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. RESUMEN




Resumen

La Dieta Mediterrdnea, se considera el modelo de alimentacién mas saludable, ya
que tiene un papel importante en el mantenimiento de la salud. Esta, se caracteriza por
el uso de aceite de oliva virgen como grasa principal y de alimentos vegetales y frescos
como son verduras, hortalizas, legumbres, frutas, cereales, frutos secos, todos ellos con
un alto contenido en polifenoles. Existen numerosos estudios que han avalado los
efectos beneficiosos de la ingesta de polifenoles sobre la salud. Aunque en los ultimos
afos, se esta dando lugar a un abandono de los buenos habitos y costumbres
alimentarias por otras menos saludables como puede ser el consumo elevado de
alimentos procesados, refrescos carbonatados, ricos no sélo en azlcares sino en

compuestos perjudiciales para la salud como pueden ser el hidroximetilfurfural (HMF).

Por todo ello, el objetivo general de la presente tesis doctoral es evaluar la ingesta
de compuestos potencialmente beneficiosos (polifenoles) o perjudiciales (HMF) en
nifios de 10-12 aios de edad de la provincia de Granada, determinando si la educacién
nutricional puede modificar sus habitos alimentarios e incrementar su ingesta de

polifenoles.

Los resultados obtenidos demuestran que tanto la ingesta de polifenoles como de
HMF han sido muy similares a los obtenidos en otros estudios realizados por otros
investigadores en diversas poblaciones. En el caso de los polifenoles se ha demostrado
gue una intervencion nutricional puede modificar el patrén alimentario de los nifos,
incrementando la ingesta de compuestos fenélicos en un 20,5%. En el caso del HMF se
ha demostrado por primera vez, en esta tesis doctoral, que dicho compuesto se
metaboliza eficazmente hasta SMF (metabolito potencialmente carcinogénico del HMF)
en nifios expuestos a niveles elevados, pero habituales, de HMF dietético. La exposicion
a SMF da lugar a la formacién de aductos de ADN que podrian tener consecuencias

negativas en la salud de los nifios a lo largo de la vida.






I1. INTRODUCCION
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Introduccién

2.1. DIETA MEDITERRANEA

Se conoce como “Dieta Mediterrdnea” al patrén dietético tradicional que ha sido
transmitido de generacion en generacion desde hace muchos siglos y esta intimamente
vinculada al estilo de vida de los pueblos mediterraneos a lo largo de su historia. Ha ido
evolucionando, acogiendo e incorporando nuevos alimentos y técnicas fruto de la
posicién geografica estratégica y de la capacidad de mestizaje e intercambio de los

pueblos mediterraneos.

La Dieta Mediterrdnea ha sido declarada Patrimonio Cultural Inmaterial de Ila
Humanidad (UNESCO, 2010). Actualmente, se considera el modelo de alimentacién mas
saludable, ya que se ha visto a lo largo de los afios que los habitos alimentarios tienen
un papel importante en el mantenimiento de la salud, tanto a nivel individual como
poblacional (Hu, 2002). Los resultados de dos amplios estudios europeos, EPIC
(Trichopoulou et al., 2003) y el estudio HALE (Knoops et al., 2004; Mitrou et al., 2007)
sugieren que una mayor adherencia a la Dieta Mediterranea tradicional se traduce en
una menor mortalidad por enfermedades cardiovasculares. En los paises del sur de
Europa que han seguido esta dieta desde hace muchos afios, no se han observado
efectos perjudiciales y, ademas, su esperanza de vida es la mas elevada del mundo

(Willett et al., 1995).

La Dieta Mediterranea se caracteriza por el uso como principal grasa el aceite de
oliva virgen y la abundancia de alimentos vegetales, como verduras, hortalizas,
legumbres, frutas, cereales, frutos secos y un consumo alto de pescado y marisco. Por
el contrario, se consumen pequeiias cantidades de carnes rojas, prefiriendo la carne de
ave. Otra caracteristica es el consumo diario de vino tinto, siendo preferible tomarlo

durante las comidas por su alto contenido en polifenoles (Trichopoulou et al., 1995).

Las propiedades saludables que se atribuyen a la Dieta Mediterranea, sobre todo,
a nivel cardiovascular, se deben a su bajo contenido en acidos grasos saturados y alto
en acidos grasos monoinsaturados, carbohidratos complejos, fibra y sustancias

antioxidantes como los polifenoles presentes en alimentos de origen vegetal (Figura 1).
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Introduccién

Figura 1. Piramide alimentaria.
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2.1.2. PREDIMED Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en el mundo.
En los ultimos afilos muchos son los estudios que han demostrado que la ingesta de
polifenoles presenta efectos beneficiosos sobre la salud, especialmente sobre el sistema
cardiovascular (Quifiones et al., 2012). Asi, se ha llevado a cabo un ensayo clinico
aleatorizado conocido como PREDIMED (Prevencion con Dieta Mediterrdanea) que

pretender determinar si la Dieta Mediterranea evita la aparicién de complicaciones
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Introduccién

cardiovasculares en sujetos de alto riesgo vascular (Tresserra-Rimbau et al., 2013). El
estudio se realizd a un total de 7.447 participantes, con edades entre 55 y 80 aflos y a
los que se les hizo un seguimiento durante 5 afios. Se dividieron en 3 grupos, un grupo
con una dieta suplementada con aceite de oliva virgen extra (1l/semana), otro
suplementado con frutos secos (30 g/dia) y el ultimo fue el grupo control, con una dieta
baja en grasa. Para determinar el consumo de alimentos se utilizaron cuestionarios de
frecuencia de consumo, ya que para los recordatorios de 24 horas se necesita mucho
tiempo para analizarlos. Asi mismo, la adhesion a la dieta mediterranea se realizé por
medio de un cuestionario de 14 preguntas (Martinez-Gonzalez, 2012). Los resultados
fueron sorprendentes, ya que en aquellos grupos donde hubo intervencién nutricional
con aceite de oliva o frutos secos, la incidencia de complicaciones cardiovasculares se
redujo en un 30%. Este estudio aporta una evidencia cientifica de primer orden a favor
de la eficacia de la Dieta Mediterranea tradicional en la prevencion primaria de la

enfermedad cardiovascular (Zamora-Ros et al., 2013).

Los resultados del estudio PREDIMED han sido atribuidos por algunos
investigadores a la capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos. En este sentido,
los efectos de los polifenoles se deberian principalmente a sus propiedades
antioxidantes. Estos compuestos presentan efectos vasodilatadores y antitrombdticos
(Schroeter et al., 2006; Ruf 1999), poseen efectos antilipémicos y antiaterogénicos
(Wilcox et al.,, 2001; Pal et al., 2003). Asi mismo presentan claros efectos
antiinflamatorios (Badia et al., 2004; Fan et al., 2008), a la vez que modulan los procesos

de apoptosis en el endotelio vascular (Pan et al., 2000)
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2.2. ESTRES OXIDATIVO Y ANTIOXIDANTES

2.2.1. ESTRES OXIDATIVO

Durante el metabolismo celular aerébico se generan especies reactivas de oxigeno
y otros radicales libres, proceso que normalmente esta controlado por los sistemas de
defensa antioxidante enddgenos, que mantienen el equilibrio redox (Valko et al., 2007).
Este equilibrio puede verse alterado, bien sea por condiciones ambientales
(contaminacién, exposicidn a téxicos en el trabajo...), estilo de vida (habito tabdquico,
deporte de competicidn...) o incluso procesos patoldgicos, dando lugar a una situacién

conocida como estrés oxidativo.

El estrés oxidativo aparece cuando se rompe el equilibrio entre los factores
prooxidantes y los mecanismos antioxidantes, bien por un aumento en la produccion de
especies reactivas del oxigeno o por un déficit en los mecanismos antioxidantes. Este
estd asociado a numerosas enfermedades (carcinogénesis, enfermedad cardiovascular,
hipertension, diabetes, enfermedades neurodegenerativas...) y al proceso normal de
envejecimiento (Valko et al., 2007) tal y como se muestra en la Tabla 1. En este punto,
la dieta juega un papel importante en la prevencidn de enfermedades relacionadas con
el estrés oxidativo, fundamentalmente a través del aporte de compuestos bioactivos de
origen vegetal, los cuales presentan efectos sinérgicos o aditivos (Liu et al., 2004) que
pueden mejorar la defensa antioxidante directa o indirectamente activando vy
potenciando los sistemas de detoxificacién y antioxidantes enddgenos (Masella et al.,

2005).
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Tabla 1. Procesos asociados al dafio oxidativo.

ENFERMEDAD CAUSA

Peroxidacién de los lipidos y proteinas de la
Envejecimiento membrana celular y dafio del ADN: Imposible la
regeneracion y reproduccion celular.
Envejecimiento de la piel Dafio del colageno

) Peroxidacién de lipidos en las particulas de LDL con
Aterosclerosis .
dano de otros de sus componentes

Cancer Dafio del ADN
Cataratas Modificaciones irreversibles en las proteinas

. . Activacién de genes relacionados con la respuesta
Cuadros inflamatorios ] )
inflamatoria

2.2.2. RADICALES LIBRES

Los radicales libres son aquellas especies quimicas, cargadas o no, que poseen un
electréon desapareado muy reactivo, ya que tienden a captar otro electrén a partir de
moléculas cercanas, con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica (Venereo et al.,
2002). Una vez que el radical libre ha conseguido el electron que necesita, la molécula
que lo capta pasa a ser a su vez un radical libre por quedar con un electrén desapareado,
iniciandose asi una reaccidon en cadena que destruye nuestras células. Un radical libre
tiene una vida media de microsegundos, pero tiene la capacidad de reaccionar con todas

las moléculas que estén a su alrededor (Cheesman and Slater, 1998).

Desde el punto de vista molecular los radicales libres son pequefias moléculas que
se pueden formar en las células de nuestro organismo de forma enddgena, como puede
ser: en la cadena respiratoria mitocondrial, la cadena de transporte de electrones, las
reacciones de oxidacién, etc. Estos procesos que deben ser controlados normalmente
con una adecuada proteccion antioxidante. El problema para la salud se produce cuando
nuestro organismo tiene que soportar un exceso de radicales libres durante afios,
producidos mayormente por contaminantes externos, los que producen distintos tipos
de radicales libres en nuestro organismo (Avello and Suwalsky, 2006). Aun asi, los

radicales libres del oxigeno tienen una funcidn fisiolodgica en el organismo, pueden
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participar en la fagocitosis, favorecer la sintesis de coldageno, activar enzimas de la
membrana celular, disminuir la sintesis de catecolaminas por las glandulas
suprarrenales, modificar la biomembrana y favorecer la quimiotaxis (Venereo et al.,

2002).

Los agentes oxidantes son un término genérico que incluye a moléculas radicales
libres y no radicalarias. Estos compuestos oxidantes, como por ejemplo HCIO, HBrO, Os,
10, 0 H20,, se convierten en radicales con mucha facilidad, dando lugar a las conocidas
Especies Reactivas del Oxigeno (EROS) (Naqui et al., 1996; Beckman and Koppenal,
1996). Algunas de las especies reactivas de oxigeno de mayor significado biolégico son:
anién superoxido (*07), radical hidroxilo (*OH), éxido nitrico (NO*®), peroxinitrito (ONOO"
), radicales peroxilo (ROO°), oxigeno singlete (10,). Las especies reactivas anteriores
tienen origen enddgeno (mitocondria, peroxisomas, lipooxigenasas, NADPH oxidasa y
citocromo P450) y dentro de las de origen exdégeno encontramos radiaciones
ultravioletas, radiaciones ionizantes, medicamentos, humo del tabaco, toxinas... (Finkel

et al., 2000).

Actualmente se sabe que las concentraciones elevadas de especies reactivas de
oxigeno pueden dar lugar a efectos perjudiciales para el organismo derivados del estrés
oxidativo, tales como dano en lipidos, proteinas y ADN (Aruoma, 1998). Sin embargo,
cuando se encuentran a bajas concentraciones pueden tener efectos beneficiosos, ya
gue dichos compuestos actdan en algunas rutas de sefializacién celular o en la defensa

frente a agentes infeccioso (Seifreid et al., 2007).

2.2.3. ANTIOXIDANTES

Un antioxidante es una sustancia capaz de neutralizar la accién oxidante de los
radicales libres mediante la liberacidon de electrones en nuestra sangre, los cuales son
captados por los radicales libres. De acuerdo con Halliwell (1990) los antioxidantes
bioldgicos se definen como “aquellas moléculas que cuando estan presentes en bajas
concentraciones respecto a las biomoléculas que protegen, pueden prevenir o reducir

la destruccién oxidativa de las biomoléculas” (Halliwell, 1990; Huang et al., 2005).
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Para neutralizar el efecto del dafo oxidativo, nuestro organismo posee sistemas
fisiolégicos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, pero el estilo de vida actual esta
inclinando la balanza hacia un aumento del estrés oxidativo, por lo que es recomendable
el aporte de antioxidantes exdgenos bien a través de la dieta, suplementos de vitaminas
y/o minerales. Estos antioxidantes exdgenos se corresponden con estructuras vy
compuestos muy variados: vitaminas (A, Cy E), minerales (Se y Zn), acidos carboxilicos
(acido citrico), aminoacidos (cisteina y carnosina) y metabolitos secundarios de
vegetales (fenoles simples, acidos fendlicos, flavonoides, antocianos, esteroles y

carotenoides) (Tabla 2).

Los campos de aplicacién de los antioxidantes son muy variados. Ademds de
terapias farmacoldgicas, también tienen interés como suplementos nutricionales,
ingredientes cosméticos para evitar el envejecimiento cutdneo, alimentos funcionales y

como conservantes alimentarios (Yanishlieva et al., 2005).

Tabla 2. Sistemas de defensa antioxidante del organismo.

ENDOGENOS EXOGENOS
Enzimaticos No Enzimaticos Nutrientes No Nutrientes
Superoxido dismutasa Acido Urico Vitamina C Polifenoles
(SOD)
Albumina Vitamina E
Catalasa (CAT)
Bilirrubina Carotenos
Glutation peroxidasa
(GPx) Glutation reducido (GSH) Minerales
relacionados con
Glutation reductasa Ubiquinol (coenzima Q) enzimas
(GSH-Rd) antioxidantes (Se,
Zn, Cu, Mn)

Glutation-s-transferasa
(GST)

Sistema de reparacion
del ADN

Proteasas

Fosfolipasas
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2.2.4. MECANISMOS DE ACCION DE LOS ANTIOXIDANTES

La defensa del organismo frente al dafio oxidativo tiene lugar por distintas vias
segun se desarrolla la reaccion en cadena de oxidacién (Figura 2). Primero acttan los
antioxidantes preventivos o primarios (evitan la formacidn de radicales libres), seguido
de los antioxidantes eliminadores de radicales libres o secundarios (estabilizan a dichos
radicales, estos actuan cuando hay superproduccion de radicales libres y los sistemas
enzimaticos estan desbordados) y por ultimo los enzimas sintetizados de novo o de
reparacion (reparan el dafio producido en las biomoléculas) (Halliwell and Gutteridge,

1990; Davies, 1987; Pacifi and Davies, 1991; Wilcox et al., 2004).

Figura 2. Clasificacion de antioxidantes y su mecanismo de accidn.

Antioxidantes Antioxidantes Antioxidantes
preventivos eliminadores de reparadores/sintetizados
l radicales libres de novo

|

|

}

Suprimen la Suprimen i3 Ruptura
formacion de iniciacion de la propagacionfterminacion Reparan dafio
" reaccion en cadena reaccion en cadena ; ~
radicales Reconstituyen tejidos
. v " REACCION -~ ¢
INICIADOR > “EDB'EEL x> Eﬁfi’['}'féé OX2> EN CADENA CX> DANO ©X> ENFERMEDAD
OXIDATIVA

Los compuestos antioxidantes deben ser sustituidos cuando se agotan. Si son de
origen enddgeno seran reemplazadas mediante sus sintesis, pero si son de origen
exégeno, deben ser suministrados a través de la dieta (Laguerre et al., 2007). Estos
ultimos son conocidos como “antioxidantes dietarios” y son fundamentales para la
prevencion de enfermedades, ya que son facilmente modificables. Segun el Consejo de
Nutricidn del Instituto de Medicina de la Academia Nacional de Ciencias de los Estados
Unidos en 1998, un antioxidante dietario “es una sustancia presente en los alimentos,

gue disminuye significativamente los efectos adversos de las especies reactivas de
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oxigeno, especies reactivas de nitrogeno o ambas, sobre las funciones fisioldgicas

normales en humanos”.

Dentro de los alimentos nos encontramos nutrientes y compuestos no nutrientes
con capacidad antioxidante, como las vitaminas C, E o B-carotenos, polifenoles,
terpenoides, compuestos de Maillard y minerales traza (Wang et al., 1996; Pérez-

Jiménez et al., 2008).

Los compuestos antioxidantes estan presentes en diversas formas dentro de los
alimentos (Naczk et al., 2006). De ahi que los antioxidantes alimentarios fuesen
clasificados en las siguientes categorias (Figura 3): compuestos de bajo peso molecular
(vitamina C, flavonoides glicosilados...), compuestos fisicamente en diferentes
estructuras celulares (flavonoides atrapados en las redes de pectinas de las cascaras),
compuestos de bajo peso molecular quimica o fisicamente unidos a otras
macromoléculas (acido ferulico, cafeico...) y material antioxidante insoluble, como las

melanoidinas (Gokmen et al., 2009).

Figura 3. Compuestos antioxidantes.

Libres Ligados
Quimicamente ligados Fisicamente ligados
A macromoléculas A la matriz En la matriz Entre las
(Covalente) alimentaria alimentaria células
(iénico) intactas
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2.3. COMPUESTOS FENOLICOS: POLIFENOLES

Los compuestos fendlicos o polifenoles son productos del metabolismo
secundario de los vegetales, considerados como los principales componentes
antioxidantes en los alimentos (Manach et al.,, 2004). Son compuestos de suma
importancia para las plantas, ya que les otorgan proteccién frente a diferentes tipos de
estrés como excesos de luz, temperaturas extremas, radiacién UV, infeccidn por agentes
patégenos, herbivoros, ozono... (Beckman, 2000). Estos compuestos los podemos
encontrar en cualquier érgano de las plantas: hojas, frutas, semillas, raices y tubérculos
(Coultate, 1998). Asi, los podemos encontrar mayoritariamente en alimentos como las
hortalizas, verduras, legumbres, frutas, frutos secos, cereales, té, vino, cerveza, café...

(Scalbert et al., 2005; Spencer et al., 2008; Dai and Mumper, 2010).

Los polifenoles influyen en multiples propiedades sensoriales de los alimentos,
tales como el aroma, color y sabor de numerosos productos alimenticios de origen
vegetal. Asi mismo, los polifenoles son capaces de destruir o inhibir el crecimiento de
microorganismos como bacterias, hongos y protozoos (Puupponen-Pimia et al., 2005;
Lee et al., 2006; Medina et al., 2009), por lo que, desde hace algun tiempo, estan

adquiriendo gran relevancia en la industria alimentaria (Lule et al., 2005).

También existen estudios donde presentan efectos sobre la salud humana (Figura
4), dichos efectos dependen de la cantidad consumida y de su biodisponibilidad (Pandey
and Rizvi, 2009). Asi, los polifenoles contribuyen a la prevencién de diferentes
enfermedades, dentro de las que encontramos la enfermedad coronaria (Gendron et
al., 2010) y estadios iniciales de ciertos tipos de cancer (Cook and Samman, 1996; Grace,
2005). Ademas, los polifenoles presentan actividad antiaterogénica y evitan la
agregacion plaquetaria al prevenir la modificacion oxidativa de las lipoproteinas de baja
densidad (Arts and Hollman, 2005). Finalmente, también se han descrito propiedades

neuroprotectoras (Zhao, 2009).
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Figura 4. Efectos polifenoles sobre la salud humana.
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2.3.1. COMPOSICION Y CLASIFICACION DE LOS POLIFENOLES

En la naturaleza, los compuestos fendlicos se encuentran generalmente
conjugados con azucares y 4acidos orgdnicos y pueden clasificarse en dos tipos
principales: flavonoides y no flavonoides. Todo flavonoide comparte una estructura

basica que consta de dos bencenos unidos a través de un anillo de pirona C heterociclico.

En contraste, los no flavonoides son un grupo mas heterogéneo de compuestos (Tabla

3).

Tabla 3. Clasificacion general de los polifenoles.

Antocianidinas Flavonas
Chalconas Flavonoles

Flavanonas Isoflavonas

Lignanos  Acidos fendlicos

Estilbenos Otros
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2.3.1.1. FLAVONOIDES

Es el grupo de polifenoles mas abundante en el reino vegetal. Su nombre que
deriva del latin “flavus” (amarillo). El primer flavonoide fue identificado en 1930 por el
premio Nobel de Fisiologia y Medicina Szent-Gyorgyi (Rusznyak and Gyorgyi, 1936). Este
grupo tiene una estructura basica comun que consiste en dos anillos aromaticos (anillo
Ay B) unidos por tres atomos de carbono que forman un heterociclico oxigenado (anillo
C) (Figura 5). Existen varios subgrupos de flavonoides, cuya clasificacion se hace en
funcion del estado de oxidacion del anillo heterociclico y de la posicion del anillo B.
Dentro del grupo de los flavonoides, los subgrupos son: flavonoles, flavonas, flavanonas

(dihidroflavonas), isoflavonas, chalconas y antocianidinas (Manach et al., 2004).

Figura 5. Estructura quimica bdsica de un flavonoide.

e Flavonoles

En su estructura presentan un doble enlace entre el carbono C2 y C3, con un grupo
hidroxilo en la posicion C3, ademas de un grupo ceto en el carbono C4 (Figura 6). La
mayoria se encuentran en la naturaleza glicosilados y/o acilados en la posicién 3 del
anillo C, pero también pueden aparecer en la posicion 5, 7,4, 3" y 5 (Pandey and Rizvi,
2009). Los mas representativos del grupo son quercetina, kaempferol y miricetina. Los
flavonoles estan presentes en baja concentracion en los alimentos (Hollman and Arts,
2000). Las principales fuentes son la cebolla, la col, el brocoli, los arandanos, el vino tinto
y el té. La distribucién y la concentracion de los flavonoles pueden ser distinta incluso
en frutas procedentes de la misma planta debido a la exposicién solar (Quifiones et al.,

2012)
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Figura 6. Estructura de los principales flavonoles.

R4

OH
HO

OH

OH o]

R4 = H; R, = H: Kaempferol
R4 = OH; R> = H: Quercetin

R4 = OH; R> OH: Myricetin

R4 = OCHs;; Rs = H: Isorhamnetin

e Flavonas

Presentan una estructura similar a los flavonoles, salvo que carecen del grupo
hidroxilo en posicién C3 de ese anillo (Figura 7). La mayoria de las flavonas estan
glicosiladas en posicion 7 (Pandey and Rizvi, 2009). Las flavonas son los flavonoides mas
hidréfobos. La fuente mds importante en los alimentos la encontramos en el perejil y el

apio. Ademas, también las podemos encontrar en la piel de los citricos (Shahidi and

Naczk, 1995).

Figura 7. Estructura de las principales flavonas.

R4

HO

OH O

R4 = H: Apigenin
R4 = OH: Luteolin

¢ Flavanonas

Son analogos de las flavonas con el anillo C saturado y su estructura no es plana

(Figura 8). Constituyen un grupo minoritario en los alimentos. Las flavanonas aparecen
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a altas concentraciones en citricos, también las podemos encontrar en tomates, menta.
Las flavanonas se localizan mayoritariamente en las partes solidas de la fruta, en
particular en el albedo (parte esponjosa blanca) y en las membranas que separan los
segmentos de las frutas. Por lo cual, en la fruta su concentracion es hasta cinco veces
mayor que en los zumos (Manach et al., 2004; D’Archivio et al., 2007; Pandey and Rizvi,

2009).

Figura 8. Estructura de las principales flavanonas.

R4
Rz
HO 2
OH o)
R4 =H; R, = OH; Naringenin

R4 =0H; R,=0H; Eriodictyol
R4 =0H; R, = 0CHaj;: Hesperetin

e Flavanoles

Poseen el anillo C saturado y un grupo hidroxilo en el carbono C3 (Figura 9). Los
flavanoles mas representativos en los alimentos son de tipo flavan-3-ol. Los flavanoles
existen en la naturaleza como mondmeros, conocidos como catequinas o formando
polimeros llamados proantocianidinas o taninos condensados. Estos pueden dar lugar a
antocianidinas por calentamiento. Los flavanoles los podemos encontrar en la fruta
(albaricoques, cerezas, uvas) y como fuentes mayoritarias los encontramos en el vino
tinto, chocolate y sobre todo en el té verde. (Lakenbrink et al., 2000; Manach et al.,

2004; D'Archivio et al., 2007).
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Figura 9. Estructura de los principales flavanoles.

OH

OH

R4

OH

R4 =H: (+)-Catechin
R4 = OH: (+)-Gallocatechin

e Isoflavonas

Presentan en su estructura un anillo bencénico lateral en posicién C3 y también
grupos hidroxilos en los carbonos C7 y C4’ (Figura 10). Por su estructura muy similar a
los estrogenos, se pueden unir al mismo tipo de receptores que éstos, de ahi que se
conozcan como fitoestrogenos (D"Archivio et al., 2007). Dentro del grupo de isoflavonas
los principales representantes son genisteina, daidzeina y gliciteina. A las isoflavonas las
encontramos casi exclusivamente en plantas leguminosas, siendo la soja y sus derivados

su principal fuente (Klejdus et al., 2007).

Figura 10. Estructura de las principales isoflavonas.

R; =H; R, = H: Daidzein
R4 =0H; Rx=H: Genistein
R;=H; R,;= O0OCHSj;: Glycitein

¢ Chalconas

Las chalconas son el grupo mas limitado dentro de los flavonoides. Son cetonas
aromaticas a,B-insaturadas, su estructura es también del tipo C6-C3-C6, pero sin el anillo

heterociclico central (Figura 11).
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Figurall. Estructura de una chalcona.

e Antocianinas

Son compuestos solubles en agua, son los encargados de la mayoria de los colores
azul, rojo y purpura de flores, frutas y verduras. Presentan en su estructura tres anillos.
De todas las antocianinas conocidas en la naturaleza, seis son las que estan ampliamente
en la dieta humana: pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina y
malvidina (Garzoén, 2008) (Figura 12). Las podemos encontrar en algunos cereales, en el
vino tinto, en algunos vegetales (berenjenas, rabanos, cebollas...) aunque mayormente
estan presentes en las frutas, sobre todo en los frutos rojos (Harbone, 1993; Escribano-

Bailon et al., 2004; Manach et al., 2004; D'Archivio et al., 2007).

Figura 12. Estructuras de las principales antocianinas.

OH OH OH
® ® o
HO o) O HO ) O HO. 0 O
SO GO o> Ol
Z ou Z ou Z on
OH OH OH

Pelargenidina Cianidina Peonidina

OMe OMe
OH OH OH
s N s N
on HO O O on O O % OMe
= OH # OH
Detfinidina OH Petunidina OH Malvidina
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2.3.1.2. NO FLAVONOIDES

e Lignanos

Son que se producen por dimerizacidén oxidativa de dos unidades de fenilpropano
(Figura 13). Los encontramos ampliamente distribuidos entre los vegetales, sobre todo
en semillas (aunque en cantidades muy reducidas, 1 pg por cada gr de producto seco)
como las semillas de lino, semillas de calabaza, semillas de ajonjoli, centeno, soja y

bayas (Crosby, 2005).

Figura 13. Estructura de los principales lignanos.

CHJO~ CH, om = “\OH
’\) .~ OH
| RS
OCH, -~ OCH,
OH
7-h|drox|mata|resmo| secoisolariciresinol
HO- N HO | X CH,OH
|
= CH.,OH
| = RS
SN OH =" 0OH
enterolactona enterodiol

e Acidos Fendlicos

Podemos encontrarlos libres o conjugados con azlcares, acidos organicos u otros
polimeros. Se diferencian dos grupos (Spencer et al., 2008), los derivados del acido
benzoico (4cido galico, siringico, protocatéquico y vanillico) y los derivados del acido
cindamico (p-cumdrico, cafeico, ferulico y sinapico) (Figura 14). Pueden encontrarse en

muchas especies de plantas:

- Los derivados del acido benzoico: Su contenido en plantas comestibles es bajo

excepto en rdbanos, cebollas, vino y ciertos frutos rojos (Herrmann, 1989)
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- Los derivados del acido cindmico: su presencia en la naturaleza es mayor que la
de los benzoicos siendo las principales fuentes las legumbres, los cereales, el cacao, la

fruta, el aceite, los vegetales, las nueces y las bebidas como el café, la cerveza o el vino

(Herrmann, 1989).

Figura 14. Estructura de algunos acidos fendlicos.

LOgH
Q.. .OH
S A OHIH O
CHs0 .
CH H H OH

Acido caféico Acide p-cumdtico Acido fertlico Arido gélico

e Estilbenos

En este grupo de polifenoles naturales podemos encontrar a los derivados
hidroxi- y metoxi- del estilbeno simple, asi como sus formas glicésido y polimeros. No
son muy abundantes en la dieta, el mds conocido de este grupo es el resveratrol,

presente en la uva y por lo tanto en el vino (Moreno-Franco et al., 2011) (Figura 15).

Figura 15. Estructura quimica del resveratrol.

OH

HO N

OH

e Alcoholes Fendlicos

Este grupo esta representado por tirosol e hidroxitirosol (Figura 16), como
principales fuentes de alcoholes fenélicos nos encontramos el aceite de oliva extra

virgen y también bebidas como el vino (Cabrini et al., 2001; Pifieiro et al., 2011).
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Figura 16. Estructuras quimicas del tirosol e hidroxitirosol.

OH OH

Tirosol Hidroxitirosol

2.3.2. INGESTA DE POLIFENOLES

Los polifenoles son los principales antioxidantes de nuestra dieta. Sobre la ingesta
dietética de este grupo de compuestos tan sélo encontramos estimaciones y no una
informacidn precisa disponible sobre la ingesta dietética. En 1976, la primera estimacién
de la ingesta dietética de flavonoides en Estados Unidos fue alrededor de 1g/dia
(Kuhnau, 1976). Mas tarde, en 2011 se estimd un consumo total de polifenoles en la
poblacion francesa de 1.193 mg/dia (Pérez-Jiménez et al., 2011). En 2016, la estimacion
de ingesta total media de polifenoles en Dinamarca fue entre 1626 y 1786 mg/dia y en

Grecia fue entre 584 y 744 mg/dia (Zamora-Ros et al., 2016).

En la poblacién espafiola existen diversos estudios con estimaciones de ingesta de
polifenoles en poblacién adulta. En el afio 2007 se estimd una ingesta media entre 2.590
y 3.016 mg/dia (Saura-Calixto et al., 2007) incluyendo tanto la porcidn extraible como la
no extraible. También en 2007, Agudo et al. estimaron la ingesta media en 1171
mg/persona/dia. En 2011 se determind una ingesta media de flavonoides entre 269 y
313 mg/dia, (Zamora-Ros et al., 2011). Segun el estudio de Tresserra et al. (2013), uno
de los estudios mas recientes, la ingesta media de polifenoles totales diarios fue de 820
+ 323 mg/dia. Los distintos estudios publicados indican que las principales fuentes
dietéticas de los polifenoles son frutas como manzana, uva, pera, cerezay diversas bayas
(Mariach et al., 2004; Chun et al., 2005). Por otro lado, el vino tinto, té, café, cereales,
chocolate y legumbres también contribuyen a la ingesta de polifenoles (Pandey et al.,

2009).
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La ingesta dietética media de polifenoles en su mayor medida viene dada por el
consumo de flavonoides, que son los polifenoles mds abundantes en la dieta del ser
humano (Ross et al., 2002). De los 8.000 polifenoles que hay descritos, mas de 4.000 son
flavonoides identificados en plantas, en particular en frutas, verduras, nueces, semillas
y flores, algunas bebidas como el té y el vino tinto, que también pueden ser fuentes

importantes de flavonoides (Hertog et al., 1993).

2.3.3. BIODISPONIBILIDAD

La biodisponibilidad puede definirse de diferentes maneras. La mds comun indica
qgue la biodisponibilidad es la proporcién del nutriente que se digiere, absorbe vy
metaboliza a través de las vias normales (Manach et al., 2004; D’Archivio et al., 2007;
Pandey and Rizvi, 2009). Los polifenoles que son mas comunes en la dieta humana no
tienen por qué ser los mas activos dentro del cuerpo, bien porque tienen una actividad
intrinseca mas baja o porque sean mal absorbidos por el intestino, altamente
metabolizados o rapidamente eliminados (Manach et al., 2004). En consecuencia, es tan
importante saber la cantidad de polifenoles que esta presente en un alimento especifico
o suplemento dietético como la cantidad de polifenoles biodisponibles (Srinivasan,

2001).

