donor of methyl groups and
essential for the synthesis of purines and pyrimidines,
methionine and serine (Scott, Rébeille & Fletcher,
2000). Of special importance is the direct relationship
between folate deficiency and defects in neural tube
development (spina bifida) (Molloy, 2005) and
diseases such as colon, breast and pancreas cancer as
well as macrocytic and megaloblastic anemia (Honein,
Paulozzi, Mathews, Erickson & Wong, 2001; Richter
et al. 2001; Graham & O’Allaghan, 2000; Wald et al.,
2007). World Health Organization (WHO, 2006)
established the recommended daily amounts (RDA) of
400 dietary folate equivalents (DFE) for adults, 600
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8. DISCUSION GENERAL

Los consumidores muestran cada vez mas una conciencia mas saludable, han
asimilado de una forma rdpida que es mejor “prevenir antes que curar” y hay un
creciente conocimiento de que nuestra perspectiva de salud, bienestar y longevidad esta
muy relacionada con la composicion de los alimentos que comemos. El concepto de
alimento funcional ha promovido grandes innovaciones en la industria alimentaria y ha
contribuido al desarrollo de diferentes estrategias para el disefio de nuevos alimentos
con declaraciones nutricionales o de salud. Una de las estrategias mas comunes es la
incorporacion de nutrientes o compuestos bioactivos a alimentos con el fin de mejorar la
calidad nutricional de la dieta contribuyendo, en parte, a eliminar el consumo de

alimentos especificos para evitar deficiencias nutricionales.

El disefio de estos alimentos presenta algunas vertientes bien definidas: la
eleccion del compuesto bioactivo, conocer su estabilidad frente a las condiciones del
procesado habitual del alimento incluyendo su almacenamiento, evaluar las
caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales del mismo y hacer un seguimiento de la

actividad funcional teniendo en cuenta siempre el concepto de bioaccesibilidad.

Estos aspectos deben ser complementarios, ya que el criterio tecnoldgico ha de
tener en cuenta siempre que el objetivo final ha de ser aportar nutrientes que puedan ser
absorbidos por el organismo en cantidad suficiente para ejercer el papel para el que ha

sido incorporado.

El 4cido folico es una vitamina esencial por su papel como donante universal de
grupos metilo y por su importancia en la sintesis de DNA y RNA. Como se ha
mencionado en la Introduccidn, también interviene directa y positivamente en el
funcionamiento de los sistemas cardiovascular y nervioso, asi como en desarrollo del

feto.

Su repercusion en la salud es tan importante que ya desde 1996, la FDA hizo
obligatoria la incorporacion de acido folico en alimentos de consumo bésico y universal
como en las harinas que se utilizan como base para la elaboracion de panes y pasta.
Igualmente, los cereales de desayuno consumidos mayoritariamente por la poblacion

infantil, estan enriquecidos en este compuesto bioactivo.
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En Alemania, la organizacion BfR publico un informe de prensa en 2005 (BfR,
2005) en el que se ponia de manifiesto que entre un 80 y un 90% de la poblacion

consume menos de la cantidad diaria recomendada.

Vaesken, Alonso-Aperte y Varela-Moreiras, (2009) realizaron un estudio sobre
los alimentos fortificados en Espafia con acido folico e identificaron seis grupos:
cereales y derivados (52%), leches y derivados (17%), alimentos para lactantes y nifios
de corta edad (12%), productos dietéticos y de régimen (11%), bebidas no alcohdlicas

(6%) y grasas comestibles (2%).

En el apartado 2 se ha justificado el objetivo de este estudio: desarrollar
productos carnicos convencionales y listos para el consumo, enriquecidos con acido
folico, estudiando a su vez la bioaccesibilidad de este nutriente a partir de cualquiera de
ellos. La novedad del trabajo tiene una doble vertiente: ser la primera vez que se
contempla a los productos carnicos (frescos, cocidos o madurados) como vehiculo de
acido folico y ser la primera vez que se desarrollan productos carnicos funcionales listos
para el consumo mediante la aplicacion radiaciones ionizantes (electrones acelerados)
que aseguren su calidad higiénica haciendo que sean no so6lo sanos y nutritivos, sino
seguros. Son practicamente inexistentes los trabajos realizados con productos carnicos
funcionales RTE a pesar de que, segiin indican las tendencias de mercado, dentro de
muy poco veremos coOmo estas preparaciones carnicas se comercializan de igual forma
que sus homodlogos convencionales. Ademas, tampoco se ha estudiado hasta ahora el
potencial de las radiaciones ionizantes como tratamiento no térmico en productos
carnicos funcionales, ni su efecto en el componente bioactivo incorporado sea el acido

folico o cualquier otro.

La financiacion conseguida por el Ministerio de Innovaciéon, Ciencia e
Investigacion mediante dos proyectos de investigacion, CITYC AGL2007-63666 y
CONSOLIDER-Ingenio 2010 (Ref. CSD2007-00016), concretamente el Subproyecto
FUNCIOCA, confirman el interés del presente estudio.
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8.1. Viabilidad tecnoldgica del acido folico como ingrediente

funcional de productos carnicos convencionales y RTE

8.1.1. Contenido de acido folico

Sin lugar a dudas el aspecto mas importante a tener en cuenta es la estabilidad
del acido folico después del procesado de los productos estudiados. En términos
generales, el efecto fue muy reducido en los productos cérnicos frescos y cocidos. La
estabilidad del acido folico al calor ya ha sido descrita por algunos autores como
Nguyun, Indrawati y Hendickx, (2003) quienes observaron que el acido folico no se
veia afectado por el calentamiento incluso hasta temperaturas de esterilizacion. Es
interesante el trabajo realizado por Vora, Riga, Dollimore y Alexander, (2004) quienes
estudiaron la estabilidad térmica de esta vitamina en un abanico de temperaturas que
alcanz6 los 800°C, llegando a establecer cual es la dinamica de degradacion del acido
folico utilizando diferentes técnicas espectroscopicas. Estos autores describen como los
primeros cambios empiezan a observarse a los 90°C, pero la degradacion térmica como
tal tiene lugar entre 148-262°C; la primera reaccion constituye la degradacion del 40%
de la molécula y conlleva la pérdida del acido glutamico mas dos moléculas de agua. El
siguiente paso representa tan solo un 8% de pérdida y ocurre a 208°C. El tltimo paso es
a 262°C y supone la degradacion del 52% restante debido a la pérdida de la pteridina y
del acido p-amino benzoico. A 800°C la molécula ya se encuentra completamente

degradada.

Esta estabilidad queda también patente en el trabajo de Cheung, Morrison, Small
y Marriot, (2008) quienes llegaron a recuperar el 99% de la cantidad de acido folico

presente en pastas alimenticias cocinadas a temperaturas de 150°C.

En nuestro caso, las temperaturas alcanzadas durante el cocinado de las
hamburguesas (60°C) y el tratamiento térmico de los embutidos cocidos (72°C) no han
sido suficientes para provocar cambios e, independiente de la cantidad inicial de 4cido
folico incorporada (0,6, 1,2 0 2,4 mg/ 100 g), la concentracion final fue practicamente la
misma. Nuestros resultados contrastan con los de Ottaway y Ottaway, (2002) quienes

describen como los procesos culinarios pueden producir una pérdida de hasta el 50% de
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los folatos. No hay que olvidar que en nuestro caso estamos trabajando con el acido

folico que es mucho mas estable.