En general, el metabolismo de los polifenoles se produce a través de una secuencia
de reacciones comun para todos ellos. Dentro de su metabolismo podemos diferenciar
dos etapas. En la primera (fase 1), la mayoria de los polifenoles, los que se encuentran
formando polimeros, al no poder ser absorbidos en su forma natural, deben ser
hidrolizados por enzimas intestinales o por la microbiota coldnica (Bosscher et al., 2009).
En la segunda fase (fase Il), una vez han sido absorbidos, los polifenoles experimentan
una modificacidn extensa, se conjugan en las células intestinales y posteriormente en el
higado por metilacion, sulfatacién y/o glucuronidacion (Manach et al., 2004). Como
consecuencia, las formas que alcanzan la sangre y los tejidos son diferentes de las
presentes en los alimentos y es muy dificil identificar todos los metabolitos y evaluar sus

propiedades biolégicas (Day, 2001; Natsume et al., 2003).
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Por todo ello, estudios de biodisponibilidad se usan para determinar cudles son
aquellos polifenoles que se absorben mejor, ver cudles dan metabolitos activos y
determinar la actividad biolégica de sus metabolitos. La biodisponibilidad de los
polifenoles se puede estudiar de forma indirecta, determinando el aumento en la
capacidad antioxidante del plasma tras el consumo de alimentos ricos en polifenoles
(Pecorari et al., 2010). También se puede determinar de forma directa, midiendo la
concentracion de polifenoles especificos en plasma y orina tras la ingesta de alimentos
con cantidades conocidas de dichos compuestos (Fito et al., 2007). La concentracion de
polifenoles en el plasma es muy variable, por lo que es necesario ingerirlos de forma
reiterada a lo largo del tiempo para mantener concentraciones elevadas en el plasma

(Van het Hof et al., 1999).

Finalmente, los polifenoles y sus derivados son excretados principalmente en
orina (metabolitos ampliamente conjugados) y bilis (metabolitos pocos conjugados)

(Manach et al., 2004).

2.3.4. POLIFENOLES Y ENFERMEDADES HUMANAS

Los polifenoles presentes en lo alimentos son moléculas capaces de retardar o
prevenir la oxidacidon de otras moléculas, presentando actividad antioxidante (Diplock
et al., 1998, Forstermann, 2008). Dicha actividad depende en gran medida de su
estructura quimica (Cotelle, 2001). Asi, los flavonoides son los antioxidantes mas
potentes, correlaciondandose su actividad directamente con el grado de hidroxilacion y

disminuyendo con la presencia de un resto de azucar (Bravo, 1999; Cotelle, 2001).

Los polifenoles presentan efectos bioldgicos muy variados, como actividad
antiinflamatoria, antimicrobiana, efecto vasodilatador, actividad antitrombdtica, efecto
antilipémico, antiaterogénico (Wilcox et al.,2001; Pal et al., 2003; Actis-Goretta et al.,
2006). Asi se considera que los polifenoles presentan efectos beneficiosos sobre la salud
y pueden proteger los constituyentes celulares contra el dafio oxidativo y por lo tanto
limitar el riesgo de varias enfermedades degenerativas asociadas con el estrés oxidativo

(enfermedades crénicas neurodegenerativas y cardiovasculares, diabetes, la prevencién
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y el tratamiento del cancer) (Scalbert et al., 2005; Lugman and Rizvi, 2006; D'Archivio et
al., 2007; Pandey and Rizvi, 2009).

e Actividad antiinflamatoria

Se ha demostrado su actividad antiinflamatoria tanto in vitro como in vivo (Chan
et al.,, 1998; Ferrandiz et al., 1991). Dicha actividad la llevan a cabo mediante la
modulacion de la expresion de genes pro-inflamatorios tales como la ciclooxigenasa,
lipoxigenasa, sintasas de éxido nitrico, y varias citocinas fundamentales (Gonzalez et al.,
2011, Quifiones et al., 2013) Recientemente, el resveratrol se ha encontrado que ejerce
un efecto beneficioso en el tratamiento de la isquemia y enfermedades
neurodegenerativas debido a sus efectos antiinflamatorios (Kang et al., 2009). También
se le atribuyen actividad antiinflamatoria a las catequinas derivados del té (Babu and

Liu, 2008).

e Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana in vitro de algunos polifenoles ha sido ampliamente
demostrada por la literatura cientifica publicada en las ultimas dos décadas (Diker et al.,
1991; Isogai et al., 1998; Yanagawa, 2003; Rodriguez, 2010; Jayaraman et al., 2010). Los
polifenoles destruyen o inhiben, de forma directa, el crecimiento de microorganismos
tales como bacterias, hongos o protozoos, o suprimen factores de virulencia microbiana.
Se ha demostrado que los compuestos fendlicos presentes en aceitunas (Medina et al.,
2009), vino (Larrosa et al., 2009), bayas (Puupponen-Pimia et al., 2005; Nohynek et al.,
2006) y té presentan propiedades antimicrobianas. Su nivel de inhibicién depende de la

estructura quimica del compuesto y la especie bacteriana.

Las propiedades antimicrobianas de ciertas clases de polifenoles se han propuesto
para desarrollar nuevos conservantes de alimentos (Rodriguez-Vaquero, 2010), con el
objeto de evitar los conservantes sintéticos en la industria alimentaria, o para
desarrollar terapias innovadoras para el tratamiento de diversas infecciones

microbianas (Saavedra et al., 2010; Jayaraman et al., 2010).
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e Efectos vasodilatadores

Se ha determinado que este efecto esta mediado por la produccién de o6xido
nitrico (NO) (Andriambeloson et al., 1999; Duarte et al., 2004), ya que la homeostasis
vascular se alcanza con una produccién y una biodisponibilidad adecuada del mismo.
Los polifenoles desarrollan este efecto porque modulan la produccién de NO en células
endoteliales a través de un mecanismo dependiente del calcio extracelular (Li et al.,
2000). Varios estudios muestran que los compuestos fendlicos del vino tinto pueden
inducir relajacién del endotelio vascular (Pérez-Vizcaino, 2006; Zenebe, 2003, Quifiones

et al,, 2013).

e Efecto antitrombdtico

Los polifenoles desarrollan actividad interesante como antiagregantes plaquetarios,
inhibiendo la sintesis de moléculas involucradas en la regulacion de la homeostasis
vascular (Murphy et al., 2003). Tal actividad puede asociarse con una menor incidencia
y prevalencia de la enfermedad cardiovascular (Pandey and Rizvi, 2009, Quifiones et al.,
2013). Como ejemplo de este efecto, un estudio realizado con antocianinas ha

demostrado que, éstas son capaces de inhibir la funcién plaquetaria (De Gaetano, 2002).

e Efectos antilipémicos y antiaterogénicos

Los polifenoles mejoran el perfil lipidico de los humanos que los ingieren en
cantidades apreciables, de forma que pueden prevenir el desarrollo y aparicién de
aterosclerosis, obstruccion progresiva de las arterias por acumulacién de lipidos en sus
paredes (Arts and Hollman, 2005). Su accion sobre la aterosclerosis se debe a la
moderacion del inicio y la progresion de la misma, por su habilidad para atenuar la
oxidacién de las LDL (Aviram et al., 2000; Quifiones et al., 2013). Ademas, son capaces
de producir un aumento en la concentracién de HDL en el plasma y de inhibir la

proliferacién del musculo liso vascular (Abe et al., 2011; Osakabe et al., 2001).

e Antinutritivas

Algunos polifenoles interfieren con la absorcidon de nutrientes, todo esto se

traduce en una disminucién del valor nutritivo de los alimentos (Sharma et al., 1996).
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También pueden actuar como quelantes de metales como el hierro y el zinc, reduciendo
su absorcion e inhibiendo las enzimas digestivas, pudiendo también precipitar las
proteinas, llevando a una disminucion de su biodisponibilidad en el intestino (Mukherjee
et al., 2009). En los alimentos vegetales, la presencia de taninos, grupo de polifenoles
con mayor actividad antinutritiva de todos, generalmente se acompafia de la
digestibilidad reducida de la proteina y el consiguiente aumento del nitrégeno fecal

(Barry et al., 1986; Waghorn et al., 1987).

2.3.5. DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES

La determinacién de polifenoles totales no estd directamente relacionada con la
cuantificacién de su actividad antioxidante, pero puede ser util, sobre todo si se
combinan con métodos para medir actividad antioxidante. Dentro de los métodos que
existen para la determinacion de polifenoles totales los mas usados son: Método de

Folin-Ciocalteu, Ensayo del reactivo Fast Blue BB (FBBB) y Folin modificado.
2.3.5.1. METODO DE FOLIN-CIOCALTEU

Es uno de los métodos mas antiguos para determinacion de polifenoles totales
(Swain and Goldtein, 1964). Es comuUnmente utilizado en industrias alimentarias por su
simplicidad, disponibilidad comercial del reactivo y por ser un procedimiento ya
estandarizado. Este consiste en mezclar tugstato y molibdato en un medio altamente
basico (NaxCOs al 5-10% en agua). Los polifenoles se oxidan con facilidad en medio
basico, reaccionando con el molibdato para formar éxido de molibdeno, compuesto que
puede ser identificado y cuantificado por espectroscopia de UV-Vis por su elevada
absorcién a 750 nm. Asi, la absorbancia a dicha longitud de onda es proporcional a la
cantidad de polifenoles. El contenido de fenoles totales generalmente se expresa en
equivalentes de acido galico. Prior et al. (2005) puso de manifiesto que el reactivo de
Folin-Ciocalteu reacciona con una serie de compuestos quimicos que no son compuestos

fendlicos (interferencias) tales como el acido ascorbico (ASA), azucares (fructosa y
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sacarosa) o aminas aromaticas, por lo que seria interesante contar con otros reactivos

que interaccionasen de forma mas selectiva con los polifenoles.
2.3.5.2. ENSAYO DEL REACTIVO FAST BLUE BB (FBBB)

El ensayo del reactivo Fast Blue BB es un nuevo método para la deteccién de
compuestos fendlicos (Medina et al., 2011). Este método se basa en las interacciones
directas de compuestos fendlicos con la sal de diazonio Fast Blue BB a pH alcalino,
formando complejos azoicos con absorbancia medida a 420 nm tras 60 minutos de
reaccidon. Este método es sencillo y econdmico y se puede utilizar para evaluar

rapidamente los fenoles totales de alimentos y bebidas.

En un estudio comparativo de evaluacion de fenoles totales en fresas a través de
Fast Blue BB vs. Folin-Ciocalteu (Lester et al., 2012), los resultados indicaron que el
ensayo FBBB proporciona una estimacion mas alta y mas precisa de fenoles totales,
debido a su reaccién directa con compuestos fendlicos en fresas y la ausencia de

interferencias.
2.3.5.3. FOLIN MODIFICADO

En un estudio para estimar la ingesta de polifenoles mediante el contenido total
de polifenoles excretado en la orina (Roura et al., 2006) se midid, mediante un ensayo
de Folin-Ciocalteu modificado, la excrecién de compuestos fendlicos. Dicha modificacidon
consistié en la purificaciéon de los polifenoles mediante extraccion en fase sélida, de
forma que se eliminaban los compuestos que interferian en la orina. La excrecién de
polifenoles se estandarizé mediante la excrecidon urinaria de creatinina, que es
generalmente muy estable en ausencia de patologias (Valianpour, 2004). Asi, la media
de las concentraciones de polifenoles excretados en la orina 6 h después del consumo
de las comidas fue significativamente diferente (P <0,05) entre los individuos con una

ingesta rica en polifenoles vs grupo control.

Krogholm et al. (2004) midieron también los flavonoides totales excretados en la
orina mediante HPLC-MS y su correlacién con la ingesta de frutas y verduras. Llegaron a

la conclusién de que la excrecidn urinaria total de polifenoles en 24 h se puede usar
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como un biomarcador para la ingesta de fruta y vegetales. EIl método de Folin
modificado es menos costoso y mas facil de realizar que el método descrito por

Krogholm et al. (2004).

2.3.6. BASES DE DATOS SOBRE POLIFENOLES

Para determinar el consumo de polifenoles en las poblaciones y estudiar su
relacidon con la salud, es esencial contar con informaciéon detallada de su contenido en
cada alimento. Sin embargo, esta informacién no se recoge facilmente debido a la gran

variedad de estructuras quimicas y la variabilidad de su contenido.

2.3.6.1. BASE DE DATOS DE LA USDA

Esta base de datos fue creada por el Servicio de Investigacion Agricola del
Departamento de Agricultura de EEUU (USDA), en la cual se recoge un gran volumen de
datos analiticos sobre los flavonoides de diferentes alimentos. En concreto consta de
datos de 28 mondmeros de unos 500 alimentos. En esta base de datos encontraremos
principalmente el contenido de flavonoides y de 5 de sus subclases (flavonas,
flavanonas, flavonoles, antocianidinas y flavan-3-oles). Esta base de datos ha sido
actualizada muchas veces y en su ultima actualizacidn se introdujeron unos 119
alimentos nuevos tras una revisién de articulos tanto de EE.UU. como de otros 50 paises

(Documentation for updating the USDA, 2011).

2.3.6.2. BASE DE DATOS PHENOL-EXPLORER

Es la primera base de datos integral sobre el contenido de polifenoles en los
alimentos. Contiene 501 polifenoles diferentes en mas de 459 alimentos (Neveu et al.,
2010). En sus actualizaciones afadieron datos como metabolismo de
polifenoles (Rothwell et al., 2012). En la ultima versién de Phenol-Explorer (3.6), se
introducen datos sobre cambios en el contenido tras la transformacion de alimentos
(factores de retencion), lo cual es util para estimar la cantidad de polifenoles de los

alimentos procesados (Rothwell et al., 2013).
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Fenol-Explorer se ha desarrollado en el INRA (Instituto Cientifico de Investigacion
Agrondmica) en colaboracién con la Unién Europea y con apoyo financiero del Gobierno
Francés, Unilever, Danone y Nestlé. Como comparacion con otras bases de datos,
Phenol-Explorer agrega informacion mas detallada sobre el contenido de los distintos
tipos de polifenoles, ademas de datos sobre metabolismo y factores de retencién. La
revision bibliografica es mds exhaustiva puesto que fueron mas de 1.300 publicaciones

y de distintos paises (Neveu et al., 2010).
2.3.6.3. OTRAS

EuroFIR-BASIS es otra base de datos desarrollada que incluye datos sobre el
contenido de algunos polifenoles en los alimentos y sobre sus efectos bioldgicos (Gry et

al., 2007).
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2.4. EFECTOS DEL TRATAMIENTO TERMICO SOBRE LOS
ALIMENTOS DE LA DIETA MEDITERRANEA

La Dieta Mediterranea no sélo se caracteriza por el tipo de alimentos que se
consumen (aceite de oliva virgen, verduras, hortalizas, legumbres, frutas, cereales,
frutos secos, pescado, vino, etc.) sino también por la forma en la que se elaboran los
mismos. Asi, en la Dieta Mediterrdnea abundan los procesados térmicos de los
alimentos que no son drasticos, como las cocciones en medio acuoso, asados,
horneados vy frituras (Trichopoulou et al., 1995). Dichos tratamientos térmicos facilitan
la digestidn y conservacion de los alimentos, mejorando a la vez sus las caracteristicas
organolépticas de alimentos tan tipicos como el pan o las carnes y pescados asados. Sin
embargo, dicho procesado también tiene consecuencias negativas para la salud

humana, las cuales se expondran en los apartados siguientes.

2.4.1. PARDEAMIENTO QUIMICO

El pardeamiento quimico o pardeamiento no enzimdtico es un conjunto de
reacciones que da lugar a la generacién de color pardo-oscuro en alimentos sin que
participen enzimas en la reaccion. Todas estas reacciones tienen lugar cuando los
alimentos son tratados térmicamente y conducen a la formacién de polimeros oscuros
que en algunos casos pueden ser deseables (pan, caramelo, café, aromas carnicos
sintéticos...) pero que en la mayoria de casos conllevan alteraciones organolépticas y

pérdidas del valor nutritivo de los alimentos afectados (Cheftel and Cheftel, 1980).

Dentro de las reacciones que se producen en el pardeamiento quimico nos

encontramos:

- Degradacion del acido ascoérbico
- Caramelizacion (transformacion de carbohidratos)

- Reaccién de Maillard (interaccion proteina-carbohidrato).
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2.4.1.1. DEGRADACION DEL ACIDO ASCORBICO

El acido ascérbico o vitamina C es una vitamina hidrosoluble y con un gran poder
antioxidante, ayudando a la prevencidon de numerosas enfermedades. En el organismo
se encarga de funciones como reparacion de tejidos, formacién de colageno y reduccién

de hierro para su correcta asimilacién en el intestino (Goodman and Gilman 2002).

En la naturaleza lo encontramos mayormente en su forma de isémero L, de ahi
que hablemos del acido L-ascérbico. Su estructura es la de una lactona conjugada con
un grupo enediol que le ofrece propiedades fuertemente reductoras, por lo que la hace
sensible a diversas formas de degradacion (Finholt et al., 1965). Durante la degradacion
oxidativa el acido ascdrbico se oxida dando lugar al dcido dehidroascérbico, y mediante
la escisidn del anillo lactona da el acido 2,3 dicetoguldnico, que ya no tiene actividad
bioldgica. A partir de este producto se dan otras reacciones que dan como resultado
diferentes compuestos (Castillo et al., 2000), entre ellos, furfural (Figura 17), 3-hidroxi-
2-pirona, acido 2-furancarboxilico, acido acético y 2-acetilfurano. El acido ascorbico
puede romperse también en reacciones no oxidativas, especialmente en medio acido

(entre pH 3y 4), por apertura del anillo lactona y posterior descarboxilacién.

Figura 17. Degradacién del acido ascorbico.
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2.4.1.2. CARAMELIZACION

La caramelizacién tiene lugar cuando los azlcares son sometidos a temperaturas
elevadas, por encima de su temperatura de fusion, formandose una serie de sustancias
volatiles o no, de sabor caracteristico y color oscuro (Fennema, 1993). La caramelizacién
puede llevarse a cabo a pH tanto acido como basico, en ausencia de oxigeno y grupos

amino, a actividades de agua (aw) bajas y a pH tanto 4cidos como basicos. En ella, los
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monosacaridos forman enoles como paso inicial de la reaccién (Badui, 2006). Las
pentosas generan 2-furaldehido como principal producto de degradacién, mientras que

las hexosas producen entre otros 5-hidroximetil-2-furaldehido (HMF).

2.4.1.3. REACCION DE MAILLARD

La reaccidon de Maillard fue descrita por primera vez en 1912 por el francés Louis
Camille Maillard aunque fue John Hodge quien en 1953 propuso por primera vez un
esquema de las etapas que aparecen en esta compleja reaccion (Hodge, 1953).La
reaccidon de Maillard es un conjunto de reacciones complejas en cadena, por medio de
las cuales los azucares reductores o los compuestos carbonilicos derivados de los lipidos
oxidados que contienen los alimentos pueden reaccionar con grupos amino de un
aminodcido, péptido o proteina (Rufidn-Henares and Pastoriza, 2016). Como resultado
de la reaccién se forman pigmentos pardos con modificaciones del olor, color y sabor de
los alimentos que, en algunos casos, pueden llegar incluso a disminuir el valor nutritivo
de los mismos. Se desarrolla a aw intermedias y diversos pH, necesitando un aporte de

calor moderado (Badui, 2006).

Los productos que se obtienen a partir de estas reacciones se conocen como
productos de la reaccién de Maillard (PRMs) (Baxter, 1995). Estos productos estan en
cantidades considerables en la dieta diaria ya que la mayor parte de alimentos contienen

carbohidratos y proteinas.
La reaccidn de Maillard puede dividirse en tres etapas:

A. Etapa temprana: (sin produccién de color). Esta etapa empieza con una

reaccidon de condensacion entre el grupo carbonilo, normalmente de un azulcar reductor,
aungue también puede ser un compuesto carbonilico generado en la etapa intermedia
de la reaccién de Maillard o procedente de la oxidacidn lipidica, y un grupo amino libre
de un aminodcido, péptido o proteina originandose una base de Schiff. Por ciclacion, la
base de Schiff se transforma rapidamente en la glicosilamina N-sustituida
correspondiente. Las glicosilaminas son mds estables cuando proceden de aminas
aromaticas que de aminodacidos (Rosen et al., 1953; Pigman and Jhonson, 1953; Finot

and Magnenat, 1981). Cuando la base de Schiff es una aldosilamina N-sustituida, se
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forma la 1-amino-1-deoxi-2-cetosa mediante la denominada transposiciéon de Amadori.
Sin embargo, cuando la molécula es una cetosilamina-N-sustituida se forma una 2-
amino-2-deoxi-2-cetosa y se le conoce como transposicion de Heyns (Matsuda et al.,
1991). Durante la primera etapa las proteinas no sufren alteraciones estructurales

importantes ni se produce formacién de color (Oliver, 2006).

B. Etapa intermedia: (aparicion de olor). Los productos de Amadori y Heyns se

descomponen dependiendo del pH, la aw, la presencia de metales divalentes o la
temperatura, dando lugar a la formacidon de diferentes compuestos intermedios
responsables del aroma que caracterizan a los alimentos cocinados. A pH neutro o
ligeramente acido, y en condiciones de baja aw, la reaccién predominante es una
enolizacion-1,2 que da lugar a la formacién de furfural cuando el azucar reductor
implicado es una pentosa o hidroxilmetilfurfural (HMF) en el caso de una hexosa (Moye
and Krzeminski, 1963). Por el contrario, a pH basicos tiene lugar una enolizacién-2,3
formandose reductonas y una variedad de productos de fision tales como acetol,
piruvaldehido y diacetilo, todos ellos de gran reactividad, lo que hace que participen en
nuevas reacciones con otros productos intermedios de la reaccion (Cheftel and Cheftel,

1980).

Los productos de Amadori pueden degradarse también por via oxidativa (ruta de
Namiki) hacia compuestos carbonilicos (Nursten, 1986). Los compuestos dicarbonilicos
producidos, mediante la degradacién de Strecker, pueden reaccionar con aminodcidos
y dar lugar a la formacién de aldehidos con un carbono menos, a-aminocetonas y
eliminacidn de CO,. Estos aldehidos también juegan un papel importante en el aromay

sabor de los alimentos cocinados (Stadtman et al., 1952).

C. Etapa avanzada: (formacion de pigmentos). Engloba un gran ndimero de

reacciones complejas que incluyen ciclaciones, deshidrataciones, reorganizaciones y
condensaciones originando dos clases diferentes de compuestos: los compuestos
aromaticos volatiles (compuestos avanzados de la reaccion de Maillard), siguiendo la via
paralela de Strecker y las melanoidinas. Las melanoidinas son polimeros coloreados
producidos por reacciones de condensacién de compuestos con grupos aminos

procedentes de las etapas intermedias de la reaccién Maillard como pirroles N-
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sustituidos, 2-formilpirroles N-sustituidos, y 2-furaldehido. La estructura de las
melanoidinas varia dependiendo de las condiciones en las que haya tenido lugar la
reaccion, asi como del tipo de alimento. Ademas, poseen menor solubilidad que los PRM
de partida (Morales et al., 2012). Los compuestos avanzados de la reaccién de Maillard
conocidos “in vivo” como AGEs se forman por la oxidacion o fragmentacion de azlcares
o sus aductos con proteinas. Estas reacciones estdn catalizadas por especies reactivas

del oxigeno (ROS) y peroxinitritos (Figura 18).

Figura 18. Esquema de la reaccién de Maillard.
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2.4.1.3.1. FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA REACCION DE MAILLARD

La intensidad con la que se dé la reaccion de Maillard depende de la naturaleza de
las sustancias reaccionantes, su concentracion, la actividad de agua, el pH del medio, la
temperatura del proceso, el tiempo de calentamiento... (O’Brien and Morrisey, 1989;

Wijewickreme et al., 1997).

e Sustancias reaccionantes

Los sustratos que intervienen en la reaccion de Maillard son los grupos carbonilos,
principalmente de azucares reductores (aunque también de lipidos oxidados) y los
grupos amino, principalmente de aminodacidos libres, péptidos o proteinas con grupos
amino en su cadena lateral. La concentracién de sustrato también afecta a la reaccion,

viéndose favorecida con exceso de sustrato en el medio (Warmbier et al., 1976).

Se ha descrito que la reactividad de los azucares reductores disminuye al aumentar
el peso molecular (Nacka et al., 1998). Las aldosas intrinsecamente mas reactivas que
las cetosas (Yeboah et al., 1999), aunque se ha descrito que las cetosas podrian dan lugar
a un mayor entrecruzamiento y agregacién proteica durante las etapas avanzadas de la
reaccién de Maillard (Sun et al., 2004; Sun et al., 2006). De forma general, el grado de
pardeamiento en los azlcares decrece en el siguiente orden: (1) pentosas, ribosa > xilosa
> arabinosa; (2) hexosas, galactosa > manosa, glucosa > fructosa; (3) disacaridos,

maltosa= lactosa.

El grado de reactividad del azlicar y su comportamiento depende también del
estado y naturaleza de la proteina con la que reacciona. Asi, la rafinosa destruye 6 veces
mas lisina de la lactoalbumina que de la globulina, aunque pentosas y hexosas presentan
una reactividad similar en ambas proteinas (Overby and Frost, 1952; Frangne and

Adrian, 1972).

Cuando el pardeamiento de Maillard no es deseado se puede prevenir eliminando

uno de los sustratos, normalmente el azucar.

Otras moléculas con grupos carbonilo (Montgomery and Day, 1965; Pokorny,

1981) como los formados por degradacién de Strecker (formaldehido, acetal, propional)
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o los producidos durante la degradacion de los compuestos de Amadori (furfural e
hidroximetilfurfural) (Obretenov et al., 1983) pueden reaccionar con los grupos amino e
iniciar otra vez la reaccion. Cuando un alimento contiene productos de estas clases la
reaccién de Maillard puede producirse sin el concurso de los azUcares, como ocurre en

el queso o en las frutas y zumos de fruta (Clegg, 1964).

Las proteinas, todas excepto las insolubles como la queratina, son susceptibles de
reaccionar con los azucares. Los a-aminoacidos, que forman junto al grupo carbonilo el
enlace peptidico, son poco accesibles durante los tratamientos por calor y reacciones
guimicas a diferencia de los a-aminodcidos terminales y los que tienen un segundo
grupo amino en estado libre como es el caso de la lisina. El grupo €-amino de la lisina es
el principal responsable del desarrollo de la reaccion de Maillard en los alimentos
proteicos (Rufidn-Henares et al., 2009b). Cuando la reaccién tiene lugar con aminoacidos
incluidos en una cadena proteica, no todos son capaces de reaccionar con los azucares
por encontrarse ocultos en la estructura tridimensional, siendo el grupo amino terminal

mas reactivo, seguido de los aminodcidos basicos.

Los aminodcidos bdsicos libres no reaccionan con los azucares a una velocidad
marcadamente superior al resto de aminodcidos, sino que es la configuracién
estereoquimica la que determina su comportamiento. Por otra parte, la presencia de
aminoacidos libres condiciona el desarrollo de la reacciéon de Maillard entre lisina y
azucar, la valina acelera la velocidad de la reaccion entre lisina-azicar mientras que la

arginina la disminuye.

Los aminoacidos que producen mayor grado de pardeamiento son la lisina, la
glicina e incluso el triptéfano, mientras que aminodacidos como la cisteina y arginina

producen un bajo grado de pardeamiento (Ashoor and Zent 1984).

La mezcla de proteinas completas y aminodcidos libres produce una mayor
pérdida nutricional y a la pérdida de lisina en proteinas intactas hay que unir la de los

otros aminodcidos (Adrian and Frangne, 1973).
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« pH

Los efectos del pH son complejos ya que cada una de las reacciones que
intervienen en el pardeamiento tienen su propio pH 6ptimo: entre 6 y 8 para la
condensacion de Maillard, pH préximo a 7 para la reestructuraciéon de Amardori y pH
5.5 para la degradacion de cetosaminas por enolizacion (Cheflel and Chefiel, 1976). En
la mayoria de los casos, la intensidad de la reaccién aumenta al aumentar el pH (Adrian,
1974, Ashoor and Zent, 1984, Lignert, 1990). Este aumento es lineal desde valores de pH
de 3 a 8 (Lee et al., 1984) y probablemente hasta 10 (Adrian, 1974), disminuyendo a
valores de pH mas elevados (Ashoor and Zent, 1984). Por debajo de pH 3 la intensidad
de la reacciéon aumenta otra vez, probablemente debido a la hidrélisis de la proteina

(Kaanane and Labuza, 1989).

Si estudiamos el efecto del pH en los alimentos, podemos distinguir:

- Alimentos cuyo pH esta comprendido entre 6 y 8 (leche, huevos, cereales,
carnes) en los que las condiciones son favorables a la reaccién de Maillard.
Un descenso del pH permite atenuar el pardeamiento durante Ila
deshidratacion, pero modifica desfavorablemente los caracteres
organolépticos.

- Alimentos cuyo pH esta comprendido entre 2.5y 3.5 (zumos y concentrados
de frutas acidas). Estos productos son pobres en aminodcidos y la reaccidn
de Maillard aparece de forma muy débil. Es la degradacién del acido
ascoérbico, asi como la caramelizacion de los azlcares, la responsable del
pardeamiento. Estas reacciones estan catalizadas por el acido citrico y
algunos aminoacidos presentes.

- Alimentos de pH intermedio (conservas vegetales, alimentos fermentados,
miel, salsas, sopas) en los que puede ocurrir simultdneamente la reaccion de

Maillard y la degradacion del 4cido ascorbico.
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e Actividad del agua

Uno de los factores que mas influencia tiene en el desarrollo de la reaccién de
Maillard es el agua presente en los alimentos, expresado como actividad de agua (aw)
(Labuza and Saltmarch, 1981; Ames, 1990). El aumento de la aw produce un incremento
de la reaccion de Maillard, hasta alcanzar un maximo, a partir del cual disminuye la
reaccion, posiblemente debido a la dilucion de los reactivos. Diversos autores han
demostrado que el intervalo éptimo de aw es entre 0.3 y 0.7 (Labuza, 1977) y ya a partir
de 0.8 la velocidad de reaccién disminuye debido a la dilucién del soluto en la fase

acuosa (Kane and Labuza, 1989).

Por lo general, es durante la deshidrataciéon cuando los riesgos de pardeamiento
son mayores y en especial en la fase del proceso en que el contenido en agua es inferior
al 20% y la temperatura es elevada. Tratamientos a temperaturas mas bajas presentan
el inconveniente de alargar el proceso de deshidratacion y el alimento permanece mas
tiempo con un contenido critico de agua. Asi, por ejemplo, en la elaboracién de pan la
baja aw favorece la formacion de color durante el horneado, pero a medida que avanza
la coccién, aumenta la temperatura y disminuye la aw por lo que se acelera el

pardeamiento y acumulacién de compuestos coloreados en la corteza (Purlis, 2010).

e Temperatura

La temperatura y tiempo de calentamiento son considerados los factores mas
determinantes de la reaccién de Maillard, estando ampliamente aceptado que el
incremento de la temperatura, asi como el tiempo de almacenamiento, favorecen de

forma exponencial la reacciéon de Maillard (Ryu et al., 2003).

La temperatura no es un factor indispensable ya que la reaccion de Maillard se
produce tanto a temperatura ambiente (durante el almacenamiento) como a altas
temperaturas (esterilizacidon), pero si depende del tiempo que se emplee dicha
temperatura. A mayor temperatura el desarrollo del pardeamiento es mas intenso,
pero, a su vez, es posible obtener el mismo grado de pardeamiento si el producto se
calienta a una temperatura elevada durante un periodo de tiempo corto, como si el

tiempo empleado es mayor y la temperatura que se alcanza es menor. Por eso es
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importante tener en cuenta que la mejor variable para predecir el pardeamiento es la
carga de calor: cantidad de calorias aplicadas al producto. Este valor puede obtenerse
multiplicando el tiempo de calentamiento (en minutos) por la temperatura (en grados

centigrados) (Rufian-Henares et al., 2009a).

e Presencia de metales

La presencia de cationes metdlicos afecta a la reaccion de Maillard ya que
mediante reacciones de oxidacién pueden favorecer la formacion de compuestos
dicarbonilicos que participan en la reaccion (Wolf, 1996) o bien de complejos capaces
de catalizarla (Kato et al., 1981; O’Brien et al., 1994) y por tanto incrementar el
desarrollo del pardeamiento. Hay que hacer notar que los primeros estudios atribuyen
efectos a los cationes metdlicos debidos al descenso del pH que se produce en su

incorporacion al sistema (Powell and Spark, 1971).

2.4.1.3.2. CONSECUENCIAS DE LA REACCION DE MAILLARD

2.4.1.3.2.1. Modificacion de las caracteristicas organolépticas de los alimentos

En la industria alimentaria, la reaccion de Maillard se emplea para obtener
sabores, aromas y colores que sean agradables para el consumidor, es decir, para
mejorar sus caracteristicas organolépticas, como puede ser el olor del café, la corteza
del pan, las galletas, etc. Aunque, por otro lado, en la reaccidon de Maillard también se
pueden obtener compuestos que puede ser desagradables para el consumidor,

haciendo que el producto sea menos apetecible (Rufidn-Henares et al., 2006).

2.4.1.3.2.2. Actividad antioxidante

Algunos de los compuestos generados tienen propiedades antioxidantes. Como
ejemplo, la actividad antioxidante de las melanoidinas resulta especialmente
interesante ya que se forman de manera natural en el alimento durante su procesado o
su almacenamiento (Bendinghaus and Ockerman, 1995). Las melanoidinas pueden llevar
ligados compuestos de bajo peso molecular (Cammerer et al., 2002; Delgado-Andrade

et al., 2005). Se observé que los compuestos de bajo peso molecular unidos a las
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melanoidinas tenian una actividad antioxidante mayor que las propias melanoidinas

(Rufidan-Henares and Morales, 2007).

2.4.1.3.2.3. Reduccion del valor nutritivo

La reaccién de Maillard produce importantes efectos negativos sobre la calidad
nutricional de los alimentos durante su procesamiento y almacenamiento. Puede
modificar el valor nutritivo de los alimentos actuando sobre ciertos componentes, como

son: las proteinas, los minerales y las vitaminas.

e Proteinas:

La reaccion de Maillard reduce el valor nutritivo de los alimentos, aunque no se
observen cambios en el color y aroma de los alimentos (Mauron, 1981) al disminuir la
biodisponibilidad de los aminoacidos esenciales (O’Brien and Morrisey, 1989). Esto se
debe a la destruccién de aminodcidos durante la reaccion de Maillard. La lisina es el
aminodacido mas afectado en la reaccién de Maillard, no obstante, el tratamiento
térmico de los alimentos puede producir la pérdida de otros aminodcidos esenciales
como son los aminodcidos azufrados (Adrian, 1982; Bjorck et al., 1983), triptéfano

(Bjorck et al., 1983) e histidina (Lee et al., 1982).

La pérdida nutricional del alimento depende del tipo de proteina, carbohidrato,
severidad del tratamiento y binomio tiempo/temperatura. La suplementacion de
alimentos tratados térmicamente con aminodcidos de sintesis no restituye el valor

nutricional inicial del alimento.

e Vitaminas:

La influencia que ejercen los compuestos de la reacciéon de Maillard sobre las
vitaminas no estd muy estudiada, aunque existen algunas evidencias. Como por ejemplo
que algunas premelanoidinas pueden reaccionar con las vitaminas y destruirlas (Ford et
al., 1983). Se han encontrado pérdidas moderadas de vitamina B6 y tiamina en leches

en polvo almacenadas a 60°C.
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La destruccidon del acido ascdrbico en algunos alimentos estd estrechamente
relacionada con la reaccién de Maillard (Archer and Tannenbaum, 1979). El acido
dehidroascdrbico reacciona, con los compuestos amino de los alimentos para formar
pigmentos rojos y pardos (Namiki et al., 1986; Ishii et al., 1986). La pérdida nutricional
de esta vitamina por la reaccién de Maillard es insignificante (Archer and Tannenbaum,

1979).

e Minerales:

El efecto de los productos de la reaccién de Maillar sobre la biodisponibilidad
mineral se atribuye a su comportamiento como agentes quelantes de metales e
interfiere en el metabolismo de los minerales. En 1976, Hrdlicka observé que cuando
sales de Fe3* o Cu?* se calientan junto a una mezcla de glucosa-glicina o fructosa-glicina
originan pigmentos (melanoidinas) capaces de formar complejos estables con estos
cationes, pudiendo influir en su biodisponibilidad (Hrdlicka, 1976). Del mismo modo, se
ha comprobado en animales de experimentacién y en humanos, que los productos de la
reaccion de Maillard modifican la excrecion urinaria del zinc y también de otros
elementos como el cobre, hierro y calcio. En concreto, ensayos llevados a cabo en ratas,
han mostrado la relacion entre los productos de la reaccién de Maillard y algunos
minerales como el calcio, magnesio (Delgado-Andrade et al., 2007a), zinc (Navarro et al.,

2000), hierro y cobre (Hurrel, 1990).
2.4.1.3.2.4. Actividad mutagénica y antimutagénica

Los compuestos con mayor poder mutagénico originados en la reaccién de
Maillard son las aminas heterociclicas, que aparecen de la reaccion entre aminodacidos,
monosacaridos y creatinina cuando los alimentos son sometidos a tratamientos
térmicos (Ames, 2003). Otros compuestos con poder mutagénico son: los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (ej. benzopireno), N-nitrosaminas, monocloropropanodioles (ej.
3-MCPD), furano vy recientemente y de gran importancia acrilamida e

hidroximetilfurfural (Abraham, et al., 2011; Friedman, 2005; Nagao et al., 1983).

Segun determinados estudios, se ha demostrado que algunos de los productos de

la reaccion de Maillard presentan efecto antimutagénico. Asi, algunos compuestos de
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Maillard son potentes inhibidores del crecimiento de las células tumorales humanas
(Marko et al., 2003). El efecto antimutagénico pueden llevarlo a cabo por varios
mecanismos, bien inhibiendo el crecimiento de células tumorales suprimiendo la
induccion de la cadena de la proteinquinasa o bien inhibiendo la absorcién mutagenos

(Porwie et al., 1986)

2.4.1.3.2.5. Actividad antimicrobiana

Einarsson et al. (1983) encontraron que los productos de la reacciéon de Maillard
obtenidos entre la arginina y xilosa, asi como entre histidina y glucosa inhiben el
crecimiento bacteriano. Einarsson (1987) estudié el efecto del tiempo, temperatura y
pH sobre la formacién de compuestos antibacterianos con mezclas de arginina-glucosa,
arginina-xilosa e histidina-glucosa. Observo que eran mas dependientes del aminoacido
gue del azucar. En otros estudios se han encontrado que las melanoidinas presentes en
alimentos como la cerveza y galletas, pero sobre todo las melanoidinas del café, tienen
accién bacteriostatica y bactericida, en funcidon de la concentracidon que se utilicen

(Rufian-Henares and Morales 2008).

2.4.1.3.2.6. Actividad alergénica y antialergénica

Dentro de los productos que pueden aparecer durante la reacciéon de Maillard,
podemos encontrar que algunos presentan actividad alergénica y otros, actividad
antialergénica. Existen algunos estudios que relacionan el desarrollo de la reaccion de
Maillard y la actividad alergénica de algunos alimentos, como son la leche (Bleumink and
Young, 1968; Mukoyama et al., 1977; Kaminoawaga et al., 1984) y los cacahuetes (Chung
and Champagne, 1999; Maleki et al., 2000) porque durante el tratamiento térmico que
sufren estos alimentos se puede incrementar la alergenicidad de los mismos (Maleki et

al., 2000).

Sin embargo existen otros estudios donde se ha demostrado que los productos de
la reaccion de Maillard procedentes de mezclas glucosa-acido-6-aminocaproico
presentan un efecto supresor sobre la reaccién alérgica, como por ejemplo en la soja
(Babiker et al., 1998) y en frutas como las cerezas, donde las proteinas que producen la

reaccion alérgica se unen a carbohidratos reductores, sufriendo una modificacién
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irreversible en su estructura terciaria inhibiendo asi su actividad alergénica (Gruber et

al., 2004).
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2.5. HIDROXIMETILFURFURAL (HMF)

2.5.1. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES

El HMF (5-hidroximetil-2-furaldehido) es un compuesto organico, concretamente,
un aldehido ciclico que se puede obtener tanto en la deshidrataciéon de algunos
azucares, caramelizacién y también se puede obtener como producto de la reaccién de
Maillard. El HMF se puede encontrar en diferentes estados: sélido (en forma de agujas
o de polvos) o liquido, pero todos de color amarillo oscuro (Merck, 1989; MSDS, 1994;
Lewis, 1997). En su estructura presenta dos grupos funcionales, un grupo hidroxilo y un
grupo formilo (Figura 19). El mismo anillo de furano es también una estructura reactiva.
Con estas caracteristicas, el HMF puede sufrir reacciones de reduccién, oxidacién,
esterificaciéon y muchas otras reacciones. Esto nos puede llevar a la obtencién de una
serie de derivados y una variedad de aplicaciones. Su estructura y propiedades fisico-

quimicas se detallan en la figura 19 y en la tabla 4.

Figura 19. Estructura del HMF.

Ho. / \ O
0
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Tabla 4. Propiedades fisico-quimicas del HMF.

Propiedades Fisico-Quimicas Valores
Peso molecular 126,11 g/mol
Punto de fusion 32-34°C
Punto de ebullicion 114-1162C (1 mm Mg)
Densidad 1,243 g/cm3a 25°C
Solubilidad Agua, metanol, etanol, acetona, acetato de
etilo
Maxima absorbancia 284nm

2.5.2. SINTESIS DEL HMF

La sintesis HMF se comenzd en la década de 1890, y fue en 1919 cuando
Middendorp publicd su investigacidn sobre las propiedades fisicas, quimicas y métodos
de sintesis del HMF (Middendorp, 1919). Desde entonces, se ha actualizado
periodicamente (Lewkowski, 2001). El rendimiento dela obtenciéon de HMF se puede
mejorar utilizando catalizadores acidos homogéneos o heterogéneos. La sintesis de HMF
se puede llevar a cabo en disoluciones acuosas y disolventes organicos, asi como liquidos
iénicos (Dumesic and Roman-Leshkov, 2009; Ohara et al., 2010) Como ya se ha
mencionado anteriormente, el HMF es un compuesto intermedio en la reaccion de
Maillard que se produce cuando las hexosas reductoras se calientan en presencia de
aminodcidos o proteinas. También se puede obtener durante la caramelizacién (Figura
20) la deshidratacion térmica directa de fructosa, sacarosa y en menor medida, de

glucosa (Perez-Locas and Yaylayan, 2008).
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Figura 20. Principales rutas de formacion del HMF.
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La velocidad de conversion de la materia prima y la selectividad del HMF se ven
afectadas por varios factores en la reaccién, incluyendo el disolvente, el catalizador y el
método de calentamiento (Dumesic and Roman-Leshkov, 2009; Ohara et al., 2010). Los
correspondientes mecanismos de reaccion, catalizadores, mediadores de reaccién y
condiciones de reaccion aplicadas a la produccién de HMF se resumen de la siguiente
manera: durante la sintesis de HMF, si partimos de monosacdridos (glucosa o fructosa)
se produce una reaccion de deshidratacion directa, perdiendo tres moléculas de agua
para formar el HMF. Pero, si partimos de polisacdridos (como celulosa) primero tiene
gue descomponerse en monosacaridos y posteriormente se produce una
deshidratacion, dando lugar al HMF (Li et al., 2009). Asi, se ha observado que la glucosa

con estructura de anillo estable tiene una menor reactividad que la fructosa, ya que la
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tasa de enolizacidon de la glucosa en solucion es menor que la fructosa, que es el paso

determinante en la formacion de HMF (Bhosale et al., 1996).

2.5.3. REACTIVIDAD DEL HMF

e Oxidacion del HMF

La oxidacién del HMF puede ocurrir de varias formas: su grupo hidroxilo
se puede oxidar dando un aldehido o grupo carboxilo y el aldehido, a su vez, se puede
oxidar en un grupo carboxilo. El HMF puede someterse a una reacciéon de oxidacién
selectiva bajo diferentes condiciones. Los productos que se pueden obtener a partir de
la oxidacion del HMF son: furano-2,5-dicarboxaldehido (FDC), 4cido 5-hidroximetilfuran-
2-carboxilico (HFCA), acido 5-formilfuran-2-carboxilico (FFCA) y acido furan-2,5-
dicarboxilico (FDA). Por ejemplo, la oxidaciéon del HMF a FDC utilizando cloroperoxidasa
como catalizador y perdxido de hidrégeno como oxidante, da lugar una conversion del
92% de HMF y una selectividad maxima del 74% a FDC. (van Deurzen et al., 1997).
Gorbanev et al. (2009) estudié el paso de HMF a FDA utilizando 1wt% Au / TiO2 como
catalizador y un 71% de rendimiento se obtuvo a 30°C en 18 horas con 20 bares de
oxigeno en solucién acuosa basica (Gorbanev et al., 2009). También se encontré que se
produjo mas producto de oxidacién intermedio, HFCA, en comparacion con FDA cuando
se usa una presidon mas baja o una concentracién mas baja de base. Casanova et al.,
(2009) encontrd que con los dos catalizadores de Au-CeO; y Au-TiO,, las condiciones
Optimas para convertir HMF en FDA eran 130°C y 10 bares de presion de aire, logrando

un rendimiento de mas del 99%.

e Reduccion del HMF

La reduccion del grupo formilo del HMF da lugar a la formacion de 2,5-bis
(hidroximetil)furano, que es un componente importante para la produccidon de
polimeros y espumas de poliuretano (Moreau et al., 2004). Varios estudios demostraron
altos rendimientos de la reaccidn con niquel, cromito de cobre, 6xido de platino, éxido
de cobalto, 6xido de molibdeno y catalizadores de amalgama de sodio (Cottier, 2003;

Goswami et al., 2008).

55



Introduccién

e Otras reacciones y aplicaciones

Los ésteres se pueden producir mediante la reaccion del HMF con un alcohol u
acido organico. El producto puede ser utilizado como combustible, combustible aditivo
0 un material de partida para la sintesis de mondmeros para las reacciones de
polimerizacién (Gruter and Frist, 2009; Gruter et al., 2010). Otro producto que se puede
obtener a partir del HMF es el 2-hidroxipropano-1,2,3-tricarboxilato (mumefural, MF),
que se ha visto que presenta aplicaciones farmacéuticas (Sriwilaijaroen et al., 2011). Asi
mismo, el dcido 5-aminolevulinico (DALA) es un insecticida util (Rebeiz et al. 1988) y
también un tipo de herbicida biodegradable. Otros derivados se utilizan como
potenciadores del sabor en la industria alimentaria como el 5-hidroximetil-2-furaldehido
bis-(5-formilfurfuril) acetal, preparado a partir de HMF usando una resina de
intercambio cationico de acido fuerte como catalizador (Terada et al., 2010).
Finalmente, el HMF también puede reaccionar con la L-alanina en condiciones alcalinas
para producir N-(1-carboxietil)-6-(hidroximetil)piridinio-3-ol (alapiridaina), otro tipo de

potenciador del sabor (Villard et al., 2003).

2.5.4. METABOLISMO

El HMF se absorbe rapidamente en el tracto gastrointestinal de los roedores y se
elimina con la misma rapidez de todos los tejidos, sin evidencia de una acumulacién
significativa (Godfrey et al., 1990). Esa absorcion puede estar influenciada por algunos
componentes de la dieta como por ejemplo el contenido en fibra, que parece reducir el
transporte y la absorcién de HMF en las lineas celulares CaCo-2 (Delgado-Andrade et al.,
2008). Algunos estudios se ha demostrado que el HMF se metaboliza y finalmente es
eliminado en la orina, siendo el HMFA (5-hidroximetil-2-furanoico) y el HMFG (N-5-
hidroximetil-furoil-glicina) los principales metabolitos del HMF excretados (Godfrey et

al., 1990).

El metabolismo de HMF en mamiferos sigue las mismas rutas que las implicadas
en la biotransformacién de furfurales en roedores (Figura 21). El primer paso del
metabolismo es la oxidacién del grupo aldehido del HMF a 5-hidroximetil-2-furanoico

(HMFA) (Godfrey et al. 1999; European Food Safety Authority, 2005) y después puede
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ocurrir una oxidacion adicional a un acido dicarboxilico, acido 2,5-furandicarboxilico,
FDCA, o conjugacién con glicina formando N-(5-hidroximetil)-furoil-glicina, HMFG

(HMFG, conjugado de glicina de HMFA).

La relaciéon HMFA/HMFG disminuye cuando aumenta la ingesta de HMF, lo que
sugiere que la disponibilidad de glicina libre puede limitar la tasa de conjugacion. La
cantidad de HMFG compuesto es limitada, ya que el aminodcido glicina es necesario
para otros procesos bioquimicos. El HMFA, HMFG y FDCA se han identificado en la orina
de ratas y ratones (Godfrey et al., 1999) y en los seres humanos se han detectado en la
orina, y ademads se ha demostrado que éstos se derivan de HMF en los alimentos
(Pettersen and Jellum, 1972; Husgy et al., 2008). El HMFA, HMFG, 4cido (5-carboxilico-
2-furoil)glicina (CAFG), y acido (5-carboxilico-2-furoil)Jaminometano (CAFAM), pero no el
FDCA, se han identificado recientemente en orina de sujetos que consumieron zumo de
ciruela seca (Pryor et al., 2006). El HMF se convierte en 5-hidroximetilfuranacriloil-CoA
(Pryor et al., 2006) y se excreta a través de la orina después de la conjugacién de glicina
como 5-hidroximetil-furanacriloilglicina (HMFAG). Sin embargo, la HMFAG no se ha

detectado aun en la orina de animales y roedores.

El HMF es biotransformado a SMF, pasando a ser un compuesto bioactivo, siendo
detectado por primera vez, en 2009, in vivo en sangre de ratones (Monien et al., 2009).
Este se obtiene a partir del HMF por sulfonacién de su grupo funcional hidroxilo alilico,
reaccion catalizada por sulfotransferasas (SULT) (Glatt and Sommer, 2006; Surh and
Tannenbaum, 1994). Una ruta menor en la eliminacién del HMF seria la oxidacidn
completa de HMF a CO; a través de la apertura del anillo, formandose primero el acido
a-cetoglutarico. Esta via se ha descrito en la literatura para roedores, pero aun no se ha

confirmado en humanos (Nomeir et al., 1992).
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Figura 21. Metabolismo del HMF.
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2.5.5. TOXICOLOGIA

El HMF es un compuesto que se conoce desde hace muchos afios, aunque sélo
recientemente se ha estudiado mads a fondo la relacion entre HMF, sus metabolitos y la
salud. La toxicidad aguda por via oral del HMF como compuesto puro es relativamente

baja, siendo la dosis letal (DL50) de 2,5 g/kg de peso corporal en ratas (EPA, 1992).

El HMF tiene dos posibles formas de desarrollar efectos toxicoldgicos en seres
humanos. A dosis muy altas, el HMF es citotdxico, causando irritacién a las membranas

mucosas de los ojos, las vias respiratorias superiores, la piel... (Ulbricht et al., 1984). A
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dosis relevantes para la nutricion humana, que van desde 2-30 mg por persona/dia
(Hus@y et al., 2008; Abraham et al., 2011) se concluyé que HMF no constituye un riesgo
para la salud (Janzowski et al., 2008). Sin embargo, los resultados de otros grupos de
investigacion sefalan que HMF exhibe una potencial actividad genotéxica y mutagénica
debido a su activacidn metabdlica a 5-sulfoximefurfurural (SMF) (Surh and Tannenbaum,
1994; Sommer et al., 2003). Por lo tanto, algunos estudios indican que HMF y SMF puede
actuar como un iniciador de cancer de colon en ratas (Zhang et al., 1993; Svendsen et

al., 2009) y la induccion de adenomas hepatocelulares en modelo murino (NTP, 2008).

El HMF puede convertirse en SMF por medio de sulfotransfersas (SULT). Las
enzimas citosodlicas de sulfotransferasa humana (SULT) catalizan la conjugacién de
sulfato de muchos farmacos, otros xenobidticos y hormonas, especialmente las
hormonas esteroides (Falany, 1997). Existen 12 isoformas SULT humanas conocidas
(Coughtrie, 2002; Weinshilboum and Adjei, 2005). La sulfo-conjugacion de diversos
sustratos también puede conducir a la formacién de metabolitos reactivos que pueden
inducir cancer y causar otros dafios. Las podemos encontrar en el tracto gastrointestinal
humano (estdmago, higado, yeyuno, ileon, ciego) (Teubner et al., 2007). Se sospecha
gue éstas estan involucradas en el metabolismo, bioactivacidon y desintoxicacién de
procarcindgenos ambientales y dietéticos, asi como una serie de hormonas esteroides,
incluyendo estrégenos (Coughtrie, 2002; Glatt and Meinl, 2004, Adjei and
Weinshilboum, 2002). Esto podria ser el vinculo entre HMF y carcinogénesis: el SMF es
una especie quimica altamente electrofilica que puede reaccionar con el ADN,
produciendo diferentes aductos (Monien et al., 2012). En este sentido, el HMF ha
demostrado ser mutagénico en Salmonella typhimurium TA100, cepa que expresa
diversas formas de SULT (Glatt et al., 2011). Adn mas, el SMF se forma en ratones in vivo
después de la administracién de HMF (Monien et al., 2009). También se ha visto que el
SMF es nefrotdxico (Nadiya et al., 2009), ya que se produce una reabsorcion tubular que
conduce a necrosis y agregados proteicos en los tubulos proximales. Aparte de los
estudios in vitro e in vivo, se sabe poco sobre la conversiéon del HMF a SMF en seres
humanos. Sélo existen algunos trabajos sobre el analisis de los metabolitos de HMF en
la orina (Husgy et al., 2008; Prior et al., 2006) pero no hay informacién disponible sobre

su concentracion plasmatica o el proceso de formacién de SMF en las intervenciones
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nutricionales humanas. A la luz de este conocimiento, debe tenerse en cuenta el posible
riesgo para la salud mediado por la exposicion humana al HMF dietético, que excede la
ingesta de otros contaminantes alimentos procesados (como acrilamida o furano) en

mayor proporcién (Abraham et al., 2011).

2.5.6. METODOS DE ANALISIS DEL HMF

Existen gran variedad de técnicas para determinar HMF en los alimentos, entre las
gue encontramos la espectrofotometria, la cromatografia y la colorimetria. Hoy en dia,
la mas utilizada para detectar el HMF y derivados en los alimentos es la cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), de forma fiable y precisa. Esto se debe a que se puede
determinar directamente sin que haya que usar ningun derivado coloreado. Asi, esta
técnica se ha utilizado para alimentos como los zumos y concentrados de frutas
(Porretas and Sandei, 1991; Garza et al., 2001), vinagre (Theobald et al., 1998), miel
(Teixido et al., 2006; Serrano et al., 2007), café (Dauberte et al., 1990), cereales de
desayuno (Garcia-Villanova et al., 1993; Rufidn-Henares et al., 2006), pan (Ramirez-
Jiménez et al., 2000a; Ramirez-Jiménez et al., 2000b; Teixid6 et al., 2006).

También existen métodos que han empleado una extraccion liquido-liquido para
purificar el HMF cuando hay presencia de compuestos que interfieran en su
determinacion (Rufian-Henares et al., 2001). En el caso del café (Murkovic and Pichler,
2006) se ha utilizado la extraccién en fase sélida (SPE). También se han empleado
técnicas de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) para

la determinacién de HMF en alimentos (Teixido et al., 2006).

2.5.7. CONCENTRACION E INGESTA DE HMF

2.5.7.1. CONCENTRACION DE HMF EN ALIMENTOS

El HMF esta casi ausente en los alimentos frescos y no tratados térmicamente, su
concentracion tiende a aumentar durante el calentamiento y el almacenamiento de
alimentos ricos en hidratos de carbono, por lo que es una herramienta util para evaluar

el dafio por calor en los alimentos (Fallico et al., 2003). Ademas, es también un
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parametro reconocido de la frescura y calidad de los alimentos. Por lo tanto, el control
analitico del HMF se ha utilizado en la vigilancia de los alimentos para evaluar tanto la
calidad del método de elaboracién como las caracteristicas organolépticas del producto

final.

El contenido de HMF en alimentos tales como pan, café, caramelo y otros ha sido
estudiado por diversos grupos de investigacion. Asi Bachmann et al. (1997) estimaron la
concentracién de HMF en el pan entre 3,2-220 mg/kg mientras que Ramirez-Jiménez et
al. (2000) obtuvieron concentraciones de HMF entre 2,2-68,8 mg/kg en pan espafiol. En
los frutos secos, Murkovic and Pichler (2006) encontraron valores de HMF entre 1-2200
mg/kg. En el caso del café, la concentracion de HMF estd comprendida entre 300-1900
mg/Kg (Murkovic and Bornik, 2007; Murkovic and Pichler, 2006). Bachmann et al. (1997)
también analizaron la carne y los productos cdrnicos y se encontraron concentraciones
muy bajas, por debajo 0,9 mg/kg de producto, mientras que el caramelo presenté altas
concentraciones de HMF, con valores entre 110-9500 mg/kg. En el caso de las galletas,
se estimd que el HMF esta presente en concentraciones de 0,5-74,6 mg/kg (Ait-Ameur
et al., 2006; Rufian-Henares and de la Cueva, 2008). En los cereales infantiles la cantidad
de HMF se encontrd en el rango de 0,4-65,5 mg/kg (Fernandez-Artigas et al., 1999;
Ramirez-Jiménez et al., 2003). El contenido de HMF en cereales de desayuno se encontré

en el intervalo de 6,9-240,5 mg/kg (Rufian-Henares et al., 2005)

Finalmente, hay que indicar que el aporte de HMF a la dieta por parte de los
alimentos depende tanto del contenido de HMF de los mismos, asi como de su
frecuencia de consumo. Por ello, los alimentos mas peligrosos en relacién a la ingesta
de HMF son aquellos que presentan concentraciones medias-bajas (café o pan) pero que
se consumen diariamente en cantidades apreciables. Aquellos alimentos que presentan
una concentracion de HMF muy elevada (caramelo o vinagre balsdmico) pero se
consumen con menor frecuencia o en raciones pequefias, no supondrian un peligro tan

elevado como los anteriores (Rufian-Henares and de la Cueva, 2008).

2.5.7.2. INGESTA DE HMF

En 1984 Ulbricht et al. estimaron una ingesta diaria de HMF entre 30-150 mg

(Ulbricht et al., 1984). En el aifio 2000, Janzowski et al. estimaron la ingesta diaria en 30-
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60 mg. Delgado-Andrade et al. (2007) calcularon una ingesta diaria de 5,1 mg para los
adolescentes espafioles, usando métodos de deteccion mucho mds precisos que los
usados anteriormente por los anteriores investigadores. Mas tarde, en 2008, Rufian-
Henares y de la Cueva estimaron una ingesta diaria para la poblacién adulta espafiola

entre 2,1-23,0 mg de HMF (Rufian-Henares and de la Cueva, 2008).
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Objetivos

El objetivo general de la presente tesis doctoral es evaluar la ingesta de
compuestos potencialmente beneficiosos (polifenoles) o perjudiciales (HMF) en

escolares de 10-12 afios de edad de la provincia de Granada.
Para ello se han llevado a cabo los siguientes objetivos parciales:

e Evaluar la ingesta diaria de polifenoles dieta de los escolares granadinos de 10-
12 afios de edad a partir de registros de 24 h y cuestionarios de frecuencia de
consumo. Estudiando qué alimentos aportan mas polifenoles a la dieta de los

escolares, determinando las posibles diferencias por sexo y dias de la semana.

e Determinar si la intervencién nutricional puede modificar el patréon alimentario
de los escolares, de forma que se incremente el consumo de alimentos
saludables como frutas, hortalizas, aceite de oliva... estudiando su efecto sobre

la ingesta de polifenoles.

e Poner a punto un método espectrofotométrico que sea facil de llevar a cabo,
rapido, repetible y econdmico para evaluar la excrecién de polifenoles en orina,

evaluando si existe una correlacién entre la ingesta de polifenoles y su excrecion.

e Determinar en un modelo animal si una ingesta elevada de HMF da lugar a la
formacién de SMF in vivo y si se produce dafio a nivel genético, evaluado

mediante la presencia de aductos de ADN.

e Evaluar la exposicidn dietética a HMF de los escolares granadinos de 10-12 afios
de edad a partir registros de 24 h y cuestionarios de frecuencia de consumo,
determinando qué alimentos aportan mas HMF y las posibles diferencias por

sexo y dias de la semana.

e Determinar si la exposiciéon a HMF en nifios da lugar a la formacién de dafio

genético (determinado como aductos de ADN) y poder estudiar la correlacion

con diferentes metabolitos de HMF excretados en orina.
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Material y métodos

4.1 POLIFENOLES

Para evaluar los posibles efectos beneficiosos de la dieta de los escolares
granadinos se evalud la ingesta de compuestos fendlicos, principales compuestos
fitoquimicos de los alimentos con efectos saludables (Vauzour et al., 2010; Quifiones et
al., 2012). Asi mismo se realizé una intervencidn nutricional para determinar si se podia
mejorar el patrén de consumo alimentario, de forma que siguiendo una Dieta

Mediterranea se incrementara la ingesta de polifenoles.

4.1.1 DETERMINACION DE INGESTA DE POLIFENOLES

4.1.1.1 SUJETOS

Para llevar a cabo este trabajo se eligieron 5 colegios del area metropolitana de
Granada del mismo nivel socioecondmico. Los estudiantes tenian entre 10 y 11 afios
(M=10,7£0,5) y participaron un total de 268 nifios de 328 posibles (81,7%),
concretamente 132 niflas y 136 nifos. La muestra fue aleatoria, los nifios estaban sanos
y no estaban recibiendo ningun tratamiento médico. Todos los sujetos participaron
voluntariamente de conformidad con la Declaracion de Helsinki en relacion con la
investigacion ética. El consentimiento informado se obtuvo también de todos los padres
de los ninos. Se obtuvo la aprobacién del estudio por parte del Comité de Bioética de la

Universidad de Granada (SA/11/AYU/246).

4.1.1.2 DISENO DEL ESTUDIO

Para evaluar la ingesta de alimentos se utilizaron dos tipos de cuestionarios
alimentarios, uno de frecuencia de consumo estandarizado y un registro de alimentos

de 24h de tres dias.

¢ Frecuencia-consumo

Es un método retrospectivo y cualitativo donde se evalla el consumo de alimentos
divididos por grupos durante un periodo determinado de tiempo (3-12 meses). Los

valores de alimentos vienen expresados en la cantidad estandar de racién, por lo que es
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semi-cuantitativo, aunque es contestado de forma facil y rapida. El cuestionario de
frecuencia-consumo fue validado previamente (de la Fuente-Arrillaga et al., 2010) y
estaba compuesto por 136 items de preguntas cerradas (Anexo |), identificando con qué
frecuencia consumian los niflos dichos alimentos a lo largo del Ultimo afio. Para cada
item se ofrecian 9 posibles respuestas: nunca o casi nunca, 1-3 veces al mes, una vez a
la semana, 2-4 veces a la semana, 5-6 veces a la semana, 1 vez al dia, 2-3 veces al dia, 4-

6 veces al dia 0 mas de 6 veces al dia.

e Recordatorio 24h

Tiene por objetivo conocer el consumo de alimentos del dia anterior de la persona
entrevistada, conociendo no sdlo las preparaciones consumidas sino cada ingrediente
gue la compone. En nuestro estudio el registro de alimentos de 24h fue completado
durante 3 dias consecutivos (dos dias entre semana y 1 dia de fin de semana). El
documento entregado a los padres para realizar el registro de 24 horas contenia
instrucciones, paginas para registrar alimentos consumidos durante cinco periodos de
tiempo (desayuno, media mafiana, almuerzo, merienda, cena) para cada dia (Anexo 1)

durante 3 dias.