En los productos carnicos madurados, la cantidad de 4cido folico en el producto
final fue superior a la incorporada a la masa inicial debido, logicamente, a la
concentracion de solutos que conlleva la pérdida de agua que tiene lugar durante el
proceso de maduracion. En estos productos cabe destacar que cuando se hicieron los
recuentos de la microbiota, se observo un ligero aumento (1-2 ciclos logaritmicos) de
las bacterias acido lacticas (BAL), en comparaciéon con el lote control sin 4cido félico.
El aumento fue mas evidente en los lotes a la mayor concentracion (2,4 mg/100 g). Esto
puede deberse a que el 4cido folico favorece el crecimiento de las BAL ya que, de
hecho, este es el fundamento de los ensayos microbioldgicos tradicionalmente utilizados
para determinar la presencia de folatos/folico en los alimentos (Arcot y Shrestha, 2005).
Lactobacillus rhamnosus (ATCC 7469) es la cepa mas cominmente utilizada ya que
responde muy bien tanto al dcido folico como a una amplia gama de folatos incluyendo
el 5-Me-THF. En este sentido, Lin y Young (2000) describieron como las BAL son
capaces de sintetizar o metabolizar folatos incluso a temperaturas de refrigeracion y
observaron que el metabolismo es més importante que la sintesis cuando la temperatura

de refrigeracion es inferior a 4°C.

Esta relacion entre las BAL y el acido folico ha sido utilizada por diferentes
autores (Sybesma, Starrenburg, Kleerebezem, Mierau, de Vos y Hugenholtz, 2003;
Santos, Wegkamp, de Vos, Smid y Hugenholtz, 2008) quienes han modificado algunas
cepas mediante ingenieria genética haciendo que produzcan acido folico en cantidades
lo suficientemente altas como para que puedan ser utilizadas como posible fuente de
acido folico en productos fermentados. Ellos describen esta propuesta como una
realidad en productos vegetales fermentados en los que obtuvieron resultados muy

prometedores.

Cuando se observo el efecto de los electrones acelerados sobre el contenido del
acido folico, se pudo observar un descenso generalizado, entre el 20-30%, en los
productos frescos y cocidos, y quizas algo mas bajo en los embutidos madurados en los
que se llegaron a determinar pérdidas del 15%. Se ha estimado que este descenso se
debe al efecto de los radicales libres que se producen, sobre todo por la radidlisis del

agua, y que pueden desestabilizar y desactivar la molécula del &cido folico. En este
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sentido, Giroux y Lacroix (1998) estudiaron las pérdidas de vitaminas del grupo B,
incluyendo el acido folico, con las radiaciones ionizantes y observaron una pérdida
generalizada. Estos autores lo justifican por la generacion de radicales que ionizan estas

vitaminas, dando lugar a otros compuestos que no poseen actividad.

Aratjo, et al., (2011) estudiaron el efecto de la irradiacion en diferentes estados
del 4cido folico, en estado so6lido o en solucion y observaron diferentes
comportamientos en funcion de uno u otro. En general, describieron una mayor
sensibilidad cuando se encuentra en solucion que en forma cristalina (s6lido). Como se
ha mencionado previamente, cuando estd en solucion, el &cido folico puede
desestabilizarse por la accion de los radicales libres resultantes de la radidlisis del agua.
Sin embargo, es importante tener en cuenta que el tratamiento de irradiacion estudiado
por estos autores (0,25-10 kGy) es, como ellos indican, un proceso mas profundo que la
propia radidlisis ya que la cantidad de energia que aporta puede provocar directamente
cambios en los componentes de los alimentos (y en el acido folico también) y producir

una mayor cantidad de productos de degradacion.

Hasta el momento no se han determinado con precision cuales son los productos
resultantes de la degradacion del acido foélico por irradiacion y, en la mayoria de los
casos, la informacion se limita a explicar la pérdida de actividad vitaminica. No hay que
olvidar que el acido folico estd compuesto por tres moléculas diferentes (pteridina,
acido p-amino benzoico y acido glutdmico) y que, cuando se pierde o se transforma
alguna de ellas, se pierde esta actividad. Resultados contradictorios fueron descritos por
Thomas, Suarez, Cabrerizo, Martino y Capparelli, (2000) quienes describen al acido

folico como una molécula radio-estable cuando se encuentra en soluciones acuosas.

Sin embargo, el acido félico en polvo, con un contenido bajo de humedad (8%),
es mas estable a la irradiacion incluso a dosis de hasta 10 kGy (Araujo, et al., 2011).
Esto se debe a que, aunque el contenido en agua sea bajo, se puede producir radiolisis,
especialmente a las dosis mas altas. Estos mismos autores realizaron estudios con
harinas fortificadas e irradiadas con haces de electrones y observaron una ligera pérdida

de acido folico, inferior al 30%.

Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos previamente por Ottaway y

Ottaway, (2002) quienes indicaron que las pérdidas de vitaminas por tratamientos
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ionizantes no eran significativas cuando se aplicaban dosis bajas (hasta 1 kGy), pero
iban en aumento cuando el tratamiento se realizaba con dosis superiores, entre 3 y 10
kGy. Estas pérdidas podrian reducirse si la irradiacion se realizase a temperaturas bajas

o si las muestras estuvieran envasadas a vacio.

En nuestro caso, las pérdidas por irradiacion estarian relacionadas con el
contenido en agua, sobre todo en las hamburguesas en las que su alto contenido hace
que se produzcan pérdidas de acido félico ya con tratamientos de 2 kGy (20-30%). En
el caso de los productos cocidos y madurados, estas pérdidas se observaron a dosis
superiores, fundamentalmente a 4 kGy, lo que nos hace pensar en un cierto efecto
protector de la matriz carnica. Estos productos carnicos tienen una estructura muy
compleja debido a la fuerte interaccion que se establece entre sus componentes; el agua
se encuentra atrapada en la estructura de gel y en consecuencia, los componentes
hidrosolubles entre los que se puede encontrar el 4cido foélico. Este gel, esta red
tridimensional compacta, es la que debe ajercer de elemento protector a las dosis mas
bajas aplicadas en este trabajo. A dosis mayores (4 kGy) la irradiacion puede producir
cambios en la matriz que lo dejen mas libre y en consecuencia, seria facilmente
ionizable. En este sentido, Ahn (2002) describié como la irradiacion contribuye a la
degradacion de los aminoacidos y por tanto, a una degradacion proteica que conllevaria
una pérdida de la estructura de la matriz que estos autores asociaron con un descenso de
la dureza haciendo al producto carnico mas sensible a las fuerzas de corte. Ademas, esta
degradacion aminoacidica daria lugar a la aparicion de compuestos azufrados
responsables de los olores extrafios caracteristicos de los alimentos asi procesados y que

se identifican como olor “a irradiado”.

8.1.2. Textura

Una vez establecido el efecto del procesado en el contenido de 4cido folico, el
siguiente paso fue caracterizar las propiedades organolépticas de los productos
disefiados utilizando pruebas instrumentales y sensoriales. En este sentido hay que
recordar lo importante que es mantener la calidad puesto que de ello depende que estos

productos se consuman de igual forma que los productos convencionales.
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Para determinar los cambios de textura, se realizaron ensayos de doble
compresion (Andlisis de Perfil de Textura) que permiten establecer los parametros
primarios que la definen (dureza, cohesion, elasticidad y adhesividad) asi como los
parametros secundarios (gomosidad y masticabilidad) que de ellos se derivan. No se
pudo establecer un comportamiento generalizado en los tres tipos de productos carnicos

enriquecidos lo cual nos hace pensar de nuevo en el efecto de la matriz carnica.