Los cuestionarios, tanto de frecuencia-consumo como el registro de 24h, fueron
rellenados por los padres con la ayuda de los ninos, tomando nota de todos los
alimentos que consumian, tanto dentro como fuera del hogar. Los padres como los nifios
fueron instruidos en la estimacion de los tamanos y de las raciones de los alimentos que
se consumian y de las partes comestibles de los productos. Para facilitar el trabajo se les
proporciond informacidon de medidas caseras (tazas, cucharas, etc.) utilizadas ademas

de las medidas de peso en gramos (Anexo ).

e Evaluacion de la ingesta de polifenoles

Para determinar la cantidad de polifenoles de la dieta se elaboré una base de datos

a partir de la base Phenol Explorer 3.6 (http://phenol-explorer.eu), la cual contenia

informacién sobre mas de 500 tipos de polifenoles de 462 alimentos (Rothwell et al.,
2013). Para nuestro estudio preparamos una base de datos en Excel, a partir de los

recogidos en Phenol-Explorer, con los alimentos mds consumidos a nivel nacional. En
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esta base se clasificaron los alimentos en 8 grupos: hidratos de carbono o cereales (los
cuales engloban a los cereales y tubérculos como la patata y algunos procesados como
el pan), verduras, frutas, legumbres, frutos secos, aceites, bebidas (zumos de frutas,
café, té y bebidas alcohdlicas) y “otros” (chocolate, cacao, vinagre, especias, aceitunas,
entre otros). Los alimentos procesados como galletas, lasafia, pizzas, etc. fueron
desglosados por ingredientes para poder tener los datos mds cercanos y exactos
posibles, de forma que se pudiera cuantificar el aporte real de compuestos fendlicos que
estos alimentos procesados suponian en la dieta. A partir de dicha base de datos se
calcularon los mg miligramos de polifenoles que aportaba cada alimento (teniendo en
cuenta el gramaje consumido a partir de las raciones), se sumaron por comidas para
cada nifio y se agruparon por grupo de alimentos para luego realizar los cdlculos

pertinentes.
4.1.2 DETERMINACIONES ANALITICAS

4.1.2.1 PRODUCTOS QUIMICOS

El reactivo Folin-Ciocalteu y Fast Blue BB fueron de Sigma-Aldrich. Los demas

reactivos y disolventes fueron de calidad analitica (Sigma-Aldrich).

4.1.2.2 DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS EN ZUMOS

4.1.2.2.1 MUESTRA

Se analizaron 34 zumos citricos comerciales para cubrir las principales marcas
consumidas en Espafia: 23 zumos de naranja, 5 zumos de pomelo, 4 zumos de
mandarina y 2 zumos de limdén. Las muestras se obtuvieron de tres tiendas minoristas
diferentes y se almacenaron bajo refrigeracién o a temperatura ambiente (segun las
instrucciones del fabricante) durante un maximo de 3 dias antes del analisis. Se
realizaron al menos tres determinaciones para cada procedimiento en diferentes

muestras.
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4.1.2.2.2 DISENO DEL ESTUDIO

Los compuestos fendlicos totales en zumos de citricos se determinaron de acuerdo
con el método de Folin-Ciocalteu (Singleton and Rossi, 1965). De forma resumida, se
afadieron 30 pl de zumo a 15 pl del reactivo F-C, 190 pl de agua y 60 pl de carbonato de
sodio 10% en una placa de 96 pocillos de poliestireno transparente (Biogen Cientifica).
Entonces la mezcla se incubd 1h a 37°C, tomando lecturas cada 60 segundos a 765 nm
en un lector de microplacas FLUOStar Omega. La cuantificacion se llevd a cabo en la base
de la recta de calibracion de acido gdlico, utilizado como estandar externo. Los

resultados se expresaron en miligramos de acido gélico por litro de zumo.
4.1.2.3 DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS EN ORINA

4.1.2.3.1 SUJETOS

El andlisis de la excreciéon de compuestos fendlicos en orina se realizdé en todos
aquellos que completaron satisfactoriamente tanto el cuestionario de frecuencia de

consumo como el recuerdo de 24 horas.
4.1.2.3.2 DISENO DEL ESTUDIO

Para estudiar la correlacidn entre ingesta y excrecién de polifenoles totales se
tomoé una muestra de la primera orina de la mafana. Las muestras de orina se
acidificaron con HCl previo a su almacenamiento a -80°C. La determinacion de
compuestos fendlicos totales se llevd a cabo mediante dos métodos diferentes, el

método de Folin-Ciocalteu y el ensayo del reactivo de Fast Blue BB (Lester et al., 2012).

e Método Folin-Ciocalteu

La determinacion de compuestos fendlicos totales mediante el método Folin-
Ciocalteu se llevd a cabo siguiendo el método modificado descrito por Singleton y Rossi
(1965). En primer lugar, se purificé la muestra de orina usando cartuchos de extraccion
en fase solida (SPE) Waters Oasis HLB (60 mg), utiles para eliminar interferencias de la
matriz de la muestra, concentrar los polifenoles de interés y mejorar el rendimiento del

sistema analitico (Roura et al., 2006). La orina previamente acidificada permitié que los
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compuestos fendlicos se cargaran eléctricamente y fueran retenidos en el cartucho. Asi,
el cartucho se activé mediante la adicién de 1 ml de metanol y 3 ml de H0.
Posteriormente se cargd 1 ml de orina acidificada y el cartucho los compuestos
interferentes se lavaron con 2 ml de acido férmico 1.5 M y 2 ml de agua-metanol al 5%
(95:5). Finalmente, los compuestos fendlicos retenidos en el cartucho se eluyeron con 1
ml de acido férmico en metanol al 0.1%. En el caso de las muestras utilizadas sin

purificar, la orina se centrifugd durante 5 minutos a 9000 rpm a 5°C, previo a su analisis.

El ensayo de Folin-Ciocalteu (F-C) se realizé mezclando 30 ul de orina (purificada
o sin purificar) con 15 ul del reactivo F-C, 190 pl H,0 y 60 ul de carbonato sédico 10%
(para alcalinizar el medio de reaccién). A continuacién, la mezcla se incubd 1h en
oscuridad a temperatura ambiente, tomando lecturas de absorbancia cada 60 segundos
a una longitud de onda de 765 nm (Singleton y Rossi, 1965) durante 60 minutos en un
lector de placas FLUOStar Omega (BMG Labtech) con control de temperatura (37°C). La
cuantificacién de polifenoles se realiz6 mediante el método de calibracion por estandar
externo, utilizando el 4cido gdlico como estandar. Los resultados se expresaron como

mg 4cido gélico/g de creatinina.

e Método Fast Blue BB (FBBB)

Esta nueva determinacién de compuestos fendlicos totales se llevé a cabo
siguiendo el método descrito por Medina (2011) y adaptado para orina. Brevemente, se
tomaron 25 pl de orina y se diluyeron con 975 pl de agua. Posteriormente se afiadieron
0,1 ml del reactivo Fast Blue BB (preparado al 0,1% en agua y disuelto mediante
sonicacién durante 5 minutos), se agitd durante 30 segundos y se afiadieron 0,4 ml de
NaOH al 5%. Tras 90 minutos de incubacion a temperatura ambiente se midié la
absorbancia a 420 nm en un lector de placas FLUOStar Omega (BMG Labtech). La
cuantificacién de polifenoles se realizd mediante el método de calibracion por estandar
externo, utilizando el acido gdlico como estandar. Los resultados se expresaron como

mg acido galico/g de creatinina.
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4.1.2.4 DETERMINACION DE CREATININA EN ORINA

4.1.2.4.1 SUJETOS

Para la determinacion de creatinina en orina, los sujetos fueron los mismos que
para la excrecion de compuestos fendlicos en orina, todos los que completaron

satisfactoriamente ambos cuestionarios.
4.1.2.4.2 DISENO DEL ESTUDIO

Puesto que la determinacién de polifenoles excretados se realizé en muestras de
la primera orina de la mafana y no en orina total de 24 horas, fue necesario estandarizar
la diuresis utilizando el contenido de creatinina en orina (Roura et al., 2006), ya que, en
ausencia de enfermedad, las concentraciones de creatinina en suero y orina son
generalmente muy estables (Hodgson et al., 2004: Valianpour et al., 2004; Mir and
Serdaroglu, 2005; Yager et al., 2006). El analisis se realizd segun el método de Jaffe
(1886), método colorimétrico que consiste en la reaccidon de la creatinina con acido
picrico en medio alcalino, dando lugar a la formacién de un complejo de color rojizo a

una longitud de onda de 500 nm (Figura 22).
Figura 22. Determinacidn de creatinina por el método colorimétrico.

Solucién alcalina

Creatinina + acido picrico > complejo de 4cido
picrico-creatinina

De forma resumida, se afiadieron 40 pl de orina en un tubo de ensayo y se
mezclaron con 800 ul de solucién de acido picrico acuoso al 1% y 60 ul de hidréxido
sddico 0,01%. Tras agitacion en vortex, la mezcla se incubd en oscuridad durante 15
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se afadieron 3,1 ml de agua
destilada, midiendo la absorbancia a 500 nm en un espectrofotémetro Lambda 25

(Perkin Elmer).
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4.2 HIDROXIMETILFURFURAL (HMF)

Para evaluar los posibles efectos perjudiciales de la dieta de los escolares
granadinos se evalud la ingesta de HMF, compuesto generado durante el procesado
térmico de los alimentos con posible actividad mutagénica (Surh and Tannenbaum,
1994; Sommer et al., 2003). Para ello se realizaron dos tipos de estudio: un estudio
animal (ratones) donde se evalud la transformacién de HMF en SMF, su presencia en
plasma a partir del HMF contenido en la dieta y la determinacidn de la presencia de
aductos de SMF en ADN. Posteriormente se analizé la ingesta de HMF en los mismos
escolares del estudio sobre polifenoles, evaluando también la presencia plasmatica de

HMF, SMF y aductos de ADN (Pastoriza et al., 2017).

4.2.1 DETERMINACION DE HMF, SMF Y ADUCTOS DE ADN EN
ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se realizé un primer estudio con ratones con el fin de evaluar el metabolismo y
la distribucién de una dosis oral alta de HMF. Se aclimataron ratones FVB/N machos de
diez semanas de edad procedentes de Charles River Laboratories durante 21 dias antes
de su uso. Un grupo de 21 animales, después de un periodo de ayuno nocturno, recibié
una dosis oral (administrada mediante sonda nasogastrica) de 1500 mg HMF/kg peso
corporal en solucidn salina isoténica, correspondiente a un 48,8% de la DL50 (3.100
mg/kg pc) (Abraham et al., 2011). Como control se administrd a 3 ratones solucidn salina
isoténica sola y se sacrificaron en el tiempo 0. Asi mismo se sacrificaron tres ratones por
punto de tiempo mediante sobredosis de isoflurano a 30, 60, 90, 120, 150, 180 y 210
minutos. Se extrajo sangre por puncion cardiaca y se extrajo el higado y los rifiones. Se
obtuvieron muestras de plasma por centrifugacion de las muestras de sangre a 1715 g
durante 20 minutos a 4°C en tubos que contenian EDTA. A continuacion, el plasma, el
higado y los rifiones se congelaron inmediatamente con nitréogeno liquido y se

almacenaron a -80°C hasta su andlisis.

Se realizd un segundo estudio con ratones para evaluar el efecto del consumo a

largo plazo de una dosis alta de HMF sobre la presencia de SMF y sus principales aductos
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de ADN. Treinta ratones FVB/N machos de 10 semanas de edad procedentes de Charles
River Laboratories se aclimataron durante 21 dias antes de su uso. Los animales se
distribuyeron aleatoriamente en 3 grupos (10 ratones por grupo) y se alimentaron ad
libitum durante 28 dias con una dieta AIN-93M estdndar (Research Diets): Grupo
control: 7 mg/Kg de dieta (HMF procedente de la dieta); Grupo de dosis baja: 50 mg/Kg
de dieta (1,6% de DL50); Grupo de dosis alta: 300 mg HMF /kg de dieta (9,7% de DL50).
Las dietas de ambos grupos se suplementaron con HMF puro comercial (Abraham et al.,
2011). El dia 29, después de un periodo de ayuno nocturno los ratones se sacrificaron
por sobredosis de isoflurano y se extrajo sangre por puncién cardiaca. En este caso, el
plasma y los leucocitos se obtuvieron después de una centrifugacion con gradiente
diferencial en tubos Ficoll-Hypaque (GE Healthcare). Las muestras se almacenaron a -

80°C hasta su analisis.

Todos los procedimientos de gestion y experimentales llevados a cabo en este
estudio estuvieron estrictamente de acuerdo con la normativa europea vigente (86/609
E.E.C.) relativa a los animales de laboratorio. El Comité de Bioética de Experimentacion

Animal de nuestra institucion (Universidad de Granada) aprobé el protocolo de estudio.

4.2.2 DETERMINACION DE INGESTA DE HMF EN HUMANOS

4.2.2.1 SUJETOS

Los sujetos de estudio son los mismos nifios que los empleados en el apartado
anterior (268 estudiantes de 10 y 11 afios, M = 10,7 + 0,5) de cinco colegios del area
metropolitana de Granada. La muestra fue aleatoria, los nifios estaban sanos y no
estaban recibiendo ningin tratamiento médico. Todos los sujetos participaron
voluntariamente de conformidad con la Declaracion de Helsinki en relacion con la
investigacion ética. El consentimiento informado se obtuvo también de todos los padres
de los ninos. Se obtuvo la aprobacién del estudio por parte del Comité de Bioética de la

Universidad de Granada (SA/11/AYU/246).
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4.2.2.2 DISENO DEL ESTUDIO

Para evaluar la ingesta de HMF se utilizaron los mismos cuestionarios alimentarios
empleados para polifenoles, uno de frecuencia de consumo estandarizado y un registro

de alimentos de 24h de tres dias.

e Desarrollo de una base de datos de HMF y evaluacion de riesgos

Los datos sobre el contenido de HMF en los alimentos estan disponibles en Ila
literatura cientifica, asi como en la base de datos de AGEs de la Universidad Técnica de
Dresde (2016). Sin embargo, con el fin de disponer de los datos mas confiables posible
sobre los niveles de HMF en los alimentos y preparaciones culinarias consumidos por
nuestro colectivo y por lo tanto la mejor estimacién sobre el consumo de HMF,
decidimos realizar el analisis de HMF en nuestro laboratorio. De esta forma, se elabord
una base de datos sobre el contenido de HMF agrupando los datos obtenidos del analisis
de 297 alimentos que son sometidos a tratamiento térmico tanto en el hogar como
durante su procesado industrial. Los datos se dividieron en 10 grupos diferentes: carnes,
pescados y mariscos, huevos, lacteos, legumbres, cereales y derivados, tubérculos y

hortalizas, frutos secos, dulces y postres y bebidas (Anexo lll).

El calculo de la ingesta de HMF se realizd en base a los cuestionarios de la
frecuencia consumo y recuerdo de 24 horas, ya que este ultimo es mucho mdas exacto
sobre las cantidades de alimentos ingeridos que la frecuencia de consumo. La ingesta
de HMF se calculé multiplicando los datos de consumo de alimentos (en gramos) por la
concentracion promedio de HMF presente en cada producto. El uso de la concentracién
media de HMF en los cédlculos de la ingesta proporciona una estimacién realista y
adecuada de la exposicidn a largo plazo (FAO/WHO, 1997). La ingesta diaria total de
HMF se obtuvo entonces sumando las ingestas de todos los alimentos y expresadas en
mg HMF/dia. Ademas, se calculd la exposicion a HMF teniendo en cuenta el peso de

cada alumno, en ug HMF/kg peso corporal/dia.
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e Obtencidon de muestras bioldgicas

Tras completar los recuerdos de 24h, el lunes por la mafiana se obtuvo sangre
venosa de todos los participantes tras un periodo de ayuno de 8 horas. Las muestras se
almacenaron en la oscuridad en recipientes con hielo y se procesaron dentro de la hora
siguiente a la extraccidn. Se obtuvieron muestras de plasma por centrifugacion de las
muestras de sangre a 1715 g durante 20 minutos a 4°C. Los leucocitos se obtuvieron tras

centrifugacioén de la sangre con tubos Ficoll-Hypaque (GE Healthcare).

Asi mismo se recogié una muestra de orina de 24 horas, que englobaba desde la
primera orina del domingo por la mafana hasta la primera orina del lunes. Para
mantener la integridad de las muestras de orina, se afiadid acido bodrico (2 g
aproximadamente) a los recipientes de plastico (2000 ml) utilizado para el muestreo de
orina para prevenir el crecimiento bacteriano. El volumen total de orina se calculé antes

de dividir la muestra en alicuotas. Las muestras se almacenaron a -80°C hasta su andlisis.

4.2.3 DETERMINACIONES ANALITICAS

4.2.3.1 REACTIVOS

El HMFA se adquiri6 de Matrix Scientific y HMF de Fluka (Buchs, Suiza). El
[**Ns]dAdo marcado con isGtopo estable y el [*3Ci0,°Ns]dGuo procedian de Campro
Scientific. EI SMF, N6-FFM-dAdo, [*°*Ns]N6-FFM-dAdo, [3Cio,'5Ns]N>-FFM-dGuo y N2
FFM-dGuo se sintetizaron como se describe en los siguientes apartados (Monien et al.,
2009; Monien et al., 2012). El compuesto de la matriz utilizada para la obtencidn de
imagenes de espectrometria de masas (MSI) fue el 4cido a-ciano-4-hidroxicindmico, que
como los demas reactivos y enzimas utilizados para sintesis quimicas y reacciones
analiticas fueron de calidad analitica (Sigma-Aldrich). Asi mismo, todos los disolventes
fueron de calidad HPLC (Sigma-Aldrich). La purificacién del aducto de ADN se realizd con
columnas Oasis HLB (60 mg, Waters). Se obtuvo agua desionizada doblemente destilada

de un sistema Milli-Q (Millipore).
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4.2.3.2 SINTESIS DE SMF Y ADUCTOS DE ADN

Debe mencionarse que la sintesis en laboratorio de las moléculas SMF, N°-FFM-
dAdo y N?>-FFM-dGuo utilizadas en el presente ensayo de cuantificacion analitica fue
objeto de publicacién cientifica previa (Monien et al., 2012; Teubner et al., 2006),
aungue la sintesis quimica y la pureza de los compuestos se incluye en la informacién

suplementaria.
4.2.3.2.1 SINTESIS DE SMF

Se disolvieron 32 mg de HMF en 1 ml de tetrahidrofurano anhidro y se enfrié a
0°C. Posteriormente se afiadieron 0,65 ml de una solucion de tridéxido de azufre-piridina
(0,5 mmol) en N,N-dimetilformamida anhidra, siendo la mezcla agitada de nuevo a 0°C
durante 4 h. A continuacién, se anadieron 40 mg de metdxido de sodio en 0,35 ml de
metanol y la mezcla resultante se centrifugd. El sobrenadante se afiadid gota a gota a
80 ml de éter dietilico anhidro. Finalmente, el precipitado se filtrd, se lavé de nuevo tres
veces con éter dietilico anhidro y se secé al vacio. La sal sédica de SMF asi obtenida
mostroé los siguientes desplazamientos quimicos (1H NMR, 400 MHz, dimetilsulféxido-
d6): & [ppm] 9,63 (s, 1H, CHO), 7,54 (d, 1, H3, J34 = 3,6 Hz), 6,75 (d, 1, H4, Ja3 = 3,6 Hz),
4,83 (s, 2, -CH2-0). La pureza fue del 98,7% como se indica mediante analisis LC/UV-
MS/MS.

4.2.3.2.2 SINTESIS DE N¢-FFM-dAdo, N2-FFMdDGuo, [*Ns]N¢-FFM-dAdo, [*3C10,1°Ns]N;-
FFM-dGuo

Los aductos de ADN se obtuvieron haciendo reaccionar dAdo comercial, dGuo,
[*°*Ns]dAdo o [*3C10,°Ns]dGuo. De forma resumida, se suspendieron 120 mg de dAdo (o
dGuo) y 50 mg de SMF en 5 ml de tampdn fosfato de sodio (pH=7; 0,1M) y se agito
durante 24h a 37°C (en el caso de [*°Ns]dAdo o [*3C10,'°Ns]dGuo, se usaron 5,0 mg para
la reaccion). La mezcla se purificé usando un Prep LC 4000 (Waters) acoplado a un
detector PDA. Los compuestos se purificaron con una columna semipreparativa SunFire
C18 (5 um, Waters) usando un gradiente lineal a partir de 5% de metanol a 55% de
metanol en agua (v/v), caudal de 20 ml/min durante 20 minutos. Las fracciones que

contenian los compuestos de interés se unieron y se liofilizaron. Los cambios quimicos
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obtenidos para N°-FFM-dAdo (1H NMR, 500 MHz, dimetilsulféxido-d6) fueron los
siguientes: & [ppm] 9,50 (s, 1H, CHO), 8,49 (bs, 1H, N-H), 8,40 (s, 1H, H2), 8,24 (s, 1H,
H8), 7,45 (d, Jas= 1,6 Hz, 1H, H3""), 6,54 (d, 1H, H4"’), 6.35 (m, 1H, H1"), 5,32 (d, 1H, O-
H3"), 5,16 (m, 1H, O-H5"), 4,75 (bs, 2H, N-CH), 4,39 (m, 1H,H3)’, 3,89 (M, 1H, H4"), 3,62
(m, 1H, H5"), 3,52 (m, 1H, H5°*), 2,74 (m, 1H, H2’). Los cambios quimicos obtenidos para
Né-FFM-dGuo (1H NMR, 500 MHz, dimetilsulfoxido-d6) fueron los siguientes: & [ppm]
10,76 (s, 1H, H1), 9,53 (s, 1H, CHO), 7,92 (s, 1H, H8), 7,50 (d, J3.4= 3,54 Hz, 1H, H3"’), 7,10
(bs, 1H, N-H), 6,61 (d, Ja.4= 3,54 Hz, 1H, H4"*), 6,13 (m, 1H, H1’), 5,25 (d, 1H, O-H3’), 4,85
(m, 1H, O-H5), 4,61 (m, 2H, N-CH2), 4,32 (m, 1H, H3’), 3,80 (m, 1H, H4"’), 3,52 (m, 1H,
H5), 3,45(m, 1H, H5°*), 2,56 (m, 1H, H2"), 2,17 (m, 1H, H2"*). La pureza fue 99,2y 99,1%
para Né-FFM-dAdo y N?-FFM-dGuo, respectivamente, como se indica mediante analisis

LC/UV-MS/MS.

4.2.3.3 DETERMINACION DE HMF EN ALIMENTOS MEDIANTE HPLC

El andlisis de HMF en los alimentos se evalué mediante purificacion acuosa de
alimentos homogeneizados y se analizé mediante HPLC-UV en un equipo Accela 600
HPLC (Thermo Fisher Scientific) con el método desarrollado por nuestro grupo de
investigacion anteriormente (Rufidn-Henares et al., 2006). En los alimentos con
cantidades muy bajas de HMF la extraccién se realizé de la misma manera, pero el
andlisis fue realizado con el equipo de HPLC-MS/MS como en el caso de muestras de

plasma (Monien et al., 2009).
4.2.3.3.1 MUESTRAS

Se analizaron los alimentos que son sometidos a tratamiento térmico tanto en el
hogar como durante su procesado industrial. Para trabajar con mayor facilidad, los
numerosos alimentos analizados se agruparon en 10 categorias diferentes: carnes,
pescados y mariscos, huevos, lacteos, legumbres, cereales y derivados, tubérculos y

hortalizas, frutos secos, dulces y postres y bebidas (Anexo lll).

También se analizé el HMF presente en los mismos 34 zumos citricos que se usaron

para la determinacién de compuestos fendlicos. Las muestras se almacenaron durante
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un maximo de 3 dias antes del andlisis. Se realizaron al menos tres determinaciones para

cada muestra.

4.2.3.3.2 ALIMENTOS SOLIDOS

El andlisis de la concentracion de HMF en alimentos sélidos se realizd segun el
método de Rufidn-Henares et al. (2006). La muestra finalmente molida (500 mg) se
resuspendidé en 5 ml de agua desionizada en un tubo de centrifuga de 10 ml. El tubo se
agitd vigorosamente durante 1 minuto y se clarificé con 0,25 ml de cada una de las
soluciones de ferrocianuro de potasio (15%) y acetato de zinc (30%). La mezcla
resultante se centrifugd a 4500 g durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se recogid en
un matraz aforado de 10 ml y se realizaron dos extracciones adicionales utilizando 2 ml
de agua desionizada. Los sobrenadantes se mezclaron y el volumen se llevé hasta 10 ml
con agua desionizada y 1 ml se filtré (0,45 mm) en un vial de HPLC. La determinacién del
HMF se realizd con un HPLC. Los analisis para HMF, furfural y GIM se hicieron por HPLC
sobre la solucidn filtrada (0,45 mm). El sistema HPLC fue el Accela 600 (Thermo Fisher
Scientific) equipado con una bomba cuaternaria, un muestreador automatico
termostatizado a 4°C, un horno de columna termostatizado a 32°C y un detector de
diodo UV—vis (PDA). Los datos obtenidos se procesaron con el software Chromquest 5.0
de Thermo Fisher. La fase movil era una mezcla de acetonitrilo en agua (5% v/v)
suministrada a un caudal de 1 ml/min en condiciones isocraticas a través de la columna
analitica (Extrasyl-ODS2, 25 x 0,4 cm, tamafio de particula de 5 mm, Tecknokroma). El
detector se ajustd a 280 nm y se inyectaron 20 pl del extracto. El HMF se cuantificé

mediante el método de estandar externo en el intervalo 2-100, 1-20 y 1-50 mM.
4.2.3.3.3 ALIMENTOS LIQUIDOS

La determinacion de HMF en alimentos liquidos se realizéd con el método de
Rufian-Henares et al. (2006). Brevemente, se clarificd la muestra liquida homogeneizada
(4ml) con 0,5 ml de cada una de las soluciones de ferrocianuro de potasio (15%) y
acetato de zinc (30%). Después de agitar vigorosamente durante 20 s, la mezcla
resultante se centrifugd a 4500 g durante 10 min a 4°C. El procedimiento se realizé por

dos veces mas con 2 ml de agua. El sobrenadante obtenido tras la centrifugacion se
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recogio, se llevd a 10 ml y se filtré (0,45 um) en un vial de HPLC. El analisis de HMF se

realizé de igual forma que en el caso de muestras sdlidas.

4.2.3.4 ANALISIS MEDIANTE LC-MS/MS DE HMF, HMFA, SMF, N°-FFM-
dAdo AND N2-FFM-dGuo EN MUESTRAS BIOLOGICAS

4.2.3.4.1 ANALISIS DE HMF

El analisis de HMF en el plasma y los tejidos se realizé tras derivatizacién con DNPH
(dinitrofenilhidrazina) y deteccion MS/MS con el método desarrollado por Monien et al.
(2009). En resumen, se determind la cantidad de HMF en higado y riflones de ratones
con el sobrenadante obtenido tras homogeneizaciéon del tejido con una mezcla de
metanol-agua (10:90), sonicacidon durante 5 minutos y centrifugacion (15000 g durante
20 min a 4°C). Después se mezclaron 10 pl de plasma o extracto liquido de tejidos con
10 ul de DNPH (20 mM en 1 M acido clorhidrico/acetonitrilo, 1:3). La mezcla se incubé
a 37°C durante 60 minutos, se neutralizé con 6 pul de KOH (0,5 M en agua/etanol, 1:1) y
se diluyd con 74 pl de agua. A continuacién, se centrifugaron las muestras y se analizé
el derivado HMF-DNPH presente en el sobrenadante usando un UPLC Waters XEVO TQ-
S equipado con una columna UPLC BEH Phenyl (1,7 um, 2,1 mm x 100 mm, Waters). Tras
inyectar 5 pl de muestra, se llevd a cabo el analisis con un gradiente de disolvente a
partir de 80:20 agua/acetonitrilo hasta 30:70 agua/acetonitrilo durante 4,5 min,
suministrado a un flujo de 0,35 ml/min. Tanto el agua como el acetonitrilo se acidificaron

con acido acético y acido férmico, respectivamente.

Los parametros MS fueron los siguientes: fuente de electrospray a 115°C;
temperatura de desolvatacion de 450°C; gas nitrégeno de desolvatacién suministrado a
un caudal de 850 I/h; gas nitrogeno para el cono suministrado a un caudal de 50 I/h y el
gas de colision fue el argdn (5 x 10" 3 mbar). La deteccién del derivado HMF-DNPH se
realizdé con una fuente de electrospray que funciond en modo positivo. La
descomposicion de HMF-DNPH en el anhidrido de 5-(hidroximetil)furano-2-carbonitrilo
se utilizd para la cuantificacion (307,2->106,1) y se utilizé la deshidratacién de HMF-
DNPH (307,2->289,2) como idn cualificador. Para obtener estos iones, las energias de

colision fueron 5y 25 eV, respectivamente. El tiempo de permanencia se ajusté a 100
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ms vy el voltaje capilar se ajusté a 3,7 kV. Se analizaron muestras de plasma de ratones
control adicionadas con HMF a diferentes concentraciones, obteniéndose una
recuperacion superior al 99% y una regresion de r>=0,9978 en el intervalo entre 0,0001

y 300 uM.
4.2.3.4.2 ANALISIS DE HMFA

El andlisis de HMFA se realizé por medio de UPLC-UV con el método de Jobstl et
al. (2010). Brevemente, se colocd orina o plasma (200 pl), respectivamente, en un
Eppendorf de 1,5 ml y se centrifugd a 15000 g durante 15 min/4°C. El sobrenadante se
diluyé 1:1 con agua y se analizé en un UPLC Accela 600 (Thermo Fisher Scientific). La
columna analitica fue una Hypersil ODS C18 (3 um, 2,1 mm x 100 mm, Thermo Scientific)
y la fase movil (metanol-agua 5:95 con 5 mM sulfato de tetrametilamonio como agente
de par idnico) se suministrd isocraticamente a 1 ml/min. La deteccién de HMFA se
realizé a 255 nm. Se analizaron muestras de orina y plasma de ratones adicionadas de
HMFA a diferentes concentraciones, obteniéndose una recuperacion mayor de 98,7% vy

una regresion de r?=0,9964 en el intervalo entre 0,5y 200 umol/I.
4.2.3.4.3 ANALISIS DE SMF

El analisis de SMF en plasma y tejidos se realizé con la deteccion de MS/MS tras
extraccién (en el caso de los tejidos) y la calibracién externa con el SMF sintetizado. Se
diluyeron 10 pl de plasma o extracto (obtenido como en el caso de HMF) con 30 pl de 2-
propanol frio, se mezclé y se centrifugd a 15000 g durante 15 minutos/4°C. El
sobrenadante se analizd directamente con el mismo equipo utilizado para el andlisis de
HMEF. Sin embargo, la fuente de electrospray se utilizéd esta vez en modo de iones
negativos. Se inyectaron 5 pl de muestra y se eluyeron con acetato de amonio/metanol

10 mM (95:5) a un caudal de 0,35 ml/min.

Los parametros MS fueron los siguientes: fuente de electrospray a 125°C;
temperatura de solvatacion de 510°C; gas nitrégeno de desolvatacion suministrado a un
caudal de 850 I/h; gas nitrogeno de cono suministrado a un caudal de 100 I/h y el gas de
colision fue de argdn (5 x 10°3 mbar). EI SMF se detectd a través de la disociacion de SMF

del radical i6n sulfato (204,9-96,0) y el ién sulfonato protonado (204,9-81,0). Para
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obtener estos iones, las energias de colisiéon fueron 18 y 22 eV, respectivamente; el
tiempo de permanencia se ajusté a 100 ms y el voltaje capilar se ajusté a 0,35 kV. Se
analizaron muestras de plasma de ratones control y nifios adicionadas con HMF a
diferentes concentraciones, obteniéndose una recuperacion de 96,8% y una regresion

de r?=0,9917 en el intervalo entre 0,01 nM y 10 puM.

4.2.3.5 ANALISIS DE N°-FFM-dAdo Y N’-FFM-dGuo

El andlisis de aductos SMF-ADN se realizd con la deteccion de MS/MS tras
digestion del ADN vy calibracion externa con el N°-FFM-dAdo y N?-FFM-dGuo
sintetizados, utilizando [*°Ns]Né-FFM-dAdo y [*3Ci0,°Ns]N?-FFM-dGuo como patrones

internos para calcular la recuperacion.
4.2.3.5.1. EXTRACCION/DIGESTION DE ADN

El ADN se extrajo de leucocitos recién obtenidos de ratones/nifios tras

centrifugacién en gradiente Ficoll-Paque. Brevemente, 1 ml de sangre recolectada con
EDTA se diluyd en 1 ml de solucidon salina (kit comercial de GE Healthcare). A
continuacion, se afiadieron 2 ml de Ficoll-Paque (densidad 1,084 g/ml) y la mezcla se
centrifugd a 400 g durante 40 min/20°C. La capa de plasma superior se usé para analisis
de HMF, SMF y HMFA mientras que la capa de leucocitos se transfirido a un tubo de

centrifuga estéril usando una pipeta estéril.

El aislamiento del ADN se realizé de la siguiente manera: se afiadieron 3 ml de

solucion salina y se centrifugaron a 400 g durante 10 min/20°C. Tras retirar el
sobrenadante, el sedimento de leucocitos se resuspendid en 1 ml de tampdn de lisis (kit
de extraccion de ADN de Roche), se agitd en voértex, se mezcld con la solucion de
precipitacion de proteinas y se centrifugd a 12.000 g durante 10 min/20°C.
Posteriormente, el sobrenadante se transfiridé a un tubo estéril y se afladié 1 ml de etanol
absoluto. Tras mezclar suavemente, el tubo se centrifugd a 875 g durante 10 min/20°C.
Se elimind el etanol absoluto y se afiadid 1 ml de etanol frio (70%), mezclando
suavemente las hebras de ADN, que se precipitaron tras una centrifugacién adecuada a
875 g durante 10 min/20°C. Después de la eliminacién del sobrenadante, el ADN se

redisolvié en 1 ml de tampdn Tris-EDTA (pH=8,0). La concentracion de ADN se determiné
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a partir de la absorbancia a 260 nm usando un espectrofotémetro NanoDrop 1000

(Thermo Fisher Scientific).

La digestidn-purificacion de ADN se realizé de la siguiente manera: se afladieron

50 pg de ADN con 190 fmol de [*°Ns]N°-FFM-dAdo, 530 fmol [*3C10,°Ns]N?>-FFM-dGuo y
se desecd a presién reducida con un Speed-Vac. El residuo se redisolvié con CaCl; en
agua (280 ul, 50 mM) y succinato sédico (80 pul, 100 mM a pH 6,0). A continuacion, se
afiadieron 120 pl de fosfodiesterasa de bazo de ternera (2,2 mU/ul) y nucleasa
microcdcica (110 mU/ul), siendo la muestra digerida a 37°C durante 8 h. Posteriormente
se afladieron 192 pl de Tris (0,5 M, pH=11) y 15 pl de fosfatasa alcalina (1 U/pl), después
de la incubacién durante 14 h. El ADN digerido se diluyé con 700 ul de agua y se
centrifugd a 15.000 g durante 15 min/4°C. Los aductos SMF-ADN fueron concentrados
mediante cartuchos de extraccion en fase solida Oasis HLB (60 mg, Waters) tal y como
describe Monien et al. (2012). En primer lugar, los cartuchos se acondicionaron con 3 ml
de metanol y 3 ml de agua. A continuacién, el ADN digerido se cargd y se lavd con 3 ml
de agua/metanol (95:5). Los aductos de ADN se eluyeron con 3 ml de metanol. Después
de la evaporacién de metanol bajo presién reducida (Speed-Vac), el residuo se redisolvid
con 20 pl de agua/metanol (25:75) y finalmente se centrifugé a 15.000 g durante 15
min/4°C.

4.2.3.5.2. ANALISIS MS/MS

Tras la digestidn y purificacion del ADN, el extracto que contiene aductos SMF-
ADN se analizé directamente con el mismo equipo utilizado para el andlisis de HMF y
SMF. Esta vez la columna analitica era una columna HSS T3 (1,8 um, 2,1 mm x 100 mm,
Waters). Los disolventes utilizados fueron agua (disolvente A) y acetonitrilo (disolvente
B) acidificado con acidos acético y férmico (0,25% de cada uno). Se inyectaron 10 pl de
extracto, con una fase maévil inicial compuesta de 98% de disolvente A suministrado a
0,35 ml/min. Los aductos se separaron después con un gradiente de 10 minutos hasta

un 85% de disolvente A.

Los parametros MS fueron los siguientes: fuente de electrospray a 110°C;
temperatura de desolvatacion de 450°C; gas nitrégeno de desolvatacidén suministrado a

un caudal de 850 I/h; gas nitrégeno de cono suministrado a un caudal de 50 I/h y el gas
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de colision fue el argén (5 x 103 mbar). La deteccidn de los aductos de ADN-SMF se
realizé con una fuente de electrospray que funcionaba en modo positivo. Se utilizé la
pérdida neutra del anillo de furanosa para la cuantificacién (360,1->244,1 para Né-FFM-
dAdo, 376,1->260,1 para N>-FFM-dGuo) y se utilizé la fragmentacién en el catién 5-
metilfurfural como ion de calificacién (m/z=109,0). Para obtener estos iones, en el caso
de N°-FFM-dAdo las energias de colisién fueron 15y 33 eV, respectivamente; el tiempo
de permanencia se ajusté a 100 ms y el voltaje capilar se fijo a 2,0 kV. En el caso de N?-
FFM-dGuo, las energias de colisién fueron 10y 35 eV, respectivamente. La cuantificacion
se realizé mediante dilucién isotépica utilizando como cuantificacién la pérdida neutra
del resto 2-desoxirribosilo (365,1-249,0 para [**Ns]N°-FFM-dAdo; 391,1->270,1 para
[*3C10,°Ns]N?-FFM-dGuo) vy la disociacién del cation 5-metilfurfural como ion de
calificacién (365,1->109,0 para [*>Ns]N-FFM-dAdo; 391,1->109,0 para [*3C1o,*°Ns]N?-
FFM-dGuo).

4.2.3.6 ANALISIS DE IMAGENES MEDIANTE MALDI ACOPLADO A
ESPECTROMETRIA DE MASAS (MALDI-MSI)

4.2.3.6.1 PREPARACION DE LA MUESTRA

Se utilizaron soluciones de HMF y SMF en MeOH:H,0 (10:90) a una concentracién
de 0,1 mg/ml para determinar las propiedades de ionizacién en MALDI. Para ello se
depositd una gota de cada compuesto sobre una placa MALDI y se dejaron secar en una
campana de extraccion. Tras el secado se depositd 1 pl de una solucidn de acido a-ciano-
4-hidroxicinamico (CHCA, Sigma-Aldrich) a una concentracién de 3,5 mg/ml en
acetonitrilo al 50% (AcN)/0,1% acido trifluoroacético 0,1% (TFA). La solucidon matriz de
CHCA se dejé secar en campana de extraccion y el proceso se repitié 9 veces mas
(depdsito total de matriz de 10 ul) Las muestras de higado y rifidon de los ratones se
cortaron a un espesor de 10 um usando un criostato a -20°C (Leica CM1950) y se
recogieron en portaobjetos (25x75x1 mm Superfrost Ultra Plus, Thermo Scientific). La
solucién de matriz CHCA a una concentracion de 7,5 mg/ml (en AcN al 50%/TFA al 0,1%)
se pulverizd luego 10 veces sobre la superficie del tejido usando un aerdgrafo (Aztek

A470, Testor Corp.).

87



Material y métodos

4.2.3.6.2 ANALISIS DE IMAGENES POR ESPECTROMETRIA DE MASAS

La adquisicion mediante MALDI-MS se realizd6 en un espectrometro de masas
MALDI LTQ Orbitrap XL de alta resoluciéon (Thermo Fisher Scientific) usando un método
que empleaba cinco disparos laser a 15 W en modo full scan. El control automatico de
ganancia fue desactivado. La superficie del tejido se muestreé en modo meandro a 100
- 150 um de distancia entre cada posicién. Los analisis full scan se realizaron en un rango
de masas de m/z 50 a 500 en el Orbitrap a una resoluciéon de 60.000 (en m/z 400) en
polaridad positiva para HMF y en polaridad negativa para andlisis de SMF. Los espectros
de masas en tandem se recogieron en la trampa de iones lineales utilizando un rango de
aislamiento de 2 Da y una energia de colisién del 40% normalizada con 0,25 Q en el

rango de masa de 50-300 Da.

Tras la adquisicion de datos, los archivos en bruto se abrieron utilizando el
software ImageQuest™ (Thermo Fisher Scientific) y se extrajeron las masas precursoras
de HMF (m/z 126,055) y SMF (m/z 204,980) asi como las masas de sus fragmentos con
una tolerancia de masas de 0,001y 0,1 amu, respectivamente, mostrando su localizacién
dentro de las secciones de tejido. Se tomaron capturas de pantalla de la distribucién de

iones precursores y sus fragmentos normalizados sobre el TIC.
4.3 ESTADISTICA

Todos los analisis se realizaron por triplicado. La normalidad de los datos
obtenidos se analizé utilizando el test de Kolmogorov-Smirnov con la correccion de
Lillieforts. Se determinaron los valores medios de todos los datos, asi como sus
desviaciones estandar. La significacidn estadistica entre grupos (para ensayos animales
y humanos) se evalué mediante la t-Student, seguida del test de Duncan para comparar
las medias que mostraron diferencias estadisticamente significativas (P<0,05). La
relacidn entre distintas variables se realizé mediante la correlacidn de Pearson a un nivel
de confianza del 95%. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software

estadistico Statgraphics Centurion XVI (2009).
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5.1. POLIFENOLES

5.1.1. DETERMINACIONES ANALITICAS

5.1.1.1. DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS EN ALIMENTOS

Para la determinacién de la cantidad de compuestos fendlicos en los alimentos se

elabord una base de datos a partir de la base Phenol Explorer 3.6 (http://phenol-

explorer.eu), la cual contiene informacién sobre mas de 500 tipos de polifenoles de 462
alimentos (Rothwell et al., 2013). Para nuestro estudio se prepard una base de datos en
Excel, a partir de los datos recogidos en Phenol-Explorer, con los alimentos mas
consumidos a nivel nacional, obteniendo una tabla que podemos encontrar en el Anexo

V.

e Determinacion de compuestos fendlicos en zumos citricos

Los zumos de frutas son una gran fuente de compuestos antioxidantes en la dieta
debido a su alta concentracién de acido ascorbico, carotenoides y/o polifenoles (Stella
et al., 2011). Basandonos en el alto consumo de zumos citricos en Espafia, se decidié
realizar un ensayo para determinar la concentraciéon de compuestos fendlicos presentes
en los zumos de citricos (naranja, mandarina, pomelo y limdn), ya que apenas existian
referencias sobre compuestos fendlicos en dicho tipo de zumos. En las tablas 5 y 6 se
muestran los resultados obtenidos para el contenido de polifenoles en zumos citricos
comerciales y recién exprimidos, ya que los resultados de capacidad antioxidante no
formaban parte, en un principio, de la presente tesis doctoral. Los polifenoles totales
oscilaron en zumos comerciales entre 108 a 587 mg de acido galico/l para las muestras
J2 y S1 (zumos de naranja), respectivamente, y aumentaron de forma estadisticamente
significativa (P<0,05) de la siguiente forma: pomelo = limdn < naranja < mandarina. Los
valores obtenidos para los zumos de mandarina inferiores a los reportados por Alvarez
et al. (2012), pero los encontrados para los zumos de naranja estan en linea con los
indicados anteriormente por otros autores (Mullen et al., 2007). Los valores del pomelo
fueron similares a los encontrados por Igual et al. (2010) y los de zumos de limén

inferiores a los descritos por Khosa et al. (2011).
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Tabla 5. Contenido de polifenoles (mg acido gélico/l) de zumos citricos comerciales?.

Zumo Cddigo Polifenoles
Pomelo C12 128
Cco6 172
G4 235
H8 274
T2 237
Media 209 + 58.3°
Limén CO7 228
D6 324
Media 276 £ 67.9%
Mandarina C5 360
C11 562
D4 389
D5 435
Media 437 + 89.2°
Naranja C1 213
C2 360
C13 193
C14 500
C22 329
D1 412
D2 402
D3 365
G3 486
H3 231
H13 450
12 108
J5 465
J9 283
K6 431
M4 379
P1 327
P3 443
S1 587
T1 205
T4 495
Z1 443
Z2 453
Media 372 +121°

! Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).
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Tabla 6. Contenido de polifenoles (mg acido galico/l) de zumos citricos recién

exprimidos’.
Zumo Polifenoles
Pomelo 409 + 62°
Limén 314 +53P
Mandarina 203 + 32¢
Naranja 224 + 39¢

! Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).

En cuanto a la cantidad de fenoles totales en zumos recién exprimidos, el zumo de
pomelo natural fue el que mostré mds polifenoles y, sin embargo, los zumos de
mandarina y naranja fueron los que presentaron menos polifenoles (P<0,05), seguidos
del zumo de limén. Comparados con los zumos comerciales, los zumos naturales, de
naranja y mandarina, tuvieron un contenido inferior que el de los comerciales (P<0,05),
mientras que el contenido de polifenoles del zumo de pomelo natural fue superior al de
las muestras comerciales. En el caso de los zumos de naranja y mandarina, la menor
cantidad de fenoles puede explicarse teniendo en cuenta que sélo se utilizaron dos
piezas de fruta para preparar el zumo casero. Ademads, se encontré una mayor
variabilidad en zumos comerciales. Finalmente, el grado de madurez (generalmente
bajo, en las frutas utilizadas para elaborar zumos comerciales) también podria jugar un

papel importante en el contenido de polifenoles.
5.1.1.2 DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS EN ORINA

En la actualidad, el andlisis de la excrecion de compuestos fendlicos totales se
realiza siguiendo el método de Folin-Ciocalteu previa purificacién de la orina mediante
extraccidn en fase sélida, de forma que se eliminen los compuestos que interfieren en
la determinacién. En nuestro trabajo decidimos utilizar una nueva técnica, Fast Blue BB,
gue tuviera un menor coste econdmico y que se pudiera realizar de forma mas rapida.

¢ Idoneidad de la extraccion en fase sélida

Se utilizé el método FBBB para determinar la cantidad de polifenoles excretados
en orina ya que se ha demostrado en alimentos como una mejor opcién analitica para
determinar el contenido de fenoles (Medina, 2011; Lester et al., 2012; Palombini et al.,
2016). De esta forma, la etapa de purificacion mediante extraccion en fase sdlida (etapa

con un coste elevado en tiempo y dinero) necesaria para el método Folin-Ciocalteu (F-
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C) se podria evitar. La tabla 7 muestra los resultados obtenidos con los métodos FBBB y
F-C para una orina control y la misma muestra, adicionada de una cantidad conocida de
acido galico 10 mM. Como se puede observar, mediante el método Folin-Ciocalteu la
absorbancia de la muestra sin purificar era mucho mayor que la muestra analizada con
el método FBBB. Asi mismo, el analisis de la muestra de orina adicionada de acido galico
10 mM didé lugar a un incremento estadisticamente significativo (P<0,05) de la
absorbancia en el caso del método FBBB y de 0,3 unidades para el método F-C. Cuando
se realizé la purificacién mediante extracciéon en fase sélida de la orina control, la
absorbancia obtenida fue estadisticamente similar (P>0,05) a la obtenida sin dicha
purificaciéon para el método FBBB. Sin embargo, en el método F-C la absorbancia
descendié hasta 0,329 (P<0,05), demostrando de forma clara la presencia de
compuestos interferentes en la orina, tal y como comentaron Roura et al. (2006).
Cuando la orina se adicioné de acido galico, ambos métodos dieron lugar a absorbancias
similares. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P>0,05) con el
método FBBB tanto para la muestra purificada como sin purificar. Por tanto, queda claro
gue en el caso del método F-C es necesaria una etapa previa de purificacién mediante
extraccién en fase sdlida para eliminar compuestos interferentes, mientras que el
método FBBB permite la determinacién de polifenoles y sus metabolitos en orina sin

interaccidn con otros compuestos.

Tabla 7. Comparacion efecto Folin-Ciocalteu vs. FBBB.

Muestra Purificacion Absorbancia Absorbancia
SPE Folin-Ciocalteu FBBB

Blanco No 0.006 £ 0.002° 0.002 £ 0.001°
Orina No 1.122 +0.031°P 0.354 +0.008°
Orina + Galico 10 mM No 1.435 +0.042°¢ 0.466 + 0.010°¢
Blanco Si 0.008 + 0.001° 0.001 + 0.001°
Orina Si 0.349 + 0.009¢ 0.369 + 0.009°
Orina + Galico 10 mM Si 0.456 £ 0.001¢ 0.477 £ 0.011¢
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e Parametros analiticos del método

Tras observar que el método FBBB, comparado con el método Folin-Ciocalteu, era
mas util para determinar la excrecién de compuestos fendlicos totales, en nuestra
intervencion nutricional, se procedio a validar analiticamente la bondad del método.

e Linealidad

Se utilizdé una bateria de soluciones de acido galico con concentraciones que
oscilaron entre los 0,1 y los 50 mg/l preparadas en agua destilada. El método FBBB
mostrd una linealidad excelente (r?=0,9997) en el rango de concentracién estudiado.
Cuando las soluciones de patrén se adicionaron a la orina control, el rango lineal alcanzé
los 40 mg/l de &cido galico adicionado (r?=0,9994) ya que, a partir de dicha

concentracion, el rango lineal desaparecid por un exceso de absorbancia.

e Recuperacién

Por recuperaciéon de analitos en un ensayo se entiende la respuesta del detector
ante una adicién o extraccion de analito de la matriz, en comparacidn con su respuesta
ante la concentracién real del estandar de referencia verdadero. Para que un método
sea de utilidad no es necesario que la recuperacion del analito sea del 100%, pero el
grado de recuperacidn debe ser estable (con cualquier tipo de concentracidn analizada),
precisay reproducible. La recuperacion se ensayé analizando la muestra de orina control
adicionada de concentraciones crecientes de acido galico (Tabla 8). La recuperacién
media de polifenoles fue de 96,4 + 3,6%, en el rango de 10-55 pg acido galico/ml, ya que
las concentraciones mayores de 55 pug acido galico/ml dieron lugar a recuperaciones

menores (=76%) ya que se alcanzé el rango no-lineal del método.
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Tabla 8. Recuperacion del método FBBB en orina.

Muestra Agua Orina Galico Galico Abs Conc. Teorica Conc. Real Diferencia %
(ul) (ul) (ul) (ug) (ug/ml) (ng/ml)
Orina sola 975 25 0 0 0,202 13,3 13,3 0,0 99,9
Orina + galico 925 25 50 5 0,242 18,3 16,0 2,3 87,2
Orina + galico 915 25 60 6 0,284 19,3 18,8 0,5 97,2
Orina + gélico 905 25 70 7 0,298 20,3 19,7 0,6 97,0
Orina + galico 895 25 80 8 0,335 21,3 22,2 -0,9 104,0
Orina + galico 885 25 90 9 0,360 22,3 23,8 -1,5 106,8
Orina + galico 875 25 100 10 0,358 23,3 23,7 -0,4 101,7
Orina + galico 775 25 200 20 0,490 33,3 32,5 0,8 97,6
Orina + gélico 675 25 300 30 0,658 43,3 43,7 -0,4 100,9
Orina + galico 575 25 400 40 0,736 53,3 48,9 4,4 91,7
Orina + galico 475 25 500 50 0,728 63,3 48,4 14,9 76,4
Media 96,4%
S.D. 3,6
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e Precision

La precision del método analitico describe la cercania (grado de dispersion o
repetibilidad) entre una serie de medidas obtenidas de multiples repeticiones de una
muestra bajo las condiciones de analisis establecidas (Milena G, 2005). Asi, la
repetibilidad refleja la precision de un método, cuando se desarrolla bajo las mismas
condiciones, utilizando la misma muestra, analizada por el mismo analista, en el mismo
laboratorio, con los mismos equipos y reactivos y durante una misma sesion de trabajo
en un periodo corto. El parametro estadistico que caracteriza a este estudio es la
desviacidn estandar o preferiblemente el coeficiente de variacién (desviacién estandar
relativa). Este parametro permite evaluar la incertidumbre en la estimacién de la media,
es decir, el error aleatorio que se corresponde con la dispersion de los datos alrededor
de la media (Castillo-Aguilar, 1996). Para su evaluacién, se prepararon 4 muestras de
orina de diferentes nifios, por triplicado, y se determinaron cada una 7 veces mediante
el método FBBB. Para el ensayo de precision intra-dia se realizaron diversas medidas de
una misma muestra (Tabla 9) mientras que la precision inter-dia se realizé analizando
las muestras en dos dias distintos (Tabla 10). Para la precisidn intra-dia se obtuvo un
coeficiente de variaciéon de 6,13% correspondiente a 4 muestras de orina diferentes, lo
cual indica reproducibilidad bajo las condiciones establecidas de andlisis. En el caso de
la precision inter-dia, el coeficiente de variacién fue de 1,86% para 2 muestras de orina
distintas analizadas en 2 dias no consecutivos. Estos resultados son similares a los
encontrados por Roura et al. (2006) para el método F-C con purificacién previa mediante

extraccion en fase sdlida.

Tabla 9. Precision intra-dia.

Muestra n Promedio Varianza Precision Minimo Maximo
(%)
1 7 0,184 0,0084 4,58 0,174 0,200
2 7 0,213 0,0145 6,83 0,203 0,230
3 7 0,241 0,0206 8,57 0,224 0,264
4 7 0,224 0,0101 4,53 0,213 0,233
Media 6,13 %
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Tabla 10. Precision inter-dia.

Muestra Dia N Promedio Varianza  Precision Minimo Maximo
(%)
1 1 7 0,213 0,0068 3,19 0,208 0,221
2 7 0,217 0,0037 1,74 0,215 0,222
2 1 7 0,170 0,0026 1,56 0,168 0,173
2 7 0,165 0,0015 0,93 0,164 0,167
Media 1,86 %

5.1.2. DETERMINACION DE INGESTA DE POLIFENOLES EN ESCOLARES

Los alimentos de origen vegetal forman parte de la base de |la Dieta Mediterranea,
siendo los polifenoles parte de los compuestos bioactivos presentes en dichos
alimentos. En la actualidad se reconocen los beneficios en la salud que reporta un
consumo adecuado de alimentos ricos en polifenoles, habiéndose estudiado la ingesta
diaria y excrecién urinaria en poblacidn adulta. Sin embargo, no se conoce la ingesta que
existe de dichos compuestos en la poblacidn infantil, donde el consumo de alimentos

vegetales puede ser, en algunos casos, muy baja.
e Ingesta de compuestos fendlicos totales

Tras analizar los cuestionarios, tanto el de frecuencia de consumo como el de
registro de 24h de los nifios objeto de estudio, se obtuvieron los siguientes resultados.
El andlisis de los datos obtenidos en el cuestionario frecuencia-consumo puso de
manifiesto que la media de la ingesta de polifenoles diaria fue de 2079 + 654 mg.
Estudios actuales estiman la ingesta diaria entre 2590 y 3016 mg
polifenoles/persona/dia para poblacion adulta, incluyendo polifenoles extraibles e
hidrolizables (Saura-Calixto et al., 2006), datos en consonancia con los encontrados en
nuestro estudio. Con el registro 24h, se determiné una ingesta media de compuestos
fenodlicos de 1155 + 774.5 mg. Segun el estudio de Tresserra et al. (2013) la ingesta media
de polifenoles totales diarios en poblacién adulta fue de 820 + 323mg, resultados muy
similares a los nuestros. Asi mismo habria que resaltar que en dicho trabajo se utilizo

como base de datos de referencia Phenol Explorer.
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e Ingesta de compuestos fendlicos semanal y por comidas
Para este punto se utilizaron los datos obtenidos del recordatorio 24h. Asi, si se
divide el consumo diario de polifenoles por tomas, se puede observar (Figura 23) cdmo
el almuerzo es la toma mas importante en lo que a ingesta de compuestos polifenoles
se refiere, siendo la media de 607 + 328 mg. La toma de media maiiana fue la que mas
fluctud, puesto que proporcionalmente es la que mas desviacion estandar presentd,

siendo la ingesta de 266 + 512 mg.

Figura 23. Proporcidn de la ingesta total de polifenoles por toma.
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Si se compara la ingesta de polifenoles a lo largo de la semana, se observa (Figura
24) que la ingesta que se realiza entre semana (1348 * 1666 mg) es practicamente el
doble que la ingesta del fin de semana (768 + 1105 mg). Tras analizar los registros de
24h se observé como, durante el fin de semana, se incrementa el consumo de fritos y
alimentos precocinados, chocolate y otros alimentos, a la vez de que se reduce el

consumo de alimentos, como las legumbres y frutas (Figura 25).
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Figura 24. Ingesta semanal de polifenoles.
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En cuanto al reparto por tomas, y como se ha mencionado anteriormente, el
almuerzo es la principal fuente de compuestos fendlicos en la dieta, tanto entre semana
como durante el fin de semana. Sin embargo, mientras que entre semana el almuerzo
es la principal fuente de polifenoles (Figura 25), durante el fin de semana (Figura 26) la
importancia del almuerzo disminuye y se incrementa la del desayuno y la de media

mafiana, las cuales duplican su aporte respecto al de los dias entre semana.

Figura 25. Proporcién de la ingesta semanal de polifenoles por toma.
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Figura 26. Proporcidn de la ingesta de fin de semana de polifenoles por toma.
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¢ Ingesta de compuestos fendlicos por grupo de alimentos

En funcién de si se utiliza el registro de frecuencia de consumo o el de 24h para
determinar qué grupo de alimentos aporta una mayor concentracion de compuestos
fendlicos, podemos obtener algunas pequeiias diferencias y que pueden deberse a que
en el cuestionario frecuencia de consumo se determinan los alimentos consumidos en
todo un afio y en el recordatorio 24h solo se determinan los alimentos consumidos en 3

dias y por tanto dependera de la dieta que llevaran esos dias.

En cuanto al recordatorio de 24h, la ingesta media de polifenoles por grupo de
alimentos (Figura 27) muestra que las legumbres son el principal grupo de alimentos
gue aporta una elevada cantidad de polifenoles. A pesar de que su consumo es bastante
escaso, es el grupo de alimentos que presenta en su composicidn las cantidades mas
elevadas de compuestos fendlicos. Frutas y cereales son los otros dos grandes grupos
cuyo aporte de compuestos fendlicos es importante en la dieta. Segun Tresserra et al.
(2013), el consumo de aceite de oliva y los frutos secos son el factor diferenciador en el
perfil fendlico de la poblacidén espanola en comparacidn con otros paises, aunque como
principales fuentes dietéticas también destacan las frutas. En nuestro estudio, el aporte

de frutos secos y aceite de oliva es escaso, aunque si lo juntamos con las frutas
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estariamos hablando de un aporte de un 23% del total de la ingesta de compuestos

fendlicos.

Figura 27. Polifenoles por grupo de alimentos a partir del recordatorio de 24h.
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Si se analiza la ingesta de alimentos a partir del cuestionario de frecuencia-
consumo, los grupos de alimentos que mas polifenoles aportan a la dieta son las
legumbres y la fruta, en torno al 31 y 32% del total de la ingesta, respectivamente. El
grupo “otros” (11% del total) completa los grupos que suponen la mayor parte de los
compuestos fendlicos ingeridos por la dieta (Figura 28). Un estudio actual evalud la
ingesta de compuestos fendlicos proporcionados por el consumo de fruta fresca en la
dieta de la poblacién portuguesa (Pinto et al., 2013), siendo esta de unos 784 + 32 mg,
haciendo referencia a la importancia de dicho aporte para una dieta saludable, sobre
todo si su consumo es de forma natural. En el presente estudio, la ingesta diaria de este
grupo de alimentos supone el 32% (670 + 51 mg/dia). Al igual que lo obtenido con el
recordatorio de 24h, el aporte de frutos secos y aceite de oliva es escaso, aunque si lo
juntamos con las frutas estariamos hablando de un aporte de un 38% del total de la

ingesta de compuestos fendlicos.
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Figura 28. Promedio de polifenoles por grupo de alimentos a partir de la frecuencia de

consumo.
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De los alimentos que mds compuestos fendlicos aportan a la dieta de los escolares
cabria destacar aquéllos que se consumen mas frecuentemente, como son las lentejas
(dentro del grupo de las legumbres). En la figura 29 se describe la aportacion de diversos
alimentos individuales dentro de cada grupo. En el grupo de los frutos secos, las
almendras/avellanas y pistachos tuvieron un aporte similar. Dentro del grupo de las
bebidas, el zumo de naranja envasado fue la fuente de mayor aporte, al igual que el
cacao en polvo y el chocolate en el grupo “otros”. Por otro lado, el aceite de oliva virgen
extra (AOVE) fue claramente el aceite mas consumido. Las naranjas y las mandarinas
fueron las frutas que mds polifenoles aportaron en el grupo de frutas, al igual que el pan

blanco dentro del grupo de los cereales y las judias verdes en el grupo de las hortalizas.
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Figura 29. Total de polifenoles aportados segun alimento y grupo de alimentos.
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e Ingesta de compuestos fendlicos diferenciadas por género

Para determinar la ingesta de compuestos fendlicos segin género, aunque se

analizaron los datos de ambos cuestionarios, se utilizaron los datos obtenidos a partir

del recordatorio de 24h, ya que cuando se analizan los datos en frecuencia de consumo,

los resultados obtenidos son muy parecidos.

La ingesta total de polifenoles (Figura 30) de las nifias fue ligeramente superior a

la de los nifios, siendo el consumo un 6,4% mayor que la media del consumo total. Los

ninos consumieron un 7% menos de la media, mientras que las nifias ingirieron un 12,5%
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mas compuestos fendlicos respecto a los nifios. Durante el fin de semana el consumo de
polifenoles descendié para ambos sexos, siendo llamativos los datos que demuestran
que, el consumo de compuestos fendlicos en nifias, tanto en fin de semana como en
dias entre semana, es mayor de forma estadisticamente significativa (P<0,05) que el de
los nifios. Una mayor preocupacion acerca de su dieta en el caso de las niiias, por estar
en la pre-adolescencia, podria dar lugar a una alimentacién mads sana a lo largo de toda
la semana. Esto explicaria por qué la ingesta media de las nifias es superior a la de los

ninos.
Figura 30. Ingesta de polifenoles por género.
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Para evaluar en qué comidas se producen las mayores diferencias en ingesta de
compuestos fendlicos a lo largo de la semana, se analizaron los datos por separados en
comidas y género (Figura 31). Como se puede observar, es en el tramo de media mafiana
y en la recena donde se encuentran mas diferencias entre ambos sexos. Asi, las nifias
ingirieron un 65% mas de compuesto fendlicos en estas comidas que los nifios. Esto es
debido a un mayor consumo de chocolate por parte de las nifias que los nifios. El otro
dato a destacar es que los nifios ingieren ligeramente mas polifenoles que las nifias en
la recena, como consecuencia de un mayor consumo de frutas y batidos de cacao que

las nifas en esta toma.
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Figura 31. Ingesta de compuestos fendlicos diferenciada por tomas y género a lo largo

de la semana.
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Las diferencias que se observaron entre el grupo de las nifias y el de nifos se deben
principalmente al bajo aporte de legumbres y verduras durante el fin de semana (Figura
32). Durante la semana destaca que la principal fuente de alimentos que proporciona
un aumento en la ingesta de compuestos fendlicos en las nifias respecto a los nifios sigue
siendo las legumbres, aunque a excepcidon de frutos secos y bebidas, en el resto de grupo
de alimentos ambos sexos estan equiparados a lo que aporte de polifenoles se refiere.
Las nifias también tienen un mayor aporte del grupo “otros” principalmente por el

consumo de chocolate, el cual es una buena fuente de compuestos fendlicos.
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Figura 32. Ingesta por sexo y grupo de alimentos.
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e Actualidad

En la actualidad no existen unas ingestas diarias de referencia (DRIs) para los
compuestos fendlicos. Lo mds parecido a unas DRIs que existen hoy en dia son las
recomendaciones de varios programas como “5 al dia”. Este programa promueve el
consumo de 5 raciones de frutas y/o verduras al dia. Asi, una persona que consumiera 5
raciones al dia podria tomar 500 mg de polifenoles diarios. El consumo de cacao, té o
café podrian facilmente incrementar esta ingesta hasta los 1000 mg/dia (Williamson,
2008). Sin embargo, los alimentos procesados también pueden contener diferentes

cantidades y ayudarian a incrementar la ingesta diaria de polifenoles.
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5.1.3. EFECTO DE UNA INTERVENCION NUTRICIONAL SOBRE LA
INGESTA DE POLIFENOLES EN ESCOLARES

El grupo de escolares estudiado se sometié a una intervencién nutricional para
mejorar su adhesion a la Dieta Mediterrdnea a través de un programa de educacién
nutricional donde se ensefiaba, tanto a padres como nifios, cdmo realizar una
alimentacion mas sana y adaptada a dicha Dieta Mediterranea. Los resultados de dicha
intervencion (Muros et al., 2015) mostraron que la intervencion fue efectiva, ya que los
nifios participantes en el estudio no sélo mejoraron sus habitos alimentarios, sino que
sus parametros bioquimicos (colesterol total, HDL, LDL triglicéridos) y capacidad
antioxidante plasmatica mejoraron significativamente. Teniendo en cuenta la presencia
elevada de compuestos fendlicos en los alimentos de origen vegetal y la relacidén descrita
en bibliografia entre ingesta de compuestos fendlicos y mejora de la capacidad
antioxidante plasmatica y diversos pardmetros relacionados con la salud cardiovascular
(niveles de colesterol y triglicéridos plasmaticos), se procedid a evaluar el efecto de
dicha intervencion sobre la ingesta de compuestos fendlicos. Asi mismo, también se
estudid si la excrecién de compuestos fendlicos urinaria se correlacionaba con suingesta
y si podia utilizarse como herramienta para seguir los cambios en los habitos

alimentarios de los escolares.

e Comparacion de ingesta de polifenoles pre y post-intervencion

En primer lugar, se analizé la ingesta de polifenoles previo a la intervencién
nutricional del grupo control y del grupo intervencion. Como no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (P>0,05) los grupos tenian una ingesta

homogénea de compuestos fendlicos a nivel de pre-test.