Asi, la presencia de 4cido folico no produjo cambios significativos (P<0,05) en
la textura de las hamburguesas o de los productos cocidos sin irradiar pero, sobre todo
en estos Ultimos, cabe resaltar una tendencia a que la dureza y la fuerza de corte vayan
aumentando a medida que lo hace la cantidad de 4cido folico anadida. Los resultados
obtenidos en los embutidos madurados fueron diferentes ya que, en este caso, si se
observo un efecto significativo de la dureza a medida que aumentaba la concentracion
de 4cido folico. Es posible que el bajo pH de los embutidos sea suficiente como para
ionizar el acido foélico y hacer que en este estado reaccione con las proteinas
desnaturalizadas durante la maduracién rindiendo un gel mas firme y consistente que

seria el responsable de este aumento.

Sin embargo, cuando las muestras fueron irradiadas, en las hamburguesas se
observo un aumento de la dureza y la cohesion, independientemente de la cantidad de
acido folico afiadida. En los cocidos no se observaron cambios de relevancia y en los
embutidos madurados, la dureza fue descendiendo a medida que aumentaba la dosis de
irradiacion, llegando ser significativos (P>0,05) solo a 4 kGy; no se observaron cambios
en las pruebas de corte, independientemente de la cantidad de acido folico anadida.
Estos resultados tan dispares podrian explicarse por los posibles cambios estructurales
que la irradiacién provoca en la carne y productos carnicos y que no son mas que un
reflejo de la disparidad de datos existentes en la bibliografia sobre el tema. Valgan las

siguientes citas como una muestra.

Heath, Owens, Tesch y Hannah (1990) no observaron cambios relevantes en la
textura de carne de pollo sometida a tratamientos de 3 kGy. Hasim, Resurreccion y
McWatter, (1995) y Abu-Tarboush, Al-Kahtani, Atia, Abou-Arab, Bajaber y ElI-
Mojaddidi, (1997) tampoco observaron cambios en la textura entre muestras de pollo
irradiadas y no irradiadas. Byun, Lee, Jo y Yook, (2001) observaron un ablandamiento

en carne de vacuno irradiada, lo que mejoraba su calidad global. Yoon (2003) obtuvo
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resultados contradictorios ya que trabajando también con carne de pollo y aplicando un
tratamiento de 2,9 kGy, observaron que la textura cambiaba por un aumento de la
dureza. Este autor explicaba que podia deberse a la contraccion de las miofibrillas y a la
consiguiente contraccion de los sarcomeros. Zhu, et al., (2004) mostraron un ligero
descenso en la dureza en carne de pato cuando se aplicaron electrones acelerados en
dosis de 2 kGy. Sin embargo, Lee y Ahn (2005) tampoco observaron cambios en carne
de pavo irradiada con 2 kGy. Esta variaciéon parece sugerir, de acuerdo con Yoon
(2003), que los efectos de la irradiacion en la carne y los productos carnicos depende

también de la especie animal.

En lo que se refiere a productos céarnicos cocidos o madurados, son pocos los
trabajos realizados en este sentido y caben destacar los realizado por Cabeza, Cambero,
de la Hoz y Ordéinez, (2007) y Cabeza, de la Hoz, Velasco, Cambero y Ordofiez, (2009)
quienes no observaron cambios significativos en ninguno de los parametros de textura
en jamones cocidos o embutidos madurados loncheados e irradiados con dosis de 1-4

kGy.

Todos estos resultados contradictorios muestran la compleja relacion entre la
irradiacion y la textura de la carne y los productos carnicos lo que hace dificil precedir
cual va a ser el efecto de la irradiacién en productos carnicos concretos y que sea
indispensable tener en cuenta factores como el tamafio de la muestra a irradiar,
condiciones de la irradiacién o la propia fuente de irradiacion. De acuerdo con Yoon
(2003) se necesitan muchos mas estudios para conocer el efecto real de la irradiacion en

la textura de la carne y los productos carnicos y en consecuencia, poderlos minimizar.

8.1.3.Color

Los cambios en el color se analizaron determinando la evolucion de los
parametros de luminosidad (L*), rojo-verde (a*) y amarillo-azul (b*), Angulo Hue
(Tonalidad) e Indice de Saturacion (Vivacidad). En un principio cabia pensar que el
color se iba a ver modificado por la incorporacion del acido folico ya que la solucion
acuosa que lo vehiculaba presentaba un color amarillo que podria modificar el color de

las muestras.
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En el caso de las hamburguesas, la luminosidad (L*) fue muy similar en todos
los casos, independientemente la cantidad de &cido félico incorporada. Sin embargo, el
comportamiento del pardmetro a* si que mostr6 cambios destacables ya que la
presencia de acido folico modifico el color rojo tipico de la carne picada, observandose
una diferencia significativa incluso a las concentraciones mas bajas (0,6 mg/100 g),
probablemente debido al efecto del color de la solucion. El pardmetro b* también se ve

influido por la presencia de acido folico, siendo menor en los lotes enriquecidos.

El efecto de la irradiacion fue un poco dispar entre los lotes sin acido folico y
los enriquecidos. Si que se puede generalizar que la luminosidad apenas cambi6 con la
irradiacion, hecho que ya ha sido descrito por otros autores como Kim, Nam y Ahn
(2002) e Ismail, Lee, Ko y Ahn, (2008). Por otra parte, Nanke, Sebranek y Olson,
(1999) describieron como la irradiacion modificaba la luminosidad en carne de vacuno
pero no en carne de cerdo y pavo; los valores que aportan son muy variables y estos

mismos autores los definen como inconsistentes.

Asi, en los lotes sin enriquecer, la irradiaciéon provoco el desarrollo de una
tonalidad parda con un claro descenso de a*, incluso a las dosis mas bajas. Esta
tonalidad ha sido descrita por diferentes autores para los productos irradiados. Nuestros
resultados concuerdan con los descritos por Kim, Nam y Ahn, (2002) e Ismail, Lee, Ko
y Ahn, (2008) quienes observaron lo mismo en carne de vacuno y han sido ampliamente
descritos en las revisiones de Brewer (2004, 2009) en donde se indica que la explicacion
de este cambio se encuentra en la formacion de metamioglobina a partir de la
mioglobina por la accion de los radicales libres producidos por los electrones
acelerados. Esto mismo fue ya indicado por Giroux, Ouattara, Yefsah, Smoragiewicz,
Saucier y Lacroix, (2001). Por el contrario, Nanke, Sebranek y Olson, (1999) indicaron
que entre 0-10,5 kGy, a* aumentaba con la dosis de irradiacion en carne de cerdo
envasada a vacio y Millar, Moss y Stevenson, (2000) describieron que los valores de a*
no cambiaban en la carne de cerdo tratada con dosis de 5 kGy, evidentemente en

comparacion con la misma carne sin irradiar.

Por el contrario, en los lotes enriquecidos, el parametro a* fue mayor que el
correspondiente al lote sin irradiar (P<0,05). La causa puede ser la degradacion del
acido folico. Como se ha descrito anteriormente, es posible que la irradiacion provoque

la descomposicion de la molécula dando lugar a la liberacion de uno de sus
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componentes, el acido glutdmico. Como consecuencia, se puede crear un medio
reductor que favorezca un cierto grado de reconversion de la metamioglobina formada
en mioglobina con su caracteristico color rojo. Esta hipotesis se basa en los trabajos
realizados por El-Dessouky, Abd-Elwahab y Turk, (1988) quienes mencionaron que

estos cambios pueden suceder aunque no se detecten cambios en el pH.

Este hecho estaria en consonancia con el descenso de b* observado en las
muestras con mayor contenido en acido folico tras la irradiacion ya que la degradacion
de la molécula de folico conllevaria la pérdida de su caracteristico color amarillento.
Nanke, Sebranek y Olson, (1999) ya describieron como b* descendia cuando la carne se
irradiaba con dosis comprendidas entre 1,5 y 3 kGy, y Kim, Nam y Ahn, (2002) que
observaron este descenso hasta con 3 kGy. Este comporamiento se manifesté en un
cambio importante en un descenso de la tonalidad (Angulo Hue) de los productos

enriquecidos y aumentaba el Indice de Saturacion (Vivacidad).

Es importante tener en cuenta que todos estos cambios son evidentes en
productos carnicos crudos, pero se minimizan y practicamente desaparecen cuando las
hamburguesas se cocinan. Evidentemente, el intenso color pardo (“a cocinado™)
inducido por la reaccion de Maillard es suficiente para enmascarar los producidos por el

acido folico o la irradiacion.

En los productos céarnicos cocidos se observo, en términos generales, un mayor
efecto del contenido de 4cido folico que de la irradiacion. Asi, la luminosidad aument6
ligeramente alcanzandose diferencias significativas con el lote control (sin enriquecer) a
las mayores concentraciones de acido folico. Estos resultados son similares a los
obtenidos previamente por Caceres, Garcia y Selgas, (2008) en productos céarnicos
cocidos; estos autores relacionan este aumento con el brillo caracteristico de la solucion
acuosa de dacido folico. En el presente trabajo el 4cido folico fue incorporado
directamente en forma de polvo; sin embargo, puesto que uno de los principales
ingredientes de la masa del producto céarnico es el agua, es facil de entender que el 4cido
folico se haya disuelto en ella formando una soluciéon acuosa que tendria el color

amarillo-anaranjado descrito y que justifica los resultados obtenidos.

El valor a* se mantuvo en valores muy similares en los lotes sin irradiar, pero se

observd un descenso con la aplicacion de este tratamiento. Resultados similares han
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sido obtenidos por Cabeza, Cambero, de la Hoz y Ordoénez, (2007) quienes también
observaron una disminucién de a* en jamén cocido irradiado. En nuestro caso el
descenso fue mas evidente en los lotes enriquecidos con las mayores concentraciones
(1,2-2,4 mg/100 g) de acido folico, observandose diferencias significativas (P<0,05) con
los demds. De nuevo hay que tener en cuenta, la posible degradacion del 4cido folico

como resultado de la ionizacion.

Este mismo comportamiento se observo en b* cuyos valores aumentaron con la
irradiacion en los lotes enriquecidos. De nuevo hay que tener en cuenta el color amarillo
del acido folico y que, al mezclarse con los tonos rojo-rosado propios de una mortadela,
hace que aparezcan tonalidades anaranjadas que modifican los valores de b*, lo cual
concuerda con lo observado por Céceres, Garcia y Selgas, (2008). De hecho, el cambio
fue mayor a las mayores concentraciones de acido félico. En consecuencia, el Angulo

Hue fue aumentando y el Indice de Saturacién descendiendo.

En los productos cérnicos madurados, ni la presencia de acido foélico ni el
tratamiento de irradiacion afectaron de forma significativa en los parametros de color.
Ni la luminosidad ni el pardmetro a* mostraron variaciones significativas con la dosis
empleadas. La mayor influencia en el color de los productos madurados se produce a
través del pardmetro b*, el cual muestra una tendencia a disminuir a las dosis de
irradiacion mas altas. Estos datos concuerdan con los obtenidos por Cabeza, de la Hoz,
Velasco, Cambero y Ordonez, (2009) quienes observaron valores similares en
embutidos madurados sometidos a dosis entre 0 y 3 kGy. En este mismo sentido se
encuentra el trabajo de Chouliara et al., (2006) quienes observaron que no se producen
cambios en el color de embutidos madurados elaborados con carne irradiada en dosis de

hasta 4 kGy.

Es posible que todos los cambios descritos previamente para las carnes
irradiadas tengan lugar en estos productos, pero lo que si es cierto es que, de producirse,
no se evidencian, muy probablemente porque queden enmascarados por el color de la
mezcla de especias y la nitrosomioglobina producida durante el proceso de maduracion

que es el pigmento que confiere a estos productos el color rosado-purpura caracteristico.

Los valores del Angulo Hue y el Indice de Saturaciéon logicamente no se

modificaron de forma significativa, aunque se observaba una tendencia a disminuir con
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la irradiacion en los lotes enriquecidos con &cido folico por el pequefio cambio

observado en b*.

De forma general se puede concluir que los cambios que tienen lugar en el color
de los productos carnicos desarrollados en este trabajo no son de gran importancia y se
producen tanto por la incorporacion de acido folico como por la aplicacién de las
radiaciones ionizantes; por tanto, no parecen ser un factor limitante para la elaboracion

de estos productos en forma de RTE.

Como puede observase, es mas facil contrastar nuestros resultados con los
obtenidos por otros autores en diferentes tipos de carne irradiada (vacuno, cerdo, pollo o
pavo) pero no ocurre lo mismo con los productos carnicos, que han sido mucho menos
estudiados y son escasos los realizados en este sentido. Aln asi, los trabajos que existen

en la bibliografia son mas concordantes con nuestros resultados que discordantes.

8.1.4. Analisis sensorial

La presencia de 4cido foélico no influyd, en general, en las caracteristicas
sensoriales ni en la aceptabilidad general de estos productos carnicos; la peor valoracion
fue la obtenida por los embutidos madurados con mayor cantidad de acido folico si bien
la aceptabilidad general alcanzé una puntuacion de 5,3 sobre los 10 puntos de la escala
hedonica. Como en los ensayos anteriores, fue la irradiacion la que provoco la aparicion

de cambios sensoriales en algunos casos, bastante negativos.

En el caso de las hamburguesas primero se hizo un andlisis descriptivo (olor,
color, aceptabilidad general) en fresco (crudas) para ver cual seria la influencia en el
aspecto visual, si la hubiere, del acido félico y/o de la irradiaciéon ya que, de ser
negativa, podria condicionar la eleccion del consumidor. A pesar de los cambios
observados en el analisis instrumental del color, los panelistas valoraron como buenas
todas las muestras, independientemente de la cantidad de &cido folico adicionada. Sin
embargo la irradiacion si que indujo cambios siendo las muestras con la dosis de 4 kGy
las peor valoradas. En las hamburguesas cocinadas, se hizo un analisis descriptivo y los
resultados fueron diferentes no encontrandose diferencias entre ninguno de los lotes

estudiados. De nuevo hay que atribuir esta similitud a la influencia del cocinado, de las
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reacciones de pardeamiento no enzimatico que tienen lugar y en definitiva, a que los
compuestos producidos por la reaccion de Maillard enmascaran los cambios que se
detectan en los productos sin cocinar. Estos resultados nos indican que son aceptables
todos los lotes ya que, aunque en fresco se detecten olores extrafios, desaparecen
durante el cocinado haciendo que el producto sea considerado como bueno a la hora de

Su consumao.