La comparacién entre la ingesta media de polifenoles totales en el grupo
intervencion, antes y después de las sesiones de educacidon nutricional, mostré un
incremento estadisticamente significativo (P=0,00000002) en el consumo de
compuestos fendlicos, tal y como se muestra en el diagrama de cajas y bigotes (Figura
33). Asi, la ingesta de polifenoles totales se incrementé en un 20,5% pasando de

2031 + 180 a 2448 + 215 mg acido galico/dia. Esto se debid al seguimiento de una dieta
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de estilo mas mediterraneo, incrementando de forma estadisticamente significativa

(P>0,05) el consumo diario de frutas, hortalizas y cereales (Tabla 11).

Figura 33. Efecto de la educacién nutricional en el grupo intervencion.
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Tabla 11. Evolucion de la ingesta de polifenoles en el grupo intervencién.

Grupo de Ingesta de polifenoles pre- Ingesta de polifenoles post-
alimentos intervencion intervencién
(mg/dia) (mg/dia)

Aceites 13 19
Bebidas 106 59
Cereales 142 304
Frutas 372 523
Frutos secos 142 304
Legumbres 876 853
Otros 332 108
Verduras 142 278

Para poder afirmar que el incremento medio en la ingesta de polifenoles totales
se debid al efecto de la intervencién y no a otra causa desconocida, se analizdé también
su evolucion temporal en el grupo control. Como se puede observar en la figura 34, no

se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P>0,05), lo que indica que las
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diferencias pre-test y post-test encontradas en el grupo intervencién se debieron a la

educacion nutricional recibida y no a la evolucién temporal.

Figura 34. Evolucion temporal sin intervencion.

4000

3000

2000

1000

=]
[=)
[=)
g
_
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
-
I

T
Polifenaoles. Totales PRE Polifenoles Totales POST

o Relacidn entre ingesta y excrecion de compuestos fendlicos

Llegados a este punto, se determind la excrecién de compuestos fendlicos en el
grupo control, asi como en el grupo intervencion, analizando su presencia en orina
mediante el método Fast Blue BB puesto a punto previamente (Medina, 2011) y
expresando los resultados como mg de acido galico/g creatinina segun la técnica
descrita por Roura et al. (2006). Se compararon los resultados obtenidos tanto en el
grupo control como en grupo con intervencién, antes y después de recibir educacion
nutricional. Como se puede apreciar en la figura 35A, en el grupo que recibié educacién
nutricional se produjo un incremento estadisticamente significativo (P=0,000000005),
pasando de una excrecién media de 180 * 65 a 215 + 52 mg 4cido galico/g creatinina.

Este rango de excrecidn de compuestos fendlicos es similar al encontrado por Hussein
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et al. (2009) y Zamora-Ros et al. (2011) en poblaciones de niflos-adolescentes y ancianos,
respectivamente. Destacar que los analisis de excrecién de polifenoles en dichos
estudios se realizaron mediante el método Folin-Ciocalteu modificado por Roura et al.
(2006) para incluir una etapa de purificacién mediante extraccién en fase sdlida, lo que
confirma que el método desarrollado por nosotros (Fast Blue BB) es un método valido
para realizar dicha determinacion. Destacar que Hussein et al. (2009) encontraron un
incremento en la excrecion de polifenoles urinarios (en una poblaciéon egipcia de 7-14
afios) desde 90 + 9 mg acido gélico/g creatinina a 287 + 64 mg acido galico/g creatinina,
tras una intervencion nutricional durante 7 dias que incluia la suplementacion dietética
con zumo de tomate. El incremento encontrado por dichos autores estd dentro del

rango encontrado en nuestra intervencion nutricional.

Por otro lado, los resultados obtenidos en grupo control (figura 35B) no mostraron
cambios estadisticamente significativos (P>0,05), lo que confirma que el incremento en
la excrecidon de compuestos fendlicos en el grupo intervencion se debe al efecto de la

intervencién nutricional y no al mero paso del tiempo.

Figura 35. Efecto de la educaciéon nutricional sobre la excrecidon de compuestos

fendlicos.
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Finalmente, para determinar si existe relacién entre los datos de ingesta de
polifenoles totales (aportados por el cuestionario de frecuencia de consumo) y la
excrecion de compuestos fendlicos (obtenidos a partir del andlisis de la orina) se realizd
un analisis de correlacion lineal de Pearson. Como se puede observar, existe una
correlacién muy alta (r=0,94) entre la ingesta de compuestos fendlicos totales y su
excrecion urinaria pre-intervencién (Figura 36) y post-intervencion (Figura 37). Esto
indica que la determinacion de compuestos fendlicos en orina puede ser una
herramienta muy util para asegurar la ingesta de compuestos fendlicos que muestran
los cuestionarios de frecuencia de consumo, a la vez que permitiria evaluar el
seguimiento de cualquier intervencidén nutricional (régimen hipocaldrico para pérdida
de peso o mejora general del patrén dietético) que suponga un consumo elevado de

alimentos de origen vegetal.

Figura 36. Correlacidn entre ingesta y excrecién de polifenoles pre-intervencién.
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Figura 37. Correlacion entre ingesta y excrecion de polifenoles post-intervencion.
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5.2. HIDROXIMETILFURFURAL

5.2.1. DETERMINACIONES ANALITICAS

5.2.1.1. DETERMINACION DE HMF EN ALIMENTOS

Tras elaborar la base de datos con el consumo de alimentos por parte de los
sujetos objeto de estudio a partir de los cuestionarios rellenados (recordatorio de 24h y
frecuencia de consumo), se determinaron qué alimentos fueron los mds consumidos por
la poblacién escolar. Posteriormente se analizaron en el laboratorio dichos alimentos
para evaluar la concentracién de HMF presente en cada uno de ellos (Pastoriza et al.,
2017). Esta determinacion se llevo a cabo siguiendo el método desarrollado por nuestro
grupo de investigacion anteriormente (Rufidn-Henares et al., 2006). Los datos obtenidos

se encuentran en la Tabla 12.

Tabla 12. Concentracién de HMF en los principales alimentos consumidos por la

poblacién escolar.

Grupo Alimentos Alimentos Contenido SD n
HMF
Carne Lomo de cerdo (a la parrilla) 0,66 0,16 3
Lomo de cerdo (hervido + salsa) 36,43 3,19 2
Estofado de ternera <LOQ 0,00 2
Pollo (horneado) <LOQ 0,00 3
Pollo hervido <LOQ 0,00 3
Lomo de cerdo empanado 11,65 1,38 3
Hamburguesa 28,85 597 3
Salami 0,04 0,02 3
Jamon cocido 0,05 0,04 3
Salchichas 0,12 0,03 3
Albdndigas 3,58 0,89 2
Pescados y mariscos Merluza (plancha) 0,16 0,08 3
Merluza empanada 1,62 0,35 3
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Calamares rebozados 0,13 0,02 3
Boquerones (fritos) 0,71 0,16 2
Boquerones en vinagre <LOQ 0,00 2
Atun (en lata) 0,06 0,03 3
Mejillones (en lata) 0,10 0,02 2
Huevos Frito <LOQ 0,00 3
Cocido <LOQ 0,00 3
Productos lacteos Leche entera (UHT) 0,04 0,02 3
Leche semidesnatada (UHT) 0,06 004 4
Leche desnatada (UHT) 0,08 0,04 3
Leche entera (pasteurizada) 0,14 0,08 4
Yogur desnatado 0,06 0,02 3
Yogur entero 0,12 0,04 3
Leche condensada 132,60 28,92 2
Batido de chocolate 1,34 0,46 3
Flan de huevo 14,32 1,98 3
Flan de vainilla 13,07 1,53 3
Natillas 2,25 1,02 3
Helado crocanti 0,88 0,45 3
Helado de cucurucho de caramelo 30,79 9,41 4
Tarrina helado de chocolate 9,03 4,35 2
Helado de cucurucho de chocolate 16,92 798 3
Tarrina helado de fresa 4,39 2,21 3
Helado de cucurucho de fresa 12,22 4,65 3
Queso en loncha 0,07 0,03 3
Legumbres Lentejas (cocidas) 0,10 0,04 2
Garbanzos (cocidas) 0,28 0,09 2
Alubias (cocidas) <LOQ 0,00 2
Cereales Pan blanco 26,93 9,57 4
Pan integral 20,18 6,98 4
Pan de centeno 4,80 1,32 3
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Pan de molde blanco 11,80 3,86 4
Pan de molde integral 8,70 3,54 3
Pan tostado 33,11 11,05 3
Galletas 14,40 468 5
Galletas integrals 34,10 16,53 4
Cookies 12,37 5,92 5
Cereales de desayuno 36,24 11,03 4
Cereales de desayuno (chocolate) 28,68 12,09 3
Cereales de desayuno integrales 35,76 13,29 4
Magdalenas 2,80 1,18 4
Donuts 0,08 0,04 2
Espaguetis 0,62 0,19 3
Espaguetis con salsa bolofiesa 1,35 0,23 2
Lasafia (con carne y tomate) 8,69 399 3
Pizza 8,79 328 3
Tallarines 1,10 0,26 3
Croquetas (fritas) 28,62 10,04 2
Empanadillas (tomate) 17,91 9,87 3
Churros 19,50 9,36 3
Snack de maiz 3,98 1,09 3
Palomitas de maiz 24,60 11,19 2
Paella 21,00 10,94 2
Sopa de arroz 3,57 1,25 2
Tubérculos y Vegetales Patatas fritas 1,06 0,24 3
Patatas fritas (chips) 0,24 0,09 4
Patata (cocida) 0,04 0,01 3
Tortilla de patatas 0,20 0,11 2
Puré instantdneo de patatas 35,00 18,03 3
Salsa de tomate 27,02 16,48 4
Ketchup 0,03 0,01 3
Aceitunas 8,49 1,89 3
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Frutos secos Almendras 3,26 089 4
Avellanas 8,70 2,38 4
Cacahuetes 0,44 0,16 4
Pistachos 0,65 0,25 4
Pipas de girasol 0,80 031 4
Dulces y Postres Mermeladas 13,27 3,29 3
Frutas en conserva 2,51 0,78 2
Melocotdn (almibar) 5,80 2,35 3
Miel 4,80 201 3
Chocolate 93,74 39,84 5
Cacao en polvo 1,31 0,98 2
Azucar 0,04 0,01 2
Crema cacao 1,87 0,46 2
Caramelos 28,27 13,28 4
Gominolas 6,77 2,11 4
Bebidas Refrescos (coca cola) 134,38 39,87 3
Refrescos (naranja y limén) 26,43 13,27 3
Cerveza 6,40 2,94 4
Café 2433,00 567,82 5
Zumos de frutas (procesados) 4,87 2,75 2
Vinagre (vino) 3,72 1,18 2
Vinagre (balsamico) 963,99 365,39 3

2 Contenido de HMF expresado en mg/| para alimentos liquidos y mg/kg para alimentos sélidos.

LOQ: Limite de cuantificacion

e Determinacion de HMF en zumos citricos

Los consumidores exigen zumos de frutas seguros y de alta calidad, con sabor y

color similar al de los recién preparados y con un minimo de conservantes quimicos

(Corté et al., 2008). Varios métodos de procesado se utilizan en la industria alimentaria

para preservar la calidad nutricional y sensorial de los zumos. Entre estos métodos, el

tratamiento térmico prolonga la vida util, inactivando microorganismos y enzimas

(Quitao-Texeira et al., 2009). El procesado térmico conduce a la formacion de HMF, que
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se correlaciona con la alteracion del olor fresco, por la pérdida de compuestos
aromaticos y la formacidon de aromas perjudiciales (Arena et al., 2001). Debido al
elevado consumo de zumos citricos por la poblacion escolar estudiada (y la poblacién
espanola, en general) y por las pocas referencias bibliograficas existentes sobre ellos, se
decidid determinar el contenido de HMF y furfural en los zumos citricos a los que se les

habia medido previamente el contenido de polifenoles totales.

Los resultados obtenidos para HMF y furfural se muestran en la Tabla 13. En el
caso del HMF, los valores de zumos individuales oscilaron entre no detectado hasta 16,4
mg/l. Cuando los zumos se agruparon por tipos, los valores medios oscilaron entre 0,57
y 2,22 mg/l para zumos de mandarina y limén, respectivamente. Estos valores son
similares a los descritos por otros autores para el zumo de naranja (Rober et al., 2001;
Roig et al., 1999), de mandarina (lbarz et al., 2011) y pomelo (Roig et al., 1999). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (P>0.05) entre los grupos
ensayados. En el caso del furfural, los valores de zumos individuales oscilaron entre no
detectado hasta 4,27 mg/I, mientras que los valores de los grupos estudiados oscilaron
entre 0,60 y 1,58 mg/| para los zumos de mandarina y limén, respectivamente. Al igual
gue con el HMF, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos (P>0.05). Se encontraron algunos valores atipicos para HMF y furfural (muestra
C22 para HMF y muestras C22 y S1 para furfural). La alta cantidad de estos compuestos,
especialmente en la muestra C22, podria estar relacionada con un intenso proceso de
esterilizacion o con un almacenamiento inadecuado, lo que incrementaria

concentraciéon de estos subproductos (Roig et al., 1999).
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Tabla 13. Contenido de HMF y furfural (mg/l) de zumos citricos comerciales®.

Zumo Caddigo HMF Furfural

Pomelo C12 4,30 0,43
CO6 0,66 1,27
G4 0,76 0,20
H8 1,54 0,35
T2 ND?! ND

Media 1,45 + 1,68° 0,75 +0,71°
Limén Co7 2,90 2,67
D6 1,55 0,49

Media 2,22 +0,96° 1,58 + 1,54°
Mandarina C5 0,18 0,13
Ci11 1,77 1,96
D4 0,07 0,11
D5 0,27 0,19

Media 0,57 + 0,80° 0,60 + 0,91°
Naranja C1 0,31 0,90
C2 0,37 1,04
C13 2,42 1,18
Cl4 1,39 1,56
C22 16,40 4,27
D1 0,12 0,70
D2 0,11 0,93
D3 0,11 0,91
G3 0,30 0,16
H3 0,43 0,86
H13 0,04 0,13
12 2,22 0,46
J5 0,39 0,51
J9 0,26 0,80
K6 0,33 0,79
M4 ND ND
P1 0,14 0,95
P3 0,09 0,91
S1 2,43 3,09
T1 0,02 0,73
T4 ND ND
Z1 0,08 ND
Z2 0,12 ND

Media 1,22 + 3,39° 0,91 + 0,99

Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05).
ND = No detectado.
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La Tabla 14 muestra las diferencias encontradas en el contenido de HMF y furfural
en zumos de naranja comerciales dependiendo de las condiciones de almacenamiento
(refrigerado vs. no refrigerado) y tipo de zumo (zumo vs. néctar). Como era de esperar,
los zumos de naranja no refrigerados presentaron valores mas altos de HMF (P<0,05)
que los refrigerados, pero niveles similares de furfural. Esto podria estar relacionado con
los diferentes tratamientos térmicos utilizados durante la produccién de zumo de
naranja (pasteurizacion para zumos refrigerados y esterilizacion UHT para zumos no
refrigeradas) lo que conlleva un mayor dafio térmico en aquellos esterilizados mediante
UHT. El tipo de zumo no tuvo ningun efecto sobre los niveles de HMF o furfural, lo cual
es un resultado légico si se tiene en cuenta que la Unica diferencia en su composicion es

la adicidn de azucar a los néctares.

Tabla 14. Andlisis estadistico de los diferentes zumos de naranja comerciales

agrupados por condiciones de almacenamiento y tipo de zumo®.

Indicador Refrigerado No refrigerado Zumo Néctar
HMF 0.34+0.45° 1.69+0.94° 0.53+0.81° 0.55+0.83°
Furfural 0.87+0.43° 0.93+0.80°? 0.7210.47° 0.47+0.36°

!Diferentes letras entre refrigerado-no refrigerado y entre zumo-néctar indican diferencias
estadisticamente significativas P<0,05. HMF y furfural expresados en mg/I.

El HMF se considera un buen indicador de un exceso de temperatura de procesado
y/o tiempo de almacenamiento, pero también tiene implicaciones nutricionales. El HMF
se metaboliza en SMF, que tiene actividad mutagénica y nefrotdxica (Glatt and Sommer,
2006; Nadiya et al., 2009). Teniendo en cuenta la ingesta media de zumo de naranja en
Espafia en el afio 2013 (3,1 I/habitante/afio) y el contenido medio de HMF de los zumos
de naranja (1,22 mg/l), la ingesta diaria de HMF es de 8,5 g, lo que significa un 0,1% de
la ingesta total de HMF para la poblacion espafiola (Rufidn-Henares and de la Cueva,
2008). Sin embargo, esta ingesta puede aumentar a 138 pg en aquellos consumidores
que beban el zumo muestra C22 (zumo de naranja). Se trata de una estimacién media
para la poblacién espafiola, pero debe utilizarse la racién (200 ml) para conocer la
contribucién real en un consumidor. Asi, la ingesta se encontraria en 244 ug de HMF, lo
que representa el 2,44% de la ingesta diaria (10 mg/dia). Sin embargo, esta contribucion

puede llegar a 3240 pg (32% de la ingesta diaria) en el caso de la muestra C22. Por lo

121



Resultados y discusién

tanto, el consumo de zumos de citricos debe tenerse en cuenta en futuros estudios

centrados en la ingesta de HMF a nivel de poblacién/individuo.

5.2.1.2 DETERMINACION DE HMF Y SMF EN ANIMALES DE
EXPERIMENTACION

El HMF es conocido por ser bioactivado en SMF, un metabolito fuertemente
genotoéxico (Surh and Tannenbaum, 1994; Sommer, et al., 2003). Dicha metabolizacién
es realizada por los enzimas SULT (sulfotransferasas), enzimas desintoxicantes
expresadas en diferentes dérganos y especialmente en el tracto gastrointestinal
(Delgado-Andrade et al., 2007; Bakhiya, et al., 2009). Asi mismo, el SMF es nefrotéxico
por su acumulacion en el rifidn a través de la reabsorcién en los tubulos proximales
mediada por los transportadores OAT1 y OAT3 (Zaitzev et al., 1975). Por lo tanto, se
puede plantear la hipdtesis de que, a lo largo del proceso digestivo, el HMF no sélo se
absorbe, sino que también podria ser metabolizado a SMF en el lumen del tracto
gastrointestinal y el higado. Asi mismo, el SMF no se excretaria correctamente debido a
la reabsorcién renal, dando lugar a concentraciones de SMF elevadas, lo que
incrementarian las posibilidades de que dicho metabolito reaccionara con el ADN vy las

proteinas.
5.2.1.2.1 ENSAYO DE INGESTA AGUDA DE HMF

Los ensayos con animales que se han llevado a cabo por otros autores (Monien et
al., 2009) se realizaron con ratones, con el fin de evaluar la tasa de conversion
metabdlica de HMF a SMF tras inyeccidon intravenosa de una concentracion elevada de
HMEF. En nuestro primer ensayo se pretendid evaluar la conversién real de HMF en SMF
tras administracidon oral aguda, ya que el HMF puede convertirse en SMF a nivel
intestinal y hepatico, aunque al mismo tiempo puede reaccionar directamente con

macromoléculas bioldgicas antes de alcanzar la circulacién plasmatica.

La dieta de control AIN-93M suministrada a los ratones del ensayo mostro niveles
de HMF de 7,9 mg/Kg. Asi, los ratones control mostraron una concentracion plasmatica
de HMF de 0,07 nM, mientras que no se detecté HMF o SMF ni en higado ni en rifiones,

probablemente debido a su eliminacidn tras el periodo de ayuno nocturno. Como se
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observa en la Figura 38A, niveles bajos de HMF fueron detectados por LC-MS/MS en
plasma sélo 30 minutos después de la ingestidn, alcanzando un pico a los 90 minutos, y
luego disminuyeron de nuevo a la concentracién determinada tras los primeros 30
minutos. Los niveles de HMF en el higado aumentaron mds rapidamente (Figura 38B),
alcanzando la concentracion maxima sélo 60 minutos tras de la ingestion de HMF,
mientras que el pico maximo de HMF en el rifidn se alcanzé después de 120 minutos
(Figura 38C). Por lo tanto, teniendo en cuenta la secuencia temporal, esta claro que HMF
es rapidamente absorbido y parcialmente metabolizado en el higado, luego se vierte al
torrente sanguineo y finalmente se excreta a través de los rifiones. El HMF se transformé
facilmente en SMF después de la sobrecarga oral de HMF, ya que el SMF fue detectado
en plasma después de 30 minutos tras la ingestion del HMF (Figura 38A). El
comportamiento de SMF fue similar al del HMF en plasma (Figura 38A), higado (Figura
38B) y rifiones (Figura 38C), aunque los niveles detectados fueron 100 veces menores
qgue los de HMF en higado o rifiones y 1000 veces menor en plasma. Esta observacién
refleja que son muy bajas las cantidades de HMF las que se convierten en SMF, pero aun
asi es potencialmente peligroso. Los niveles encontrados para HMF y SMF estan en linea
con los descritos por Monien et al. en 2009, lo que indica que a partir de una alta carga
oral de HMF se produce la transformacién en SMF, como en el caso de la inyeccién
intravenosa, pero de forma mas sostenida en el tiempo. Ademas, la tendencia similar de
HMF y SMF presente en plasma o tejidos podria indicar que la administracion oral de
HMF no satura el sistema de sulfo-conjugacién, como en el caso de la inyeccién en bolo
(Monien et al., 2009). Estos hallazgos sugieren la idea de que la ingestidn oral diaria de

HMF podria generar un nivel basal permanente de SMF.
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Figura 38. Analisis mediante LC-MS/MS del contenido de HMF y SMF en plasma (A),

higado (B) y rifién (C) de ratones tratados con HMF oral.
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El siguiente objetivo planteado consistié en determinar la distribucion espacial de
HMF y SMF en el higado y los tejidos renales por medio de MALDI-MSI. En primer lugar,
estudiamos las propiedades de ionizacién de ambos compuestos por MALDI-MSI. Para
ello depositamos soluciones patréon de dichos compuestos en la placa MALDI y se evalué
la ionizacién del HMF y SMF en modo positivo y negativo, respectivamente. El analisis
de masa exacta con el analizador de masas Orbitrap sefialé las masas exactas del HMF y
SMF a m/z 126,055 y 204,980, respectivamente (los mismos precursores también se
observaron en la formacion de imagenes de tejido como se muestra en las Figuras 39A-
B y 40A-B, respectivamente). Los patrones de fragmentacién se determinaron en la
trampa de iones lineales tras colisién en la cdmara de CID con un 40% de energia de
colisién normalizada (valor que todavia permitia la deteccion de los iones precursores
en los espectros MS/MS resultantes). Los iones fragmentos caracteristicos del HMF y
SMF (Figuras 39C y 39D) se detectaron como m/z 98,1, 81,1 y m/z 125,1, 96,0 (radical
de iones sulfato SO4) y 81,0 (i6n HSOs-sulfonato). Los andlisis de imagen MALDI-MSI
iniciales revelaron que los niveles de HMF y SMF en el higado de ratones tras la
administracion de HMF oral estaban por debajo del limite de deteccidn (Figura 41B) que
puede ser tipicamente al menos un orden de magnitud menor que el medido
directamente por MALDI (Figuras 41C-E y 42A-E). Sin embargo, la deposicion manual de
0,5 ul de soluciones de compuesto (0,1 mg/ml) permitié la demostraciéon de iones
precursores y fragmentos de HMF y SMF en la superficie del tejido hepatico (Figuras
41C-E y 42A-E), demostrando que ambos compuestos pueden ser analizados en los
tejidos si estdn presenten en concentraciones elevadas, pero a bajas concentraciones la

supresion idnica del tejido impide su visualizacion.
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Figura 39. Deteccién de HMF en modo de iones positivos en
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Figura 40. Deteccidon de SMF en modo de iones negativos en la placa MALDI (A y B) y en la seccién de tejido hepatico (Cy D).
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Figura 41. (A) Distribucion de un ién seleccionado (m/z 124,999) en el higado de los
ratones que estaba uniformemente distribuido sobre la seccién de tejido, mientras que
el ién precursor de HMF no se detecté (m/z 126,055). (B) Deteccién del precursor de
HMF por Orbitrap en analisis de masa exacta tras deposicién manual de 0,5 ul en la
superficie del tejido y en el vidrio fuera de la seccion (parte inferior). (C) Deteccién del
precursor de HMF por trampa de iones en modo MS/MS en las mismas condiciones que
en (B). (D) Deteccidn de los iones fragmentos principales de HMF (m/z 98,1y 81,1) en
analisis MS/MS mostrando localizaciones perfectamente emparejadas con el precursor

de HMF en tejido hepatico.
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Figura 42. (A) Distribucidn del ién precursor SMF (m/z 204) mediante Orbitrap en
analisis de masa exacta tras deposicién manual de 0,5 pl en la superficie del tejido y en
el vidrio fuera de la seccién (parte inferior) después de que el compuesto no fue
detectado en las secciones de tejido. (B) Deteccidon del precursor de SMF mediante
trampa de iones en modo MS/MS en las mismas condiciones que en (A). (C) Deteccidn
de los iones fragmentos principales de SMF (m/z 125,07, 95,9 y 80,9) en analisis MS/MS,
mostrando localizaciones perfectamente emparejadas con el precursor de SMF en tejido

hepatico.

204,98/TIC iT 205,04

5.2.1.2.2 ENSAYO DE INGESTA CRONICA DE HMF

El ultimo experimento con animales se realizé con ratones alimentados durante 4
semanas con una dieta suplementada con diferentes concentraciones de HMF. Los
ratones control mostraron una concentraciéon plasmatica de HMF de 0,09 nM después
del ayuno, que aumentd significativamente (P<0,001) hasta 1,13 y 7,97 nM con dietas
que contenian 50 y 300 mg HMF/kg, respectivamente (Figura 43). Tales concentraciones
fueron alrededor de 100 veces mas bajas que las obtenidas tras la dosis oral masiva de

HMF administrada a ratones en el experimento anterior, pero la presencia de trazas de
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HMF en plasma después del ayuno podria indicar que los niveles circulantes de SMF
pueden estar presentes debido a la actividad metabdlica de las SULT. Como se
representa en la Figura 43 (cuadro ampliado) no se detecté SMF en animales
alimentados con la dieta estandar, pero se detectd una concentracion estadisticamente
mas alta (P<0,001) dependiente de la dosis, de 0,013 y 0,089 nM en ratones alimentados
con una dosis baja y alta de HMF, respectivamente. Se obtuvo una clara correlacién
entre los niveles plasmaticos de HMF y SMF (coeficiente lineal de Pearson r=0,9958;
P<0,05). Teniendo en cuenta que la ingesta diaria de HMF en los ratones de control fue
de 0,18 mg/dia, mientras que la de los ratones de dosis baja fue de 0,93 mg/dia, se
puede suponer que hay una concentracion entre estas ingestas donde el SMF no se
elimina eficientemente del organismo, haciéndolo propenso a reaccionar con
macromoléculas como el ADN. En este sentido, se midieron los niveles de aductos SMF-
ADN presentes en los glébulos blancos y se encontré una concentracion dosis-
dependiente de N°-FFM-dAdo (moléculas de aducto por cada 108 nucledsidos de ADN)
y N>-FFM-dGuo (Figura 43). Estos aductos de ADN han sido descritos por Monien et al.
(2012) como estructuras mutagénicas con potencial hepatocarcinogénico procedentes
de la ingesta de HMF y posterior metabolizacidon hasta SMF. Estos autores encontraron
gue dichos aductos son en gran parte resistentes a la reparacion del ADN en células V79-
hSULT1A1 tratadas con HMF. Los niveles encontrados en ratones estaban en el mismo

rango que los encontrados en el cultivo celular utilizado por estos autores.
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Figura 43. HMF (nM) y SMF (nM) en plasma y N®-FFM-dAdo y N>-FFM-dGuo (moléculas

por cada 10% nucledsidos de ADN) en leucocitos de ratones tratados con HMF.

9 A *%
8 4
7 4
6 4
5 4
* %k
] .
2 -
Control
1 B HMF dosis baja
B HMF dosis alta

0 —— i J J

HMF MF N6 FFM- dAdo N2-FFM-dGuo

0,100

0,075

0,050

0,025

0,000 ¢

Basado en nuestros hallazgos en el estudio con animales y considerando la intensa
exposiciéon a HMF en la dieta occidental, que es mayor que la de otros contaminantes
de procesamiento de alimentos como la acrilamida o furano (Rufidn-Henares and de la
Cueva, 2008), llegamos a la conclusién de que seria posible la presencia de HMF, SMF y
aductos de ADN en humanos. Por otra parte, se sabe que los seres humanos expresan
SULT1A1 en el higado y casi todos los tejidos extrahepaticos a niveles mas altos que los
encontrados en ratones (Monien et al., 2009), lo que daria a mayores niveles de
biotransformacion de HMF en SMF. Por todo ello pensamos evaluar la presencia de
dichos compuestos en los nifios del estudio acerca de la ingesta-excrecién de

polifenoles.
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5.2.1.3 DETERMINACION DE HMF Y SMF EN SERES HUMANOS
5.2.1.3.1 DETERMINACION DE INGESTA DE HMF

e Ingesta de HMF

Después de los resultados obtenidos con ensayos con animales, se estudid la
exposicién a HMF en niiios, cuyas preferencias nutricionales los convierten en un sector
de alto riesgo relacionado con la ingesta de contaminantes de nueva formacién
inducidos por el calor en los alimentos (EFSA, 2005). En estudios anteriores la exposicién
a HMF se calculé teniendo en cuenta los niveles de HMF publicados en diversos trabajos
cientificos (Rufidn-Henares and de la Cueva, 2008). Para hacer mas riguroso nuestro
estudio se evalud el contenido de HMF en los alimentos mdas consumidos por los nifios
del estudio mediante HPLC-UV. Los resultados del contenido HMF de los alimentos
espanoles y preparaciones culinarias se resumen en la Tabla 12 (pag. 111). Muchos
alimentos sometidos a tratamientos térmicos no tenian niveles detectables de HMF
(principalmente alimentos derivados de carne y pescado) probablemente debido a los
bajos niveles de azucares que contienen. Los alimentos procesados térmicamente ricos
en carbohidratos (leche condensada, caramelo, pan, galletas, etc.) son aquellos en los
gue mas se da la reaccién de Maillard y la caramelizacién, con la posterior formacion de
HMF. Asi, se encontraron niveles de hasta 2400 mg/kg en el café, un valor en el mismo
orden de magnitud que los reportados por Arribas-Lorenzo y Morales para café
torrefacto y café soluble (Arribas-Lorenzo and Morales, 2010). Dado que nuestro estudio
se desarrolld en poblacion preadolescente, el consumo de café fue muy bajo, por lo que

su contribucién en la dieta no seria elevada, al contrario que en los adultos.