Los productos carnicos cocidos se comportan dentro del mismo patrén: no hay
cambios en relacion al contenido de acido folico y si en relacion con la irradiacion ya
que a medida que la dosis aumenta, la puntuacion fue menor, alcanzandose los valores
mas bajos a 4 kGy. En el analisis descriptivo se pudo observar un descenso de la
aceptabilidad general siendo el sabor el pardmetro que mas afecta. Sin embargo, hay
que resaltar que la puntuacion obtenida en todos los pardmetros evaluados fue superior a
5, incluso a 4 kGy, lo cual indica que estos productos carnicos pueden ser tratados hasta
con esta dosis con buenos resultados sensoriales. Tal y como se ha descrito
anteriormente, es probable que la mezcla de especias sea la responsable de matizar las
caracteristicas sensoriales que aporta la irradiacion, actuando como un agente

neutralizante de sabores y olores andmalos.

También se obtuvieron resultados similares en los productos carnicos
madurados. Asi, cuando se hizo un andlisis preferencial, los panelistas no detectaron
cambios significativos con la presencia de acido folico, pero cuando se analiz6 el efecto
de la irradiacion, se rechazaron los lotes tratados con las dosis mas altas (4 kGy) por lo
que ya no se consideraron adecuados para la realizacion de un analisis descriptivo. Ya
dentro de este analisis, los lotes tratados con 3 kGy fueron peor valorados que los
tratados a 2 kGy siendo el sabor y el olor los pardmetros mas afectados. Similares
resultados fueron obtenidos por Cabeza, de la Hoz, Velasco, Cambero y Ordoéiiez,
(2009) quienes observaron estos cambios en embutidos madurados con 3 kGy. Como se
ha mencionado anteriormente, son varios los autores (Ahn, Jo, & Olson, 2000; Zhu, et
al., 2004; Lee & Ahn, 2005; Farkas, 2006; Kwon, Kwon, Nam, Lee, & Ahn, 2008;
Brewer, 2009) que describen olores andmalos en las carnes irradiadas; esto es debido a
los compuestos volatiles azufrados, dimetilsulféxido, basicamente que se producen
durante la irradiacion cuya formacion ha sido ampliamente documentada y comentada

en apartados anteriores. Estos compuestos pueden influir igualmente en el sabor
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(Patterson & Stevenson 1995). Yan, Lee, Nam, Min y Ahn, (2006) detectaron estos

cambios incluso a dosis tan bajas como 1,5 kGy.

8.1.5. Estabilidad del acido folico durante el almacenamiento de

los productos carnicos disefados

El siguiente paso fue conocer como se comportarian estos productos carnicos
cuando se almacenasen durante un periodo de tiempo prolongado. Para ello, los
embutidos cocidos y madurados se mantuvieron durante 90 dias en condiciones de
refrigeracion (<4°C) mientras que las hamburguesas se mantuvieron en congelacion (-
18 °C). Esta diferencia de condiciones obedece a que, en trabajos anteriores (Murano,
Murano, & Olson, 1998; Selgas, Garcia, & Calvo, 2009), se ha descrito que la maxima
vida util de las hamburguesas mantenidas en refrigeracion y a vacio es alrededor de 15
dias, ya que al cabo de ese tiempo la microbiota se encarga de alterar el producto lo
suficiente para que el interés del enriquecimiento con acido folico pasase a un segundo

plano.

El 4cido folico se mantuvo constante en las hamburguesas y en los productos
carnicos cocidos (convencionales y RTE). Esta estabilidad concuerda con los resultados
obtenidos por otros autores, por ejemplo, Phillips, et al., (2005) quienes observaron una
alta estabilidad de los folatos en vegetales después de 12 meses de almacenamiento en
condiciones de congelacion (-60°C) o Papastoyiannidis, Polychoniadou, Michaelidou y
Alichanidis, (2006) quienes describieron la estabilidad de las vitaminas del grupo B en
leches enriquecidas y mantenidas en condiciones de refrigeracion durante un tiempo de
almacenamiento superior a los 16 dias. Sin embargo, Gujska, Michalak y Klepacka,
(2009) observaron pérdidas en torno al 14% en dos tipos diferentes de panes después de
5 semanas de almacenamiento a -18°C. Estas pérdidas alcanzaron el 25 y 38% después
de 16 semanas y dependiendo del tipo de pan. Estos resultados nos hacen pensar en un
cierto efecto protector de la matriz carnica, en nuestro caso, que seria la responsable de

que no se produjeran pérdidas durante el almacenamiento.

Sin embargo, en los productos carnicos madurados, el contenido de 4cido folico

disminuy6 un 20% en los no irradiados y un 12 y 8 % en los irradiados con 2 y 3 kGy,
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respectivamente. Este hecho hay que relacionarlo con el descenso de las BAL. Hay que
recordar que los recuentos realizados tras la irradiacion, han determinado que dosis de 2
y 4 kGy, provocan un descenso de 2 y 5 ciclos logaritmicos, respectivamente. Por tanto,
al disminuir el nimero de estas bacterias presentes en el producto, el consumo de 4cido
folico es menor y la cantidad residual, mayor (Lin & Young, 2000). Sin embargo,
Kariluoto, Aittamaa, Korhola, Salovaara, Vahteristo y Piironen, (2006) observaron

pérdidas menores de 4cido folico en productos irradiados.

A pesar de ello, es importante tener en cuenta que la cantidad final fue, en todos
los casos, suficiente para que una racion de 50 g de embutido cocido o madurado o una

hamburguesa de 100 g, pueda cubrir la ingesta diaria recomendada.

La valoracion sensorial fue buena en todos los productos incluso después de 90
dias de almacenamiento. Cabe destacar que en el caso de los embutidos cocidos y
madurados, la aceptabilidad general mejord durante el almacenamiento debido a que los
olores “a irradiado” que se percibian en un primer momento fueron disminuyendo con
el tiempo. Jo, Lee y Ahn, (1999) observaron este mismo efecto en embutidos cocidos
irradiados, describiendo como los compuestos generados por la oxidacion lipidica y que
contribuian a los malos olores, iban desapareciendo durante el almacenamiento sobre
todo cuando se envasaban a vacio. Resultados similares fueron obtenidos por Cabeza,
Cambero, de la Hoz y Ordoéiiez (2007), cuando irradiaron muestras de jamon cocido con
dosis de 1 a 4 kGy y las almacenaron durante 18 dias. Medina, et al., (2009) también
observaron que los olores que aparecen en salmén ahumado irradiado con 2 kGy,
desaparecian con el almacenamiento y Cambero, Cabeza, Ordofiez y de la Hoz, (2010)
realizaron observaciones similares con muestras de ensaladilla rusa después de 22 dias

de almacenamiento.

Sin embargo atn no esta claro a qué se debe este efecto. Es posible que los
compuestos radicales volatiles formados por la irradiacion reaccionen unos con otros o
con otros componentes de los alimentos haciendo desaparecer los olores extrafos. Es
posible también que estas reacciones tengan lugar de una forma lenta y progresiva
siendo evidentes tan solo después de un periodo de almacenamiento relativamente largo
como son los 90 dias de este estudio. Si esto es asi, es posible que, cuando se almacenan
productos irradiados, sean otros parametros diferentes como el color o la textura, los

responsables de la alteracion sensorial.
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8.2. Bioaccesibilidad del acido folico en productos carnicos

En el apartado anterior se han discutido los resultados obtenidos en relacion con
la viabilidad tecnologica y sensorial de los productos carnicos disefiados, tanto en los
convencionales como en los RTE. Es en este momento cuando surge la necesidad de
conocer si es bioaccessible el acido folico incorporado a estos alimentos. Para dar una
respuesta, el siguiente paso en nuestro trabajo fue estudiar la bioaccesibilidad en todos

y cada uno de ellos.

En el capitulo de Introduccion se han descrito las principales caracteristicas de
los ensayos in vitro e in vivo. En €l se hizo constar que, aunque los estudios en humanos
son la meta a la que se debe llegar en estudios de bioaccesibilidad, es muy frecuente
encontrar dificultades para su desarrollo; son metodolégicamente complicados, llevan
mucho tiempo, son costosos, en algunas ocasiones poco viables desde un punto de vista
tecnoldgico y muy complejos debido a la gran cantidad de factores intrinsecos y
extrinsecos a tener en cuenta en relacion con el proceso de digestion. Esta apreciacion
ha sido ya realizada por diferentes autores y por ello, los estudios in vitro se han
convertido en un potente aliado en estudios de esta naturaleza ya que pueden dar una
vision rapida y objetiva de la absorcion de nutrientes. En este sentido recomendamos la
lectura de trabajos como el de Van de Wiele, et al., (2007) quienes hicieron una
comparativa entre cinco diferentes ensayos de bioaccesibilidad in vitro y comprobaron
la eficacia y buena relacion con ensayos in vivo recomendando dos de ellos entre los
que se encontraba el sistema TIM utilizado en nuestro trabajo. Por lo tanto, nos
decidimos a realizar ensayos in vitro y concretamente dos: uno estatico y el otro,

dindmico.

8.2.1.Bioaccesibilidad por el método estatico

Este primer estudio, se realizé utilizando un método experimental in vitro
estatico basado en el descrito por Hazell y Johnson (1987) y mejorado por Wolfgor,
Drago, Rodriguez, Pellegrino y Valencia, (2002) y Oomen, Rompelberg, Bruil, Dobbe,
Pereboom y Sips, (2003). El método consiste en simular la digestion gastrointestinal

mediante la incubaciéon de la muestra homogeneizada con soluciones salinas,
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enzimdticas y bilis, controlando los pardmetros fisico-quimicos (pH, temperatura,
agitacion) del proceso humano; la absorcidon a nivel intestinal se simula mediante el
paso del digerido a través de una membrana de didlisis (ver articulo publicado

“Bioaccessibility of folic acid added to ready-to-eat meat products™).

Los resultados obtenidos mostraron una bioaccesibilidad similar en los tres
productos carnicos. En las muestras sin irradiar no se observaron diferencias
significativas, si bien los valores obtenidos con los productos cérnicos cocidos (44-
50%) fueron ligeramente superiores; el valor obtenido para las hamburguesas fue del
38-41% y del 39-40% para los productos madurados. Estos resultados indican que la
bioaccesibilidad se encontraria mas o menos en el 50% de la cantidad de acido fblico

anadida, menor de la que se podria esperar.

Es posible que la compleja composicion de cualquiera de las matrices cérnicas
estudiadas pueda causar la retencion del acido folico, disminuyendo su bioaccesibilidad
y haciendo que no sea completa. De acuerdo con diferentes autores (Verwei, Arkbége,
Havenaar, van den Berg, Witthoft, & Schaafsma, 2003; McNulty & Pentieva, 2004;
Parada & Aguilera, 2007; Ohrvik, Orhrvik, Tallkvist, & Witthoft, 2010), el acido folico
y los folatos pueden unirse covalentemente a macromoléculas, como proteinas,
quedando asi retenidos en la matriz del alimento y reduciéndose en definitiva su

difusion a las superficies de absorcion durante la digestion.

No se ha encontrado en la bibliografia ninglin trabajo referente a la presencia de
acido folico en productos carnicos por lo que es dificil discutir estos resultados con
datos previos, pero si se pueden comparar con los descritos por otros autores en otros
alimentos. Asi, existen numerosos estudios que avalan el hecho de que la matriz del
alimento influya en la bioaccesibilidad de esta vitamina (Brouwer, van Dusseldorp,
West, & Steegers-Theunissen, 2001; McNulty & Pentieva, 2004; Gregory, Quinlivan, &
Davis, 2005). Van het Hof, Tijburg, Pietrzik, & Weststrate (1999) observaron, en
estudios realizados con espinacas y otros productos vegetales, que la ruptura de la
matriz aumentaba la bioaccesibilidad de folatos. En 2009, Ohrvik observé que el acido
folico se encontraba de forma mas biodispobible en zumos de naranja (100%) que a
partir de panes integrales (75%). Este autor indica que es posible que los componentes

del pan atrapen el acido folico e inhiban su absorcion.
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Cuando los estudios de bioaccesibilidad se realizaron con las muestras
irradiadas, se observo un aumento de la bioaccesibilidad a medida que lo hacia la dosis
de irradiacion; asi, con 4 kGy, la bioaccesibilidad era significativamente mas alta que en
el caso de las muestras control sin irradiar alcanzandose valores de hasta un 69%. Es
muy probable que este aumento se deba a los cambios que la irradiacion haya inducido
en la estructura de los productos carnicos y que favorece la salida, y consecuentemente

su mayor extraccion, desde la matriz cérnica.

8.2.2.Bioaccesibilidad por el método dinamico

La Netherlands Organization for Applied Scientific Research TNO (TNO
Nutrition and Food Research) ha patentado un modelo gastrointestinal multi-
compartimental, dindmico y computarizado denominado TIM-1 (Minekus & Havenaar,
1996). Es un simulador del estdbmago y el intestino delgado donde se pueden controlar
las condiciones en las que se realiza el proceso de digestion: a) la temperatura corporal,
b) pH gastrico e intestinal, c) el flujo de saliva, jugos gastricos y pancreaticos
incluyendo las enzimas digestivas y bilis, d) los movimientos peristalticos y e) el tiempo
de transito gastrointestinal. Con ¢l se han hecho estudios sobre disponibilidad de macro
y micronutrientes definidos, comportamiento de nutrientes en comidas completas,
interaccion entre nutrientes y compuestos funcionales, efectos del procesado en la
calidad nutritiva de los alimentos o la estabilidad y eficacia de pro- y prebidticos en el
tracto gastrointestinal. Los trabajos realizados, mas de 40, se pueden obtener a partir de
la pagina web de Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Havenaar). De
ellos, una decena se han centrado en estudios de bioaccesibilidad del acido félico y los
folatos a partir de alimentos, fundamentalmente de productos lacteos. Sus resultados
han sido validados por estudios nutricionales realizados en humanos y en animales, lo
cual motivo una estancia en TNO, concretamente en el equipo del Dr. Havenaar, para
estudiar con este equipo la bioaccesibilidad del acido foélico a partir de nuestros

productos.