Tras el analisis de los cuestionarios de frecuencia de consumo se determind una
ingesta media de HMF de 13,72 + 9,33 mg/dia (Tabla 15), oscilando entre 3,14 y 68,86
mg/dia, con una exposicion diaria equivalente de 321 ug/kg de peso corporal/dia. Estos
valores estan en linea con los reportados anteriormente para la poblacidon adulta
espafiola (Rufidn-Henares and de la Cueva, 2008) y adolescente (Delgado-Andrade et al.,
2007), asi como la poblacién adulta noruega (Hus@y et al., 2008). Para el registro 24h,
la ingesta media se establecid en 6,82 + 5,78 mg/dia. Las diferencias que encontramos
entre ambos valores (frecuencia de consumo y registros de 24h) pueden deberse a la

mayor precision del registro de 24h.
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Tabla 15. Ingesta de HMF, niveles de HMFA urinario, HMFA y SMF plasmaticos y N°>-FFM-dAdo y N2-FFM-dGuo en leucocitos de la poblacion

escolar bajo patrén dietético regular.

Compuesto quimico Media Min. Max. Nifos Ninas
HMF (mg/dia) 13,92 +£9,33 3,14 68,86 13,78 £9,10 13,99 £9,77
HMFA orina (mg/24h) 14,58 £ 10,40 2,87 79,80 14,87 £9,57 14,54 + 11,52
HMFA plasma (pmol/I) 13,97 £ 8,01 1,04 53,52 13,90 £ 8,12 14,43 £ 8,45
SMF plasma (nmol/I) 0,33+0,13 0,20 0,98 0,32+0,15 0,34+0,13
N6-FFM-dAdo (moléculas por 108 nucleésidos ADN) 0,50+0,20 0,25 1,39 0,48 £0,18 0,51+0,21
N2-FFM-dGuo (moléculas por 108 nucledsidos ADN) 4,67 +£1,76 2,54 12,01 4,49 £ 1,52 4,90+1,91
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e Distribucidon de la ingesta de HMF por comidas y a lo largo de la semana

Si hacemos distincion entre la ingesta de HMF en dias laborables y la que se realiza
durante el fin de semana (Figura 44) observamos que la ingesta del fin de semana (9,05
+ 9,78 mg/dia) es mayor que en los dias laborables (5,71 + 3,78 mg/dia). Para evaluar a
qué podia ser debida dicha diferencia, se procedio a evaluar la distribucién de la ingesta

de alimentos a lo largo de las cinco comidas diarias de la poblacidn estudiada.

Figura 44. Distribucion semanal de la ingesta de HMF.

Media
semana

M Fin de semana
Entre
— i Entre semana
semana
M Media semana
Fin de
semana

Para determinar qué comidas son las que mayor cantidad de HMF aportan al dia,
se utilizaron los datos obtenidos del analisis de los recordatorios de 24h. El almuerzo fue
la comida que proporcioné mayores concentraciones de HMF (27%) seguido de la cena,
merienda, media mafiana y desayuno, todos ellos con casi un 20% (Figura 45). Durante
los dias laborables la ingesta de HMF estuvo bien equilibrada a lo largo del dia (Figura
46), ya que la cena (23%), media mafiana (22%) y el almuerzo (20%) son las comidas que
aportaron mas HMF a la ingesta diaria. Sin embargo, en el fin de semana la ingesta
mostré un consumo menos equilibrado (Figura 47), con la mayor cantidad de HMF
ingerida con almuerzo (35%), merienda (22%) y cena (18%). Esto podria explicarse
teniendo en cuenta que durante los fines de semana la dieta de los niflos de nuestro

estudio es menos cuidada, incrementandose el consumo de alimentos con
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concentraciones de HMF muy elevadas como refrescos, hamburguesas, helados,

chocolate...

Por otro lado, cabe destacar que durante el fin de semana la toma de media
mafiana (13%) sufre una disminucién importante con respecto a la media mafiana de los
dias laborables (22%). Este menor aporte de HMF podria ser debido a que una gran
cantidad de ninos no la llevan a cabo, mientras que entre semana se corresponde a la
hora del recreo, donde la mayoria de nifios comen algun alimento, siendo mayormente
del grupo de los cereales (pan, galletas, bolleria...) y bebidas (zumos comerciales o

batidos), alimentos de alto contenido en HMF.

Figura 45. Proporcidn de la ingesta total de HMF por comida.
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Figura 46. Distribucion de la ingesta de HMF en las cinco comidas diarias a lo largo de

los dias laborables.

M Desayuno ki Media maiiana L1 Almuerzo H Merienda LiCena HRecena
1%

Figura 47. Distribucion de la ingesta de HMF en las cinco comidas diarias a lo largo del

fin de semana.
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e Ingesta de HMF por grupo de alimentos

Al analizar la ingesta de HMF dependiendo del grupo de alimentos consumidos
(Anexo Ill) y de los datos de ingesta de referencia que utilicemos (registros de 24h o
cuestionarios de frecuencia de consumo) podemos obtener algunas diferencias, aunque
pequefias (como ya se comentd en el apartado de ingestas de polifenoles). Esto se debe
a que en el cuestionario frecuencia de consumo es mas impreciso, ya que determina los
alimentos consumidos a lo largo de todo un afio, mientras que en el recordatorio 24h
solo se determinan los alimentos consumidos en 3 dias (por lo que la ingesta de HMF

puede variar mucho mas dependiendo de la dieta que llevaron los nifios esos dias).

A partir de los recordatorios de 24h, la contribucion promedio de diferentes
alimentos a la exposicion a HMF reveld que hubo grandes variaciones entre los
participantes en el estudio dependiendo de sus preferencias dietéticas (Figura 48). La
fuente mas importante de HMF fueron los derivados de cereales (51%) debido al alto
consumo de pan (que a su vez es un alimento basico en la Dieta Mediterranea) y a la
concentracién relativamente alta de HMF en dicho alimento (10-20 mg/kg). La segunda
fuente mds importante de HMF fue el grupo de bebidas (37%), seguido de lejos por los
demads grupos de alimentos. La contribucidon de las bebidas a la ingesta de HMF podria
estar relacionada con un cierto consumo de café (bajo consumo, pero concentracién
muy elevada de HMF) y altas cantidades de refrescos carbonatados, que tienen una
concentraciéon de HMF muy alta (134 mg/l) y se consumen regularmente en la poblacion

estudiada.

En cuanto a los resultados derivados de los cuestionarios de frecuencia de
consumo (Figura 49), también son los grupos de cereales y bebidas los que mas HMF
aportan a la dieta de los nifios. Pero en este caso, de forma invertida, son las bebidas las
que mas contribuyen a la ingesta de HMF (con un 52%) mientras que los cereales
suponen un 26% del aporte. Asi mismo, es importante sefialar la contribucion que hace
el grupo de los estimulantes y edulcorantes (café, cacao en polvo y chocolate), ya que

supone un 11% de la ingesta de HMF a partir de la dieta.

137



Resultados vy discusion

Figura 48. Distribucion de la ingesta de HMF por grupos de alimentos a partir de

los recordatorios de 24h.
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Figura 49. Distribucion de la ingesta de HMF por grupos de alimentos a partir de

los cuestionarios de frecuencia de consumo.

= CEREALES
“ LACTEOS Y DERIVADOS
® FRUTAS Y HORTALIZAS
m BEBIDAS
CARNES, PESCADOS Y HUEVOS
= EDULCORANTES Y ESTIMULANTES

B SALSAS

m OTROS

138




Resultados vy discusion

Sea cual sea el método de obtencion de los datos de ingesta de HMF a partir de la
dieta (recuerdos de 24h o cuestionarios de frecuencia de consumo), se puede afirmar
gue durante los dias laborables la contribucién del grupo de cereales fue mayor que el
grupo de bebidas (64 vs. 20%, respectivamente), pero durante el fin de semana la
contribucién al consumo de HMF del grupo de bebidas fue casi el doble que en la del
grupo de cereales (33 vs. 58%, respectivamente). Asi, la exposicion media al HMF
aumenta de 282 pg/kg de peso corporal/dia durante los dias laborables hasta 400 pg/kg
de peso corporal/dia los fines de semana. Por lo tanto, si una intervencion futura fuese
necesaria para disminuir la ingesta de HMF en los nifios, los derivados de cereales y
refrescos podrian ser los alimentos objetivo en este grupo de poblacién, pudiendo
prescindirse primero del consumo de refrescos, puesto que su valor nutricional se centra

exclusivamente en el aporte de carbohidratos sencillos (azucar).

e Ingesta de HMF Diferenciadas por Género

A la hora de determinar la ingesta de HMF por género, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas (P>0,05) entre nifios y nifas, ni estudiandola
de forma general (Figura 50), ni dividendo el consumo de alimento por tomas (Figura
51), ni haciendo distincion por grupos de alimentos (Figura 52). Esto refleja una dieta

homogénea dentro del sector de poblacidon estudiado.

Figura 50. Ingesta de HMF diferenciada por género.
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Figura 51. Ingesta de HMF diferenciada por comidas y género.
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Figura 52: Ingesta de HMF diferenciada por sexo, grupo de alimentos y dias de la semana.
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5.2.1.3.2 EXPOSICION DIETETICA A HMF

La exposicion a HMF, en comparacién con otros contaminantes de procesado
térmico (acrilamida y furano) supera en muchos 6rdenes de magnitud a la de dichos
contaminantes, ya que su consumo estd en el orden de pocos pg/kg de peso corporal/dia
(Rufidn-Henares and de la Cueva, 2008). En las evaluaciones del riesgo de los
consumidores también es importante establecer la Ingesta Diaria Tolerable (TDI), que
indica la concentracién de HMF que se puede consumir durante toda la vida sin riesgo
apreciable para la salud. Zaitzev et al. (1975) establecieron una TDI de 132 mg/dia
utilizando un margen de seguridad de 40 veces, mientras que la EFSA definié un umbral
de preocupacion de 540 pg/dia para la ingesta de derivados de furano no sustituidos
con azufre (16 sustancias, incluido el HMF) utilizados como sustancias aromatizantes en
Europa (EFSA, 2005). Dado que la ingesta diaria media de HMF en nifios fue 13,7 mg/dia,
estd sélo 10 veces por debajo de la TDI declarada por Zaitzev et al. (1975) y 25 veces por
encima del umbral de preocupacion declarado por la EFSA (EFSA, 2005). Adn mas, la
exposicion a HMF de los nifios con la mayor ingesta de HMF (68,86 mg/dia) estaba
solamente 1,9 veces por debajo de la TDI de Zaitzev et al. (1975) y 128 veces por encima
del limite de la EFSA. Por lo tanto, existe un margen de seguridad bajo en consumidores
con ingestas elevadas de HMF, los cuales serian propensos a los efectos del HMF,
mediados principalmente por la posible formacidn in vivo de SMF y su reactividad con

moléculas tales como ADN o proteinas.

5.2.1.3.3 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE HMFA EN ORINA Y PLASMA

El HMFA es uno de los principales metabolitos de HMF excretado en la orina (Prior
et al., 2006). Por lo tanto, se mididé la excrecién de HMFA en orina 24h, tratando de
establecer la relacion con la ingesta de HMF. La excreciéon media de HMFA en orina fue
de 14,58 mg/dia, oscilando entre 2,87 a 79,80 mg/dia (Tabla 15). Estos valores estan en
linea con los reportados por Prior et al. (2006) y Hus@y et al. (2008) que encontraron
una excrecion media de HMFA de 12,4 mg/dia en la poblacion adulta noruega. Estos
autores encontraron que, para las ingestas mas bajas, la excrecién de HMFA era 10 veces
mas alta que la ingesta de HMF, atribuyendo esto a una estimacién pobre de la ingesta
de HMF. En nuestro caso, la ingesta de HMF y la excrecién de HMFA fueron bastante

similares, tanto para los consumidores con ingestas baja como alta de HMF, lo que
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refleja una mejor estimacion de la ingestion de HMF en nuestro estudio. Aln mas, las
diferencias podrian provenir del hecho de que el estudio de Hus@y et al. (2008) se realizé
con 53 voluntarios, mientras que el nimero de sujetos en nuestro estudio fue bastante
mayor (n = 268). De esta forma, encontramos una correlacién lineal estadisticamente
significativa (r = 0,9011; P<0,05) entre la ingesta de HMF y el HMFA urinario (Tabla 16),
que es mayor que la encontrada por Hus@y (r = 0,5700). Por tanto, la excrecidn total de

HMFA es un buen indicador de la ingesta de HMF.

A continuacidn, se midid la presencia de HMFA en plasma, obteniéndose valores
comprendidos entre 1,04 a 53,52 umol/l y una concentracion media de 13,87 pumol/I
(Tabla 15). Como en el caso del HMFA urinario, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre nifios y nifias, lo cual es légico ya que no se
encontraron diferencias en la ingesta dietética de HMF. La correlacién de HMFA
plasmatico con HMF dietético y HMFA urinario también fue estadisticamente
significativa (P<0,05) (Tabla 16), lo que podria estar relacionado con un metabolismo

continuo de HMF dietético, incluso durante el periodo de ayuno.

Tabla 16. Correlacién lineal de Pearson (r) entre HMF, HMFA, SMF, Né-FFM-dAdo y

N2-FFM-dGuo.

HMFA orina HMFA plasma SMF plasma  N°-FFM-dAdo  N?-FFM-dGuo

Ingesta HMF  0.9011" 0.8162" 0.9306" 0.9284" 0.9609"
HMFA orina 0.8648" 0.7939" 0.8437" 0.8799"
HMFA plasma 0.5017+ 0.4639* 0.4881*
SMF plasma 0.7627" 0.8212"
NS-FFM-dAdo 0.9235"

* Indica una correlacion estadisticamente significativa (P<0,05).
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5.2.1.3.4 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE SMF EN PLASMA

Como se indicé en la seccidn anterior para los ratones, el SMF fue detectado en el plasma
de los animales con una dieta rica en HMF. Se sabe que HMF es metabolizado por los enzimas
de la familia SULT, que estdn especialmente expresados en los seres humanos en comparacion
con los ratones (Sommer et al., 2003; Teubner et al., 2006; Sachse et al., 2016). Por lo tanto,
el SMF podria ser generado en mayores proporciones en los seres humanos, con el
consiguiente dafio a las moléculas de importancia biolégica (Hus@y et al., 2008). Los niveles
plasmaticos de SMF se detectaron en 70 de 268 nifios (74% con niveles por debajo de LOD)
con una concentraciéon media de 0,33 nM (rango 0,20-0,98 nM (Tabla 15). Estos valores son 3
veces mas altos que los obtenidos en ratones para la ingesta aguda de HMF (Figura 38A) y HMF
dietético (Figura 43). Por lo tanto, la mayor presencia de SULT en seres humanos en
comparacion con los ratones, podria ser el responsable de una mayor concentracion
plasmatica SMF procedentes de la dieta HMF. El SMF es una molécula muy reactiva (Surh and
Tannenbaum, 1994; Bakhiya et al., 2009) con una rapida eliminacién plasmdatica (Monien et
al., 2009). Por lo tanto, aunque el HMF puede convertirse en SMF en el intestino a partir de la
actividad de las SULT intestinales (Teubner et al., 2006), es mas factible que el SMF plasmatico
pudiera provenir del metabolismo de HMF en otros érganos como el higado, ya que el HMF es

permeable a la membrana y distribuido de manera eficaz (Monien et al., 2009).

En cuanto a los datos obtenidos para SMF, se encontrd que los nifios situados en el
cuartil superior de la ingesta de HMF (>17,5 mg/dia) tenian niveles de SMF plasmatico
detectables. Se debe tener en cuenta que las muestras de plasma se obtuvieron después del
domingo, donde la ingesta media de HMF de estos nifios fue aun mayor (24,85 mg/dia).
Ademas, estos nifios realizan comidas como hamburguesas, pizzas y bebidas de tipo colaen la
cena del domingo (asi como a lo largo del dia). Por lo tanto, se podria plantear la hipétesis de
gue debido a una gran carga de HMF diaria en la dieta de ese dia, la sulfo-conjugacién de HMF
se produjo de forma homogénea durante el domingo (y especialmente durante la noche) con
el consiguiente aumento de los niveles plasmaticos de SMF, haciéndolo detectable en estos
nifios y no en otros. Finalmente, se obtuvo una fuerte correlacion lineal (P<0,05) entre el
consumo plasmatico de SMF y HMF o HMFA en orina (Tabla 16) pero no con el HMFA

plasmatico. Probablemente esto podria explicarse por las diferencias en la tasa de conversién
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de HMF a HMFA y SMF, que se producen a través de diferentes sistemas enzimaticos (Abraham

et al., 2011).

5.2.1.3.5 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE ADUCTOS DE SMF EN ADN

Dado que los niveles plasmaticos de SMF se detectaron en muestras de plasma de seres
humanos por primera vez, es plausible que se pudieran encontrar aductos de ADN en células
sanguineas debido a su exposicién de SMF circulante. Los niveles de N°-FFM-dAdo oscilaron
entre 0,25 a 1,39 moléculas por 108 nucledsidos de ADN (valor medio 0,13) mientras que los
niveles de N>-FFM-dGuo fueron diez veces superiores (valor medio 1,20 moléculas por 108
nucledsidos de ADN) (Tabla 15). En el caso del SMF, los aductos de ADN sélo se encontraron
en aquellos nifios con niveles de SMF plasmatico cuantificables. Aunque Monien et al. (2012)
encontraron que parte de los aductos N°-FFM-dAdo y N?>-FFM-dGuo podian ser reparados a
nivel celular, con el conocimiento actual no se puede descartar un dano permanente o
posteriores mutaciones. Por ultimo, los niveles de aductos de ADN se correlacionaron
estadisticamente (P<0,05) con la ingesta de HMF vy los niveles en orina de HMFA (Tabla 16)

haciendo de este compuesto un biomarcador prometedor de exposicion a HMF.
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VI. CONCLUSIONES
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6.1. POLIFENOLES

e Los registros de 24 h y los cuestionarios de frecuencia de consumo permiten la
evaluacién de la ingesta de compuestos fendlicos en la poblacion escolar, siendo la

ingesta media diaria de 1155 mg/dia y 2079 mg/dia, respectivamente.

e Los alimentos que mas compuestos fendlicos aportan en la dieta son las legumbres
(lentejas), fruta (naranjas y mandarinas), cereales y chocolate. Los zumos de citricos,
en especial los zumos de mandarina y naranja son una gran fuente de compuestos

fendlicos en la dieta, con contenido de hasta 587 mg de acido galico.

e La ingesta de compuestos fendlicos fue mucho mayor en los dias laborables que los
fines de semana, siendo el almuerzo la comida que aporta mas polifenoles. La ingesta

de compuestos fendlicos de las nifias fue superior a la de los nifios.

e Laintervencién nutricional modificé el patréon alimentario de los nifios, incrementando
el consumo de hortalizas, frutas y cereales. Asi, tras la intervencién se incrementé la

ingesta de compuestos fendlicos en un 20,5%.

e El método FBBB permite evaluar de forma eficiente, rdpida y econdmica la excrecién
de compuestos fendlicos en orina. Asi, la elevada correlacién encontrada entre la
ingesta y excrecidon de compuestos polifenoles permite concluir que la evaluacién de la
excrecion de dichos compuestos puede ser utilizada como una herramienta analitica

para el seguimiento del consumo de alimentos de origen vegetal.
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6.2. HMF

Los registros de 24 h y los cuestionarios de frecuencia de consumo también permiten
evaluar laingesta de HMF en la poblacidn escolar, estando la ingesta media diaria entre
6,82 y 13,72 mg/dia, para los registros de 24h y cuestionarios de frecuencia de

consumo, respectivamente.

Los alimentos que mas HMF aportan a la dieta son los pertenecientes a los cereales
(pan, galletas, bolleria, etc.) y el de las bebidas (refrescos carbonatados). La
contribucién de los zumos de citricos a la ingesta de HMF en la dieta espafola es
relativamente baja (2,5% para un vaso de zumo). Sin embargo, si el zumo consumido
se encuentra muy dafiado térmicamente, dicha contribucién puede alcanzar hasta un

32% de la ingesta diaria de HMF.

La ingesta de HMF, al contrario que la ingesta de polifenoles fue mucho mayor en los
fines de semana, siendo el almuerzo la comida del dia que contribuye con mas HMF a
la dieta. Asi mismo, al contrario que en el caso de los polifenoles, no se encontraron

diferencias significativas en la ingesta de HMF entre nifios y nifas.

El HMF ingerido a partir de la dieta se metaboliza a SMF in vivo en ratones de
experimentacion, dando lugar a un dafio genético evaluado mediante la formacion de

aductos de SMF en el ADN.

Esta tesis doctoral ha demostrado por primera vez que el HMF se metaboliza
eficazmente hasta SMF en nifios expuestos a niveles elevados, pero habituales, de HMF
dietético. La exposicion a SMF da lugar a la formacion de aductos de ADN que podrian

tener consecuencias negativas en la salud de los nifios a lo largo de la vida.

El HMFA podria ser utilizado como marcador de la exposicion a HMF proveniente de la

dieta.
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e Teniendo en cuenta que la exposicién humana diaria a HMF es muy elevada, estando
comprendida en el intervalo de 10-70 mg, la evaluacién de la exposicién de HMF es una
cuestion muy importante ya que el margen de seguridad existente entre la ingesta
dietética y el TDI es muy bajo. Son obligatorios esfuerzos internacionales para la
elaboracién de una gran base de datos acerca del contenido de HMF en alimentos, asi
como datos toxicoldgicos adicionales con el fin de estimar con precisién la TDI para

HMF.
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ANEXO I: CUESTIONARIO RECORDATORIO 24H Y FRECUENCIA DE CONSUMO

DATOS PERSONALES - PREGUNTAS INICIALES

IDENTIFICACION

Fecha de

entrevista.....ccceveveeirencennnns L] (L] UL

Diadela
LY=1111: 1 1 - PO [ |

DATOS PERSONALES

Nombre

Sexo (H-Hombre / M-Mujer) ........... 1Ll

B =113 {01 1 Lo TR (LU LI

1.-) ¢éAYER Y ANTEAYER, COMIO O CENO FUERA DE CASA?

AYER ANTEAYER FIESTA

Si, UNQ VEZ..eeiieeee e T [P O
Si, 185 OS VECES...ccovvvveeeeeeiiiieeeeeeeeteee e [Jeeveereesemnemnensenens [TJreeereesennenns m
NO..cii | T [Jeveeeereenenns 0
2.-) CONSIDERA QUE SU DIETA AYER Y ANTEAYER FUE LA HABITUAL?

AYER ANTEAYER FIESTA

Si, fue un dia habitual...........cccccoeeiis [Joeveerrveessnessineennns [Jeveeeereneernns O
La comida fue especial........cooeeeecnniiiirriiieenneennn. [Joeerereereeseneenennany [Jeerereerensenes 0
La cena fue especial.....cccccveeeeeeeeeiiiiie e [Jrereseosersssensassensns [Jeesessorssororss O
Todas las comidas fueron especiales.................. [Jeeveeeneessneenannenns [Jeeveerrneenneens 0

3.-) REALIZA EN LA ACTUALIDAD ALGUNA DIETA/REGIMEN/RESTRICCION?

1.-Si....... O Motivo ( )
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4.-) ESTA TOMANDO VITAMINAS/MINERALES?

1.- Si.....0¢éQué tipo? ( )
2.- No...[1

RECORDATORIO 24/48 HORAS

ALIMENTOS PREPARACION MEDIDA CASERA CANTIDAD (gr)

DESAYUNO:

MEDIA MANANA:

APERITIVO:

COMIDA:
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ALIMENTOS PREPARACION MEDIDA CASERA CANTIDAD (gr)

MERIENDA:

APERITIVO:
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ALIMENTOS

PREPARACION

MEDIDA CASERA

CANTIDAD (gr)

CENA:

DESPUES DE CENAR:

OTROS:
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ALIMENTOS

PREPARACION

MEDIDA CASERA

CANTIDAD (gr)

DESAYUNO:

MEDIA MANANA:

APERITIVO:

COMIDA:
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ALIMENTOS PREPARACION MEDIDA CASERA CANTIDAD (gr) |

MERIENDA:

APERITIVO:
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ALIMENTOS

PREPARACION

MEDIDA CASERA

CANTIDAD (gr)

CENA:

DESPUES DE CENAR:

OTROS:
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OTRO DIA (FESTIVO)

ALIMENTOS PREPARACION MEDIDA CASERA CANTIDAD (gr)

DESAYUNO:

MEDIA MANANA:

APERITIVO:

COMIDA:
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ALIMENTOS

PREPARACION

MEDIDA CASERA

CANTIDAD (gr)

MERIENDA:

APERITIVO:
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ALIMENTOS

PREPARACION

MEDIDA CASERA

CANTIDAD (gr)

CENA:

DESPUES DE CENAR:

OTROS:
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ALIMENTOS PREPARACION MEDIDA CASERA CANTIDAD (gr) |

OBSERVACIONES:
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FRECUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS

ALIMENTOS

NUNCA

VECES/DIA

VECES/
SEMANA

VECES/
MES

VECES/
ANO

DURANTE EL ULTIMO ANO, CON QUE FRECUENCIA CONSUMIO LOS SIGUIENTES ALIMENTOS:

CARNE

Pollo/ carne de aves

Ternera/toro

Cerdo

Cordero

Conejo

Jamodn Serrano

Jamon York

Embutidos (chorizo, salchichas, mortadela etc)

Higado, rifidn, corazén, sesos

PESCADO Y MARISCO

Pescado blanco (merluza, pescada, lenguado)

Pescado azul (atun, sardina, boquerdn, caballa)

Pescado en conserva

Calamares, chopitos, pulpo, sepia

Mariscos (gambas, langostinos, almejas, mejillones)

Peces de rio (trucha, salmén etc.)

HUEVOS

Huevo frito, cocido, tortilla etc.

LEGUMB

RES

Lentejas

Garbanzos

Judias blancas/chicharos

Guisantes

CEREALES

Pan blanco

Pan integral

Pan de molde

Pan tostado

Arroz (en todas sus modalidades)
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Cereales desayuno

Cereales desayuno (con chocolate)

Cereales desayuno (integrales)

ALIMENTOS

NUNCA

VECES/
DIiA

VECES/
SEMANA

VECES/
MES

VECES/ ANO

Pasta (fideos, macarrones, pizza etc.)

Patatas (fritas, cocidas, asadas, en tortilla etc.)

LACTEOS

Leche entera

Leche semidesnatada

Leche desnatada

Leche condensada

Yogur entero

Yogur desnatado

Natillas/flan

Queso fresco

Queso manchego, bola

Queso en porciones

Queso fundido

Helados

GRASAS

Mantequilla

Margarina

Tocino, manteca

Mayonesa

Aceite de oliva virgen

Aceite de oliva refinado (no virgen)

Aceite de orujo (oliva)

Aceite mezcla virgen-refinado
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ALIMENTOS

NUNCA

VECES/ DiA

VECES/
SEMANA

VECES/
MES

VECES/ ANO

Aceite de semillas (girasol, otros)

Aceitunas

VERDURA

Lechuga

Tomate (natural, frito, en ensaladas)

Pimiento (natural, frito, en

Zanahoria

Judias verdes

Cebolla

Col/coliflor

Acelgas/espinacas

Esparragos

Habas frescas

Champifon y setas

FRUTAS

Manzanas

Peras

Naranjas/mandarinas

Platanos

Melocotdn

Melocotdn en almibar

Fresas

Uvas

Meldn/sandia

En conserva

DULCES Y PASTELES

Azlcar

Miel

Mermelada

Chocolate
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ALIMENTOS

NUNCA

VECES/
DIiA

VECES/
SEMANA

VECES/
MES

VECES/ ANO

Galletas

Pastas/pasteles

Bolleria (donuts, napolitana,

BEBIDAS

Agua

Zumos de frutas

Zumos de frutas

Zumos de frutas envasados(uva)

Coca cola

Refrescos

Cerveza/sidra

Vino

Ron/ginebra/cofiac/anis/whisky

FRUTOS SECOS

Almendras, avellanas,

Pistachos

OTROS

Café

ALIMENTOS

NUNCA

VECES/
DiA

VECES/
SEMANA

VECES/
MES

VECES/ ANO

Tomate frito

Kétchup

Cola cao

Palomitas

Patatas Chip

Snack de maiz (fritos de maiz...)

Pipas

Cacahuetes

Almendras

Vinagre de vino

Vinagre de modena
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ALIMENTOS

NUNCA VECES/

DIA

VECES/
SEMANA

VECES/
MES

VECES/
ANO

PLATOS PREPARADOS

Lomo de cerdo a la parrilla (sartén)

Paella

Arroz caldoso

Patatas cocidas

Patatas fritas (freidora)

Tortilla de patatas

Boquerones fritos

Lentejas

Estofado de ternera

Churros

Pizza

Calamares Fritos

Merluza a la plancha

Palitos de merluza

San Jacobos

Cocido

Fabada (alubias)

Pollo asado

Carne en salsa

Boquerones en vinagre

Pollo en salsa

Hamburguesa (McDonald'’s,
Burguer King)

Albdndigas

Croquetas

Empanadillas

Ejemplo de como realizarlo

DURANTE EL ULTIMO ANO, ¢ CON QUE FRECUENCIA CONSUMIO LOS SIGUIENTES ALIMENTOS:

CARNE

Pollo/ carne de aves

Ternera/toro

Cerdo
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CONSUMO DE ACEITE

Tipo de aceite

Compra semanal media (litros) [EH
N.2 de miembros familia EH!