Los valores obtenidos con el TIM-1 fueron superiores a los obtenidos con el
método estdtico aunque el comportamiento fue el mismo. Asi, en hamburguesas la

bioaccesibilidad fue de un 82 + 6% y en embutidos madurados, un 81 + 8% mientras
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que en los productos cocidos, la bioaccesibilidad se situaba en torno a un 61 = 13%.
Estas diferencias, que tampoco fueron significativas, pueden explicarse igualmente por
la estructuras de unos productos carnicos y otros. En hamburguesas, que realmente son
carne picada, no existe esa red que pueda retener al 4cido fdlico en su interior y en los
productos madurados, la desnaturalizacion de las proteinas céarnicas se produce por el
bajo pH (Ordoéiiez, Hierro, Bruna, & de la Hoz, 1999), no por el calor, lo que daria lugar

a un gel menos firme que el originado tras el proceso de coccion.

Sin embargo, estos valores son mucho mds proximos a los descritos por
diferentes autores en otros productos enriquecidos en acido félico y analizados con el
mismo método TIM-1. Asi, Arkbdge, Verwei, Havenaar, & Witthoft (2003), obtuvieron
en yogures una bioaccesibilidad del 82% y en leche UHT o pasteurizada enriquecida
con acido félico, del 61 y 58% respectivamente o Verwei, Olivares, van Vliet, van den
Berg y Havenaar (2004) que observaron valores proximos al 90% en zumos de frutas,

del 86% en knickebrdd (un tipo de pan escandinavo).

Estudiando la “absorcion” del acido folico a través de los compartimentos, los
mayores valores se observaron en el compartimento del yeyuno y durante las 2 primeras
horas de “digestion”; en el ileon, la mayor absorcion se observo entre la 2% y la 3* hora
pero no se llegaron a alcanzar los altos valores detectados en el yeyuno. Este
comportamiento es también similar al descrito en productos lacteos (Arkbage, Verwei,
Havenaar, & Witthoft, 2003; Verwei, Olivares, van Vliet, van den Berg, & Havenaar,
2004) y en zumo de naranja natural (Ohrvik & Witthoft, 2008).

El efluente del compartimento que corresponde al ileon representa la fraccion
que pasaria al intestino grueso. La cantidad de acido folico en nuestro caso, oscild entre
4-6% de la cantidad inicial, es decir, de la que seria ingerida. Esta fraccion, sumada con
la cantidad absorbida nos daria un balance de masas entre 90-93%, nivel considerado
como muy aceptable y adecuado de acuerdo con los resultados obtenidos no solamente
por los autores previamente citados con el TIM, sino en nuestro control de leche UHT

enriquecida con acido folico.

Cuando se hizo el mismo estudio con las muestras irradiadas, se observo, al
igual que con el método estatico, un aumento de la bioaccesibilidad, concretamente, un

20% para hamburgesas, un 30% para los productos cocidos y un 6% para los
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madurados. Este hecho se puede explicar, como se ha indicado anteriormente, por los
cambios que produce la irradiacion en los componentes de los productos carnicos y en
definitiva, en su estructura y, concretamente, en el efecto producido en las proteinas y

que tiene como consecuencia su desnaturalizacion.

El estudio de la bioaccesibilidad del acido folico ha sido objeto de muchas
investigaciones desde hace décadas. El interés sobre el tema comenz6 con los trabajos
de Tamura y Stokstad (1973) y Babu y Srikantia (1976) quienes estudiaron la
biodisponibilidad del acido félico en humanos a partir de un amplio rango de alimentos.
El hecho de ser los primeros estudios hizo que el rango de posibilidades (cantidades
ensayadas, nimero de alimentos) fuera tan amplio que su metodologia fuera muy
criticada y considerada como incompleta. Sin embargo, estos trabajos si que sirvieron
para despertar el interés en esta linea de investigacion y a ellos les siguieron una serie
de estudios realizados por Colman (1982) en los que ya se estudi6 la biodisponibilidad
del acido folico en determinados alimentos y siguiendo quizas las primeras estrategias
de intervencion en humanos; fundamentalmente este trabajo se realizd con cereales
enriquecidos y con una poblacion de madres lactantes en Sudafrica con el fin de

estudiar el efecto preventivo frente al desarrollo de anemia megaloblastica.

La biodisponibilidad del é4cido félico es, como se ha indicado previamente
(Capitulo 1) notablemente mayor que la de los folatos naturalmente presentes en los
alimentos, debido a una serie de factores tales como la liberacion incompleta de los
folatos de las estructuras celulares en donde se concentran en las plantas, la
inestabilidad a las condiciones que reinan durante la digestion gastrointestinal, la
presencia de las proteinas ligantes de folatos, la forma en la que estan atrapados por la
matriz del alimento y que puede dificultar su liberacion durante el proceso digestivo o,
por supuesto, el complicado proceso de desconjugacion que ha de desarrollarse para
poder pasar a través de las células del epitelio intestinal (Sanderson et al., 2003). Este
ultimo punto es en nuestro trabajo de gran importancia y es lo que justifica la utilizacion

del 4cido folico como tal.

La biodisponibilidad de los folatos es muy dependiente del paso del alimento
digerido a través del intestino. Los poliglutamatos deben sufrir un proceso complejo de
desconjugacion en el intestino delgado antes de su absorciéon. Como se ha explicado

previamente, este proceso lleva consigo la actividad de enzimas como las hidrolasas
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localizadas en la membrana celular del epitelio intestinal y que permiten la formacion
de los monoglutamatos, lo cuales se transportan al interior de la célula de forma optima
a los valores de pH que reinan en el intestino. En este sentido hay que tener en cuenta
que la absorcion a nivel celular se produce a un pH de 5 mientras que el pH para la
desconjugacion es de 6-7 (Halsted, 1990). Esto quiere decir que pequefios cambios de
pH debidos a, por ejemplo, los alimentos ingeridos junto con el 4cido folico, pueden
inhibir la desconjugacion, pero no la absorcion, probablemente por su efecto inhibitorio

sobre la actividad de esta hidrolasa (conjugasa) (Gregory, 2001).

La utilizacioén del acido félico resulta, por lo tanto mas ventajosa que la de
cualquier folato cuando se busca el enriquecimiento de la dieta con esta vitamina y esto
es lo que parecen demostrar nuestros resultados con los que se ha llegado a absorber
hasta el 100% del 4cido folico anadido. Es posible pensar que esta cantidad puede ser lo
suficientemente elevada, como en los productos elaborados con 2,4 mg de acido folico/
100 g de producto como para saturar las membranas celulares e impedir la absorcion de
esta vitamina (Gregory, 2001). No parece ser ¢ste el caso ya que, de serlo, se hubiera
observado un cierto descenso en la bioaccesibilidad a las mayores cantidades, y eso no
ha ocurrido. En cualquier caso, es importante tener en cuenta que se han ensayado estas
cantidades buscando siempre compensar una posible pérdida durante el procesado, bien
en el producto cérnico convencional o sobre todo, en el caso de los productos RTE, en
los que se pudo observar el descenso del acido folico. Ahora, el siguiente paso, seria
comprobar si realmente existe esa saturacion o no, pero, en cualquier caso lo que si es
cierto es que se puede reducir la cantidad incorporada. Tecnologicamente los productos
carnicos son viables y se sigue absorbiendo la suficiente cantidad de 4cido folico como
para seguir recomenddndolos como aptos para enriquecer cualquier dieta con esta

vitamina.

Otro de los factores mencionados y que pueden afectar a la bioaccesibilidad es la
propia irradiacién. Es un hecho descrito previamente y demostrado a nivel cientifico
que la irradiacion produce cambios en las estructuras de los alimentos. Uno de los
cambios més importantes es la pérdida de la estructura terciaria de las proteinas. La
irradiacion, incluso a bajas dosis, puede producir la coagulacion de las proteinas e
incluso romper enlaces peptidicos, puentes disulfuro y de hidrogeno (Rahman, 1999).

Este hecho lleva consigo un aumento del nitrogeno aminoacidico y la pérdida de la

239



estructura de la propia proteina. En este sentido, Giroux y Lacroix (1998), Ahn, Jo y
Olson, (2000) y Nam, et al., (2007) describieron cémo la irradiacion inducia estos
cambios asociados a procesos de desaminacion y descarboxilacion y la ruptura de los
enlaces peptidicos. Como consecuencia de este fendmeno, se generan compuestos
volatiles (Nam, et al., 2007) responsables de los cambios en el sabor y aroma de los
alimentos irradiados y lo que es mds importante, la ruptura de las fibras musculares.
Este ultimo hecho fue también descrito por Yoon (2003) quien observd que la
irradiacion (2-5 kGy) producia un descenso de la dureza de la misma carne como
consecuencia de esta rotura fibrilar. Estos cambios facilitarian la liberacion de la

vitamina, dejdndola mas bioaccesible.

En el caso de las hamburguesas, es la propia carne la que sufre los cambios
descritos. Los electrones acelerados accederian directamente a las proteinas carnicas vy,
aunque se produjeran pocos cambios, el acido folico se liberaria con facilidad ya que en
este producto cérnico estaria directamente situado en la fase acuosa, no estando ligado a
ninguna estructura compleja. Sin embargo, en el caso de los productos cocidos y
madurados, nos encontramos frente a matrices mas complejas. Ambos tipos de
productos son geles carnicos, geles proteicos establecidos mediante la desnaturalizacion
de las proteinas provocada por un tratamiento térmico o la reduccion del pH,
respectivamente; el posterior establecimiento de puentes de union entre estas proteinas,
conlleva la formacion de una red tridimensional que deja atrapada el agua en su interior,
agua que vehicula compuestos hidrosolubles entre los que se encontraria el acido folico
y que, por otra parte, es fundamental para la textura de ambos tipos de derivados
carnicos. Estas complejas matrices carnicas, las redes proteicas que las conforman,
pueden ser tan susceptibles a la accion de los electrones acelerados como las propias
proteinas, ya que los enlaces que se establecen son de la misma naturaleza que los que
conforman las proteinas antes de su desnaturalizacion. La rotura de los enlaces inter-
proteicos facilita la liberacion de parte del agua que el gel mantiene atrapada en su
interior. Es muy posible, por lo tanto, que este agua liberada arrastre al 4cido folico, lo
que facilitaria su mayor extraccion y en consecuencia, habria una mayor cantidad de
esta vitamina dispuesta para ser absorbida. Esta hipotesis justificaria el aumento de la
biodisponibilidad. Sin embargo, no seria tan alto como en el caso de las hamburguesas
ya que la pérdida de estructura no es total; si asi lo fuera, los cambios en el aspecto y la

textura de los productos irradiados hubieran sido mucho mdés notables y, en caso
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DISCUSION GENERAL

extremo, se hubiera podido llegar a perder la calidad sensorial, lo que desaconsejaria su
comercializaciéon. Como se puede observar de los resultados obtenidos, esta situacion no

ha llegado a producirse lo cual confirma nuestra hipotesis.

Vistos desde una forma global, estos resultados nos indican que los productos
disefiados son viables desde el punto de vista tecnoldgico y sensorial, seguros al ser
sometidos a tratamientos que aseguren su calidad higiénica, y nutritivos ya que aportan
acido folico en cantidades que aporten el 100% de la CDR en una racioén del producto.

Ademas, en el caso mas desfavorable, seria bioaccesible mas del 60%.

Todo ello nos permite decir que productos aqui disefados, incluso los RTE
podrian entrar en la categoria de fuente de dacido folico encontrdndonos, en
consecuencia, con nuevos alimentos adecuados para vehicular en la dieta este nutriente

esencial. (Reglamento (CE) N° 1924/2006).
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9. CONCLUSIONES

1.

2.

4.

5.

El 4cido félico es un compuesto bioactivo adecuado para ser incorporado a
productos céarnicos tanto convencionales como “listos para el consumo” o RTE.
Su incorporacion es viable tecnoldgicamente y los productos obtenidos
presentan unas caracteristicas sensoriales adecuadas con wuna buena

aceptabilidad general.

El tratamiento de irradiacion mediante la aplicacion de electrones acelerados es
util para la elaboracioén de estos nuevos productos RTE. Las pérdidas de acido
folico con este tratamiento oscilan entre un 20-30%, dependiendo de la matriz
carnica. La dosis maxima recomendada es de 3 kGy, ya que dosis superiores

reducen significativamente la calidad sensorial.

Tanto los productos convencionales como los RTE mantienen sus caracteristicas
sensoriales tras un periodo de almacenamiento de tres meses. El acido folico

permanece estable tras este tiempo.

La bioaccesibilidad del 4acido folico a partir de los productos carnicos
convencionales es elevada, situandose en un 80% para los productos carnicos
frescos y madurados, y en un 60% para los cocidos. La aplicacion de radiaciones
ionizantes aumento la bioaccesibilidad en torno a un 20% en los productos
frescos y cocidos, mientras que en los madurados se mantuvo en valores

similares.

Los productos céarnicos disefiados en este trabajo constituyen una nueva via para
aumentar el consumo de acido folico en la dieta incluso cuando se presentan
como RTE mediante un tratamiento de radiaciones ionizantes. A pesar de las
pérdidas inducidas por el tratamiento de irradiacion la cantidad final de &cido
folico es suficiente para que una racién media de 50 o 100 g, dependiendo del
tipo de producto, aporten el 100 de la RDA. De acuerdo con el Reglamento (CE)
N° 1924/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo (20/diciembre/2006) los

productos desarrollados se pueden considerar como fuente de éacido folico.
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. Folic acid is a bioactive compound adequate to be incorporated to conventional

and RTE meat products. The incorporation of folic acid is technologically viable
and the final products have good sensory characteristics with a good overall

acceptability.

. The irradiation treatment is useful to manufacture these new RTE functional

meat products. The losses of folic acid due to the irradiation treatment were

approximately 20-30%, depending on the food matrix.

. After 3 month of storage, the sensory characteristics were maintained in both

conventional and RTE meat products. Folic acid was stable during the time

storage.

. The folic acid bioaccessibility from conventional meat product was high, being

approximately 80% from fresh products and dry fermented sausages, and 60%
from cooked sausages. The irradiation treatment increased the bioaccessibility a
20% from fresh meat products and cooked sausages, whereas in dry fermented

sausages the bioaccessibility was similar.

The functional meat product designed in that work are a new way to increase
the folic acid consume in the diet even when they are prepared as ready to eat
meat product using ionizing radiation. In spite of the losses produced by E-beam
treatment the final folic acid amount is enough to cover the 100% of RDA with
a portion of 50 or 100 g, depending on the meat product. According to the
Regulation (EC) No 1924/2006 of the European Parliament and of the Council
(20/December/2006) the developed products can be considered as source of folic

acid.
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