CONSUMO DE PAN

Tipo

Compra por dia (g) HHH

Sobrante medio por dia (g) EE4

Comprobar si la cantidad sobrante del dia la aprovecha para el desayuno del dia
siguiente.
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ANEXO II: PESOS Y MEDIDAS CASERAS

Fuente: Carbajal, A y Sanchez-Muniz, FJ. Guia de practicas (2003). En: Nutricién y

dietética. Secretariado de Publicaciones y Medios Audiovisuales, Universidad de Ledn.
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ACEITES

cucharada sopera colmada=14¢g
cucharada de postre=5g
cucharadadecafé=3¢g

cucharada soperarasa=10g

para una tortilla francesa de 1 huevo =
88

para un huevo frito=10g

para una racion de tortilla de patatas =
13 g

para freir una croqueta/albéndiga=3 g
para una racion de ensalada=10g
para una racion de verdura rehogada
=10g

para un "sofrito" (por racién) =5g
para freir 100 g de patatas=10g
para freir una empanadilla=5g
ACEITUNAS CON HUESO
unidad=4g¢

ACEITUNAS SIN HUESO

latita (peso escurrido) =40 g

AGUA

vaso=200g

AGUACATE

unidad mediana=200g

AlO

diente=5g

cabeza=50g

ALBARICOQUE

unidad mediana=50g
ALBARICOQUE DESECADO
unidad=30g

202

ALBONDIGAS PREPARADAS
ENLATADAS

unidad=37¢

ALCACHOFA

unidad mediana=95g
unidad grande =130 g
ALCACHOFA CONGELADA
unidad=30g

ALCACHOFA EN CONSERVA
lata (peso escurrido) =240 g
unidad grande=36 g
unidad mediana=25g
ALMEJA

5 unidades enteras =65 g
ALUBIAS, JUDIAS SECAS
racionencrudo=70g
ANCHOAS EN ACEITE
unidad=3-4g

APIO

rama=200g

ARROZ

cucharada sopera colmada=30g

racion=70-100g

racién parasopa=20-30g
ARROZ CON LECHE
unidad=170g

ATUN, BONITO, CABALLA EN
CONSERVA

lata=82¢g

lata pequefia=56g

AZUCAR

cucharadadecaférasa=2g
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cucharada de café colmada=4g
cucharada de postre colmada=8g
cucharada de postrerasa=4g
cucharada sopera colmada=25¢g
cucharada soperarasa=12g
sobre=7g

BACON, PANCETA

loncha delgada=12g
loncha=25¢

BATIDOS

Botella individual = 200 g
BERBERECHOS

5 unidades enteras =40 g
BERBERECHOS, ALMEJAS EN
CONSERVA

lata (peso escurrido) =65 g
BERENJENA

unidad pequenfa=200g
unidad mediana=270g
unidad grande =350 g
BESUGO

rodaja mediana=125¢g
BISCOTES

unidad=10g

BOLLERIA

unidad mediana=80g

BOLLO CON CREMA
unidad=60g

BOMBONES

unidad mediana=15¢g

unidad pequena=11g

unidad grande=20g

203

BONIATO, BATATA
mediana=150g
BOQUERON, ANCHOA
unidad mediana=20g
BUTIFARRA

unidad mediana=150g
unidad grande =200 g
CABEZA DE CERDO, CHICHARRONES
rodaja=20g
CACAHUETE

racion=20g

CACAO EN POLVO
cucharada de postre=9¢g
cucharada sopera=20g
CAFE SOLUBLE EN POLVO
cucharada de postre colmada=2g
cucharada de postrerasa=1g
sobre=2g

CAFE, INFUSION

taza pequefia=50g
CALABACIN

unidad mediana=100g
unidad grande =200 g
CALDO EN CUBITOS
unidad=11g

CAQUI

unidad mediana =200 g
unidad grande =250 g
CARACOLES
unidad=10g
CARAMELOS
unidad=5-10¢g
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CARNES

racion = 100-150 g

CARNE PICADA, HAMBURGUESAS
unidad hamburguesa=90g
CASTANA

unidad=10g

CAVA

copa=80-120¢g

CEBOLLA

unidad grande =270 g
unidad mediana=150g
unidad pequefa=100g
CEREZAS, PICOTAS

10 unidades =50 g
CERVEZA

mediana=300g
lata=330g

cana=200g
botellin=200g
CHAMPINON EN CONSERVA
Latita (peso escurrido) =85 g
CHICLE

unidad=2-5¢
CHIRIMOYA

unidad mediana=200g
unidad grande =350 g
CHIRLAS

5 unidades enteras =40 g
CHOCOLATE
tableta=150g

CHORIZO

rodaja=10g

204

CHULETA DE CERDO
unidad=80-120g
CHULETA DE CORDERO
unidad=50-90¢g
CHULETA DE TERNERA
unidad =180-250¢g
CHURROS

unidad=9¢g

CIRUELA

unidad grande=80¢g
unidad mediana=50g
CIRUELA SECA CON HUESO
unidad=15¢

CIRUELA SECA SIN HUESO
unidad=10g

CLARA DE HUEVO

60% del peso del huevo entero
COLES DE BRUSELAS
unidad=25¢

CONFITURA

cucharada sopera=25¢g
cucharada de postre=13 g
CREMA CATALANA
unidad=125¢

CREMA DE CACAO Y AVELLANAS
cucharada de postre=15¢g
cucharada sopera=25¢g
para untar una tostada=30g
CROQUETAS CONGELADAS
unidad=20-30¢g
CRUASAN

unidad mini=20g
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unidad grande =90 g
CUAIJADA

unidad =150g

DATIL SECO CON HUESO
unidad=10g

DATIL SECO SIN HUESO
unidad=8g

DONUTS

unidad=50g
EMPANADILLAS CONGELADAS
unidad=25-35¢g

ENDIVIA

hoja=7g

unidad grande =150 g
ENSAIMADA

unidad grande=90g
ESPARRAGO

unidad grande=25g
FIDEOS

pufiado=23g

racién parasopa=20-25g
FLAN

unidad=125g

FOIE-GRAS, PATES

para untar una tostada=15g
FRESA, FRESON

unidad mediana=17g
FRUTOS SECOS, MEZCLA
racion=30g

GALLETAS

unidad (media de varios tipos) =8 g

GALLETAS (COOKIES)

205

unidad mediana=15¢g

GALLETAS CUBIERTAS DE CHOCOLATE
unidad (media de varios tipos) =10 g
GALLETAS TIPO MARIA
unidad=6g

GALLETAS SALADAS

unidad=4g¢

GALLETAS TIPO SANDWICH
unidad (media de varios tipos) =25 g
GARBANZOS
racionencrudo=70g

GRANADA

unidad=275¢

GUISANTES EN CONSERVA

latita (peso escurrido) =95 g
HAMBURGUESA COCINADA
unidad =100-130¢g

HARINA

cucharada soperarasa=10g
cucharada sopera colmada=17g
cucharada de postrerasa=3g
cucharada de postre colmada=6g
cucharadadecaférasa=2g
cucharada de café colmada=4g
para rebozar unaracién=10g
HELADOS

bola grande=160g

bola mediana=115g¢g

bola pequefia=75g
conpalo=80-125¢

HIGOS SECOS

unidad=14¢g
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HIGOS, BREVAS
unidad=40g

HUEVO

unidad pequefa=55g
unidad mediana=60g
unidad grande=65¢g
supergrande=70g
JALEAS

cucharada sopera=25¢g
cucharada de postre=13 g
JAMON COCIDO (YORK, DULCE, ETC.)
loncha fina=20g
loncha=30-40g
JAMON SERRANO
loncha=30g

KETCHUP

cucharada sopera=17¢g
cucharada de postre=9g
sobre=11g

KIwI

unidad mediana=100g
LASANA

unidad=12¢g
racion=38¢g

LECHE

vaso=200g

tazon =360 g
taza=250g

cucharada sopera=15¢g
cucharada de postre=10g
cucharadadecafé=5g

LECHE CONDENSADA

206

cucharada sopera=20g
cucharada de postre=10g
LECHE EN POLVO, SIN DILUIR
cucharada de postre colmada=6g
cucharada de postrerasa=3g
cucharada soperacolmada=15g
cucharada soperarasa=10g
LECHUGA

hojagrande=10g
LEGUMBRES
racionencrudo=70g
LENTEJAS

racion en crudo=70g
LEVADURA QUIMICA EN POLVO
sobre=16g

cucharada soperarasa=10g
cucharada de postre=4¢g
LICORES

copa=30-60g

LIMON

unidad mediana=110g
rodaja=15g

LOMO EMBUCHADO
loncha=10g

MAGDALENAS

unidad pequefia =27g

unidad grande=42g
MANDARINA

unidad mediana=85g

unidad pequefia=60g

unidad grande =120 g
MANTECA DE CERDO
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cucharada sopera=30g

cucharada de postre=15g

MANTEQUILLA'Y MARGARINA

nuez=15g
porcidn de cafeteria=15g

para untarunagalleta=5g

para untarunatostada=15g

MANZANA

unidad pequefia=150g
unidad mediana=200g
unidad grande =250 g
MAYONESA COMERCIAL
cucharada sopera=28¢g
cucharada de postre=14 g
MAZAPAN

unidad=15¢g

MEDIAS NOCHES
unidad=30g

MEJILLON

unidad entera=30g
MEJILLON EN CONSERVA
lata (peso escurrido) =70 g
unidad pequena=4g
unidad mediana=8g
MELOCOTON

unidad mediana=200g
MERMELADA

porcidn de cafeteria=15g
cucharada de postre=13 g
cucharada sopera=25¢g
MIEL

cucharada sopera=40g
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cucharada de postre=20g
MORCILLA
rodaja=15g

unidad =100 g
MORTADELA, CHOPPED
loncha=17g

MOUSSE DE CHOCOLATE
unidad=70g

MUESLI

racion=40g

NABO

unidad mediana=125¢g
NARANIJA

unidad pequefia=170g
unidad grande =270 g
unidad mediana=225¢g
NATA

cucharada sopera=15¢g
NATILLAS
unidad=140g
NECTARINA

unidad =200 g

NIiSPERO

unidad pequefia=60g
unidad grande =100 g
NUECES CON CASCARA
unidad=13g

OSTRAS

unidad=50g
PALMERAS

unidad grande =90 g
PAN
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rebanada=30g
panecillo/barrita=80g

rebanada de pan payés =60 g
picos o colines pequeiios (unidad) =2 g
rebanada grande=40g

PAN DE MOLDE

rebanada pequeifia=16g
rebanada grande=40g

rebanada mediana=20g
panecillo para hamburguesa =55 g
PAN RALLADO

cucharada soperarasa=6g
cucharada sopera colmada=12g
cucharada de postrerasa=2g
cucharada de postre colmada=4g
cucharada de café colmada=2g
cucharadadecaférasa=1g

PAN TOSTADO

biscote=10g

PASTA

caneldén, racion=38 g

canelén, unidad=6g

fideos, racion para sopa=20-25¢g
macarrones, espaguetis (racion) =70—
100 g

PASTAS DE TE

unidad=20g

PATATA

unidad pequena=100g

unidad mediana=170g

unidad grande =240 g

PATATAS FRITAS DE BOLSA
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bolsa=100g

PATE

para untar una tostada=15g
PECHUGA DE PAVO
loncha=25¢g

PECHUGA DE POLLO
unidad =150 g

PEPINO

unidad mediana=125¢g
racion=100g

PERA

unidad grande =240 g
unidad mediana=190g
unidad pequefia=140g
PESCADOS

racion = 125-200 g
PIMIENTO MORRON
unidad grande =67 g
PIMIENTO ROJO

unidad grande =280 g
unidad mediana=180g
PIMIENTO VERDE

unidad pequefia=100g
unidad mediana=180g
unidad grande =250 g
PIPAS DE GIRASOL CON CASCARA
pufiado=25g

PISTACHO CON CASCARA

pufiado=45g
PIZzA
racion=160g
PINA
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rodaja=160g

PINA EN ALMIBAR
rodaja pequefia=35g
rodaja mediana=50g
rodaja grande=70g
PINON

cucharada sopera=11g
PLATANO

unidad pequefa=125g
unidad mediana=160g
unidad grande =225¢g
POLLO, GALLINA

raciéon =% de pollo (300 g)
POMELO
unidad=375¢

PORRAS

unidad=29¢g

PUERRO

unidad mediana=75¢g
PURE DE PATATA EN ESCAMAS SIN
RECONSTITUIR
cucharada sopera=6g
QUESOS
racion=40-60g
QUESO DE BOLA
loncha=20g

QUESO DE BURGOS
tarrina=75¢g

QUESO DE SANDWICH
loncha=20g

QUESO EN PORCIONES
unidad=20g
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QUESO MANCHEGO SEMICURADO
loncha=45g

QUESO RALLADO
cucharadasopera=11g
RABANO

unidad mediana=40g

unidad pequefia=20g
manojo=200g

REFRESCOS, GASEOSAS, COLAS, BITER
vaso=200g

lata=330g

REMOLACHA EN CONSERVA
rodaja=6g

SAL DE MESA

pellizco=2g

cucharada sopera colmada=25g
cucharada soperarasa=17g
cucharada de postre colmada=8g
cucharada de postrerasa=6g
cucharada de café colmada=4g
cucharadadecaférasa=2g
SALAMI

loncha=15¢g

SALCHICHAS FRESCAS

unidad pequefia=40g

unidad mediana=100g
SALCHICHAS TIPO FRANCKFURT
unidad pequefia=25g¢g

unidad grande=45g
SALCHICHON

rodaja=13g

SALMON AHUMADO
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loncha=20g UVAS PASAS

SALVADO DE TRIGO pufiado=40g

cucharada sopera=10g VERDURAS

SARDINA racion =200-300 g
unidad mediana=40g VERMUT

SARDINA EN CONSERVA copa=100g

lata (peso escurrido) =85 g VINAGRE

unidad grande=20g cucharadadecafé=1g
unidad pequefa=5g cucharada de postre=3g
SEMOLA DE TRIGO cucharadasopera=7¢g
cucharada sopera colmada=15¢g VINO DE MESA

SIDRA vaso=90g

vaso =160 g VINOS DULCES, FINOS
SOBAOS copa=75g

unidad=40g YEMA DE HUEVO

SOPAS DESECADAS 30% del peso del huevo entero
racion=25g YOGUR

TAPIOCA unidad=125¢g
cucharadasopera=15¢g unidad de cristal =140 g
TOMATE ZANAHORIA

unidad pequena=90g unidad pequefia=40g
unidad mediana=150g unidad mediana=80g
unidad grande =250 g unidad grande =100 g
rodaja=20g ZUMOS

TOMATE ENTERO ENLATADO vaso=200g
unidad=70g cucharadasopera=15¢g
TOMATE FRITO cucharada de postre=10g
cucharada de postre=8g cucharadadecafé=5g

cucharada sopera=15¢g
UVAS
racimo grande =250 g

racimo mediano=160g
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ANEXO IlI:

CEREALES Y ARROZ: pan blanco, pan integral, pan molde, pan tostado, cereales
desayuno, cereales con chocolate, cereales integrales, pasta, galletas, bolleria, churro,
pizza, paella y arroz caldoso.

leche entera, leche semi, leche desnatada, leche condensada,
yogur entero, yogur desnatado, natilla, flan, helados, crema de cacao y avellanas, queso
fresco, queso manchego, queso en porciones, queso fundido (en lonchas).

FRUTAS, VERDURAS, TUBERCULOS: patatas, aceitunas, melocotén en almibar, frutas en
conserva, mermeladas, patatas cocidas, patatas fritas, lentejas, cocido, fabada, frutos
secos (almendra/avellanas/cacahuetes, pistachos, pipas, cacahuetes, almendras).

BEBIDAS: zumos de frutas, refrescos, cerveza/sidra, vino.

jamoén cocido, embutidos, lomo a la
parrilla, estofado ternera, san jacobos, carne en salsa, hamburguesa, albdndigas,
pescado en conserva, boquerones fritos, calamares fritos, merluza plancha, palitos
merluza, huevo frito/cocido/tortilla.

azucar, miel, chocolate, café, cola cao.
SALSAS: mayonesa, tomate frito, kétchup.

OTROS: palomitas, patatas chips, snacks maiz, vinagre vino, vinagre balsamico,
croquetas, empanadillas, tortilla patata.
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ANEXO IV:

Food Group

Food Sub-Grupo

Food

Polyphenols, total

Pulses - Beans - Other beans Seeds Adzuki bean, whole, raw 8970,0
Nuts Seeds Almond 287,1
Nuts Seeds Almond, dehulled 61,8
Fruits — Berries Fruits and fruit products American cranberry 315,0
Herbs Seasonings Anise herb, dried 180,0
Fruits — Pomes Fruits and fruit products Apple [Cider], peeled 250,9
Fruit juices - Pome juices Non-alcoholic beverages Apple [Cider], pure juice 142,6
Fruits — Pomes Fruits and fruit products Apple [Dessert], peeled 130,9
Fruit juices - Pome juices Non-alcoholic beverages Apple [Dessert], pure juice 33,9
Fruits — Pomes Fruits and fruit products Apple [Dessert], whole 201,5
Fruits — Drupes Fruits and fruit products Apricot 133,0
Leaf vegetables Vegetables Arugula, raw 136,4
Shoot vegetables Vegetables Asparagus, raw 75,1
Fruit vegetables Vegetables Avocado, raw 152,1
Fruits - Tropical fruits Fruits and fruit products Banana 154,7
Cereals Cereals and cereal products Barley, whole grain flour 72,9
Beers Alcoholic beverages Beer [Alcohol free] 12,2
Beers Alcoholic beverages Beer [Ale] 52,3
Beers Alcoholic beverages Beer [Dark] 41,6
Beers Alcoholic beverages Beer [Regular] 27,8
Leaf vegetables Vegetables Beet greens, raw 61,1
Fruits — Berries Fruits and fruit products Bilberry 525,0
Cabbages Vegetables Black cabbage, raw 108,6
Fruits — Berries Fruits and fruit products Black chokeberry 1752,1
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Fruits — Berries Fruits and fruit products Black elderberry 1950,0
Fruits — Berries Fruits and fruit products Black huckleberry 485,2
Fruits — Berries Fruits and fruit products Black raspberry 980,0
Fruits — Berries Fruits and fruit products Blackberry 569,4
Fruits — Berries Fruits and fruit products Blackcurrant 820,6
Wines - Berry wines Alcoholic beverages Blackcurrant, wine 69,8

Fruits — Berries Fruits and fruit products Bog bilberry 161,0
Nuts Seeds Brazil nut 244,0
Cereal products Cereals and cereal products Bread, whole grain flour 154,3
Cereal products Cereals and cereal products Breakfast cereals, oat, whole-meal 183,4
Pulses - Beans - Other beans Seeds Broad bean seed, dehulled, raw 33,2

Pulses - Beans - Other beans Seeds Broad bean seed, whole, raw 1039,0
Cabbages Vegetables Broccoli, raw 198,6
Cabbages Vegetables Brussel sprouts, raw 220,8
Cereals Cereals and cereal products Buckwheat, refined flour 157,5
Cereals Cereals and cereal products Buckwheat, thermally treated groats 455,0
Cereals Cereals and cereal products Buckwheat, whole grain flour 737,3
Fruits — Berries Fruits and fruit products Buffalo 958,0
Root vegetables Vegetables Burdock root, raw 141,2
Fruits — Berries Fruits and fruit products Canada blueberry 656,0
Fruits — Gourds Fruits and fruit products Cantaloupe 109,6
Spices Seasonings Capers 3600,0
Spices Seasonings Caraway 2913,3
Spices Seasonings Cardamom 602,6
Root vegetables Vegetables Carrot, raw 57,8

Fruits — Berries Fruits and fruit products Cascade huckleberry 296,8
Nuts Seeds Cashew nut 232,9
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Cabbages Vegetables Cauliflower, raw 81,7
Root vegetables Vegetables Celeriac, raw 59,0
Stalk vegetables Vegetables Celery stalks, raw 13,6
Spices Seasonings Ceylan cinnamon 9700,0
Wines - Sparkling wines Alcoholic beverages Champagne 18,8
Nuts Seeds Chestnut, raw 2756,7
Leaf vegetables Vegetables Chicory [Red], raw 129,5
Fruit vegetables Vegetables Chilli pepper [Green], raw 243,4
Fruit vegetables Vegetables Chilli pepper [Red], raw 326,4
Fruit vegetables Vegetables Chilli pepper [Yellow], raw 349,1
Herbs Seasonings Chives, fresh 80,9
Cocoa — Chocolate Cocoa Chocolate, dark 1859,9
Cocoa — Chocolate Cocoa Chocolate, milk 854,3
Ciders Alcoholic beverages Cider 98,3
Pulses - Beans - Other beans Seeds Climbing bean, whole, raw 109,0
Spices Seasonings Cloves 16047,3
Cocoa - Cocoa powders Cocoa Cocoa, powder 1104,5
Coffee beverage - Unknown Non-alcoholic beverages Coffee beverage [Filter] 266,7
Coffee beverages
Coffee beverage - Unknown Non-alcoholic beverages Coffee beverage [Filter], 268,2
Coffee beverages decaffeinated
Pulses - Beans - Common bean Seeds Common bean [Black], dehulled, raw 664,8
Pulses - Beans - Common bean Seeds Common bean [Black], whole, raw 1390,8
Pulses - Beans - Common bean Seeds Common bean [Others], dehulled, 495,7
raw
Pulses - Beans - Common bean Seeds Common bean [Others], whole, raw 1269,6
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Pulses - Beans - Common bean Seeds Common bean [White], dehulled, 47,3
raw
Pulses - Beans - Common bean Seeds Common bean [White], whole, raw 137,8
Cabbages Vegetables Common cabbage [Green], raw 88,6
Cabbages Vegetables Common cabbage [Red], raw 348,0
Cabbages Vegetables Common cabbage [White], raw 15,3
Herbs Seasonings Common sage, dried 2919,7
Herbs Seasonings Common sage, fresh 185,2
Herb infusions Non-alcoholic beverages Common sage, tea 43,2
Herbs Seasonings Common thyme, dried 1815,0
Herbs Seasonings Common thyme, fresh 1173,3
Herb infusions Non-alcoholic beverages Common thyme, tea 51,1
Cereals Cereals and cereal products Common wheat, germ 696,2
Cereals Cereals and cereal products Common wheat, refined flour 68,4
Cereals Cereals and cereal products Common wheat, whole grain flour 90,5
Spices Seasonings Coriander seed 357,4
Herbs Seasonings Coriander, dried 2260,0
Herbs Seasonings Coriander, fresh 158,9
Herb infusions Non-alcoholic beverages Coriander, tea 11,9
Gourds Vegetables Cucumber, raw 21,0
Spices Seasonings Cumin 2038,3
Spices - Spice blends Seasonings Curry, powder 1075,0
Leaf vegetables Vegetables Dandelion, raw 385,5
Dried fruits - Dried other fruits Fruits and fruit products Date, dried 487,7
Fruits - Other fruits Fruits and fruit products Date, fresh 61,3
Herbs Seasonings Dill, dried 1250,0
Herbs Seasonings Dill, fresh 208,2
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Pulses — Peas Seeds Dried pea, dehulled, raw 16,1
Pulses — Peas Seeds Dried pea, whole, raw 118,7
Fruit vegetables Vegetables Eggplant [Purple], whole, raw 61,1
Fruits — Berries Fruits and fruit products European cranberry 139,5
Fruits — Berries Fruits and fruit products Evergreen huckleberry 644,0
Shoot vegetables Vegetables Fennel 27,5
Herb infusions Non-alcoholic beverages Fennel, tea 23,2
Spices Seasonings Fenugreek seed 830,0
Herbs Seasonings Fenugreek, dried 2250,0
Herbs Seasonings Fenugreek, fresh 208,2
Dried fruits - Dried other fruits Fruits and fruit products Fig, dried 960,0
Fruits - Other fruits Fruits and fruit products Fig, peeled, fresh 58,3
Fruits - Other fruits Fruits and fruit products Fig, whole, fresh 95,7
Herbs Seasonings Garlic, fresh 87,0
Herbs Seasonings German camomile, dried 1010,0
Herb infusions Non-alcoholic beverages German camomile, tea 22,8
Spices Seasonings Ginger, dried 473,5
Spices Seasonings Ginger, fresh 204,7
Shoot vegetables Vegetables Globe artichoke, heads, raw 1142,4
Fruits — Berries Fruits and fruit products Gooseberry 470,1
Fruits — Berries Fruits and fruit products Grape [Black] 185,0
Fruit juices - Berry juices Non-alcoholic beverages Grape [Black], pure juice 68,0
Fruits — Berries Fruits and fruit products Grape [Green] 121,8
Dried fruits - Dried berries Fruits and fruit products Grape, raisin 1065,0
Fruits — Citrus Fruits and fruit products Grapefruit 162,7
Fruit juices - Citrus juices Non-alcoholic beverages Grapefruit, juice from concentrate 351,0
Fruit juices - Citrus juices Non-alcoholic beverages Grapefruit, pure juice 53,6
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Pod vegetables Vegetables Green bean, raw 303,8
Fruits - Tropical fruits Fruits and fruit products Guava 126,4
Fruits — Berries Fruits and fruit products Half-highbush blueberry 151,3
Cereals Cereals and cereal products Hard wheat, refined flour 56,2

Cereals Cereals and cereal products Hard wheat, whole grain flour 185,9
Nuts Seeds Hazelnut 686,6
Fruits — Berries Fruits and fruit products Highbush blueberry 223,4
Fruits — Gourds Fruits and fruit products Honeydew melon 59,3

Spices Seasonings Horseradish, fresh 90,0

Herbs Seasonings Hyssop, dried 1623,0
Herbs Seasonings Hyssop, fresh 214,5
Herb infusions Non-alcoholic beverages Hyssop, tea 17,0

Cabbages Vegetables Italian cabbage, raw 108,0
Herbs Seasonings Italian oregano, fresh 1165,0
Fruits — Berries Fruits and fruit products Jostaberry 309,4
Cabbages Vegetables Kale, raw 176,7
Fruits - Tropical fruits Fruits and fruit products Kiwi 179,7
Root vegetables Vegetables Kohlrabi, raw 168,0
Onion-family vegetables Vegetables Leek, raw 61,5

Fruits — Citrus Fruits and fruit products Lemon 59,8

Herbs Seasonings Lemon balm, dried 1700,0
Herbs Seasonings Lemon balm, fresh 899,7
Herbs Seasonings Lemon grass, fresh 662,0
Herb infusions Non-alcoholic beverages Lemon grass, tea 9,8

Herbs Seasonings Lemon thyme, fresh 178,0
Herb infusions Non-alcoholic beverages Lemon thyme, tea 25,4

Herbs Seasonings Lemon verbena, fresh 462,9
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Herb infusions Non-alcoholic beverages Lemon verbena, tea 7,7
Fruit juices - Citrus juices Non-alcoholic beverages Lemon, juice from concentrate 180,0
Pulses — Lentils Seeds Lentils, whole, raw 6553,0
Leaf vegetables Vegetables Lettuce [Green], raw 65,9
Leaf vegetables Vegetables Lettuce [Red], raw 114,0
Fruits - Tropical fruits Fruits and fruit products Lichee 28,8
Pulses - Beans - Other beans Seeds Lima bean, whole, raw 96,0
Fruit juices - Citrus juices Non-alcoholic beverages Lime, pure juice 122,0
Fruits — Berries Fruits and fruit products Lingonberry 652,0
Fruits - Tropical fruits Fruits and fruit products Longan 15,4
Fruits - Tropical fruits Fruits and fruit products Loquat 116,0
Herbs Seasonings Lovage, fresh 263,0
Herb infusions Non-alcoholic beverages Lovage, tea 11,4
Fruits — Berries Fruits and fruit products Lowbush blueberry 471,5
Nuts Seeds Macadamia nut 126,0
Cereals Cereals and cereal products Maize, refined flour 102,0
Cereals Cereals and cereal products Maize, whole grain 180,7
Fruits - Tropical fruits Fruits and fruit products Mango 144,8
Herbs Seasonings Marjoram, dried 3846,0
Herbs Seasonings Marjoram, fresh 854,0
Cabbages Vegetables Mustard cabbage, raw 183,0
Cabbages - Chinese cabbages Vegetables Napa cabbage, raw 116,5
Fruits — Drupes Fruits and fruit products Nectarine, peeled 47,3
Fruits — Drupes Fruits and fruit products Nectarine, whole 55,4
Spices Seasonings Nutmeg 1905,0
Cereals Cereals and cereal products Oat, rolled 26,4
Cereals Cereals and cereal products Oat, whole grain flour 82,2
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Fruit vegetables Vegetables Olive [Black], raw 117,2
Fruit vegetables Vegetables Olive [Green], raw 161,2
Oils - Fruit vegetable oils Oils Olive, oil, extra virgin 55,1
Oils - Fruit vegetable oils Oils Olive, oil, refined 19,8
Oils - Fruit vegetable oils Oils Olive, oil, virgin 20,7
Onion-family vegetables Vegetables Onion [Red], raw 102,8
Onion-family vegetables Vegetables Onion [White], raw 45,5
Onion-family vegetables Vegetables Onion [Yellow], raw 75,7
Fruits — Citrus Fruits and fruit products Orange [Blond] 278,6
Fruit juices - Citrus juices Non-alcoholic beverages Orange [Blond], pure juice 48,9
Fruit juices - Citrus juices Non-alcoholic beverages Orange [Blood], juice from 72,1
concentrate
Herbs Seasonings Orange mint, fresh 226,0
Herbs Seasonings Oregano, dried (wild marjoram) 6367,0
Herbs Seasonings Oregano, fresh (wild marjoram) 935,3
Fruits — Berries Fruits and fruit products Oval-leaf huckleberry 768,2
Cabbages - Chinese cabbages Vegetables Pak choy, raw 193,5
Fruits - Tropical fruits Fruits and fruit products Papaya 57,6
Herbs Seasonings Parsley, dried 1584,7
Herbs Seasonings Parsley, fresh 89,3
Root vegetables Vegetables Parsnip, raw 1,0
Fruits - Tropical fruits Fruits and fruit products Passion fruit 57,4
Cereal products Cereals and cereal products Pasta 1,8
Cereal products Cereals and cereal products Pasta, whole grain 11,9
Fruits — Drupes Fruits and fruit products Peach, peeled 106,8
Fruits — Drupes Fruits and fruit products Peach, whole 279,1
Nuts Seeds Peanut 406,3
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Oils - Nut oils Oils Peanut, butter 536,0
Nuts Seeds Peanut, dehulled 101,3
Nuts Seeds Peanut, roasted 0,0
Nuts Seeds Peanut, roasted, dehulled 43,6
Fruits — Pomes Fruits and fruit products Pear, peeled 126,4
Fruit juices - Pome juices Non-alcoholic beverages Pear, pure juice 38,5
Fruits — Pomes Fruits and fruit products Pear, whole 107,9
Nuts Seeds Pecan nut 1816,4
Spices Seasonings Pepper spice [Black] 1000,0
Spices Seasonings Pepper spice [Green] 380,0
Spices Seasonings Pepper spice [White] 780,0
Herbs Seasonings Peppermint, dried 8051,6
Herbs Seasonings Peppermint, fresh 980,4
Herb infusions Non-alcoholic beverages Peppermint, tea 30,8
Fruits - Tropical fruits Fruits and fruit products Persimmon, fresh 0,6
Pulses — Peas Seeds Pigeon pea, dehulled, raw 1,8
Pulses — Peas Seeds Pigeon pea, whole, raw 556,4
Fruits - Tropical fruits Fruits and fruit products Pineapple 147,9
Herbs Seasonings Pineapple sage, fresh 131,0
Fruit juices - Tropical fruit juices Non-alcoholic beverages Pineapple, pure juice 35,8
Nuts Seeds Pines 58,2
Nuts Seeds Pistachio 1420,0
Nuts Seeds Pistachio, dehulled 0,0
Fruits — Drupes Fruits and fruit products Plum, fresh 409,8
Jams - Drupe jams Fruits and fruit products Plum, jam 142,7
Dried fruits - Dried drupes Fruits and fruit products Plum, prune 1195,0
Fruit juices - Drupe juices Non-alcoholic beverages Plum, prune juice from concentrate 17,9

220



Anexos

Fruit juices - Drupe juices Non-alcoholic beverages Plum, prune pure juice 5,9
Fruits - Tropical fruits Fruits and fruit products Pomegranate 0,4
Fruit juices - Tropical fruit juices Non-alcoholic beverages Pomegranate, juice from 6,7
concentrate
Fruit juices - Tropical fruit juices Non-alcoholic beverages Pomegranate, pure juice 203,8
Other seeds Seeds Poppy seed, meal 0,0
Herbs Seasonings Pot marjoram, dried 9306,0
Tubers Vegetables Potato, raw 53,9
Fruit juices - Citrus juices Non-alcoholic beverages Pummelo, pure juice 0,5
Gourds Vegetables Pumpkin, raw 86,5
Jams - Pome jams Fruits and fruit products Quince, jam 71
Fruits — Pomes Fruits and fruit products Quince, peeled 0,8
Fruits — Berries Fruits and fruit products Rabbiteye blueberry 550,0
Root vegetables Vegetables Radish [Black], raw 2,1
Root vegetables Vegetables Radish, raw 44,3
Oils - Other seed oils Oils Rape seed, oil 18,3
Root vegetables Vegetables Red beetroot, raw 164,1
Fruits — Berries Fruits and fruit products Red huckleberry 117,8
Fruits — Berries Fruits and fruit products Red raspberry 148,1
Jams - Berry jams Fruits and fruit products Red raspberry, jam 218,9
Fruit juices - Berry juices Non-alcoholic beverages Red raspberry, pure juice 0,0
Fruits — Berries Fruits and fruit products Redcurrant 448,4
Fruits - Stalk vegetables Fruits and fruit products Rhubarb, raw 2,2
Cereals Cereals and cereal products Rice, parboiled 0,3
Cereals Cereals and cereal products Rice, refined 0,2
Cereals Cereals and cereal products Rice, whole grain 94,5
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Coffee beverage - Robusta Coffee | Non-alcoholic beverages Robusta coffee beverage [Filter] 32,3
beverages

Herbs Seasonings Roman camomile, dried 2483,0
Herb infusions Non-alcoholic beverages Roman camomile, tea 18,0
Herbs Seasonings Rosemary, dried 2518,7
Herbs Seasonings Rosemary, fresh 1082,4
Herb infusions Non-alcoholic beverages Rosemary, tea 35,8
Fruits — Berries Fruits and fruit products Rowanberry 6,3
Fruit juices - Berry juices Non-alcoholic beverages Rowanberry, pure juice 2,5
Spirits — Rum Alcoholic beverages Rum 0,1
Cereals Cereals and cereal products Rye, refined flour 45,0
Cereals Cereals and cereal products Rye, whole grain flour 72,0
Spices Seasonings Saffron 150,7
Cabbages Vegetables Sauerkraut 67,0
Cabbages Vegetables Savoy cabbage, raw 119,9
Spirits — Whisky Alcoholic beverages Scotch whisky 0,1
Fruits — Berries Fruits and fruit products Sea-buckthornberry 6,2
Fruit juices - Berry juices Non-alcoholic beverages Sea-buckthornberry, pure juice 2,2
Oils - Other seed oils Oils Sesame seed [Black], oil 644,5
Other seeds Seeds Sesame seed, meal 0,1
Oils - Other seed oils Oils Sesame seed, oil 2,3
Onion-family vegetables Vegetables Shallot [Pink], raw 114,7
Onion-family vegetables Vegetables Shallot, raw 2,0
Wines - Fortified Wines Alcoholic beverages Sherry 2,4
Herbs Seasonings Silver linden, dried 120,0
Fruits — Berries Fruits and fruit products Skunk currant 1790,0
Herb infusions Non-alcoholic beverages Small-leaf linden, tea 23,3
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Cereals Cereals and cereal products Sorghum, whole grain 412,8
Herbs Seasonings Sorrel, dried 350,0
Fruits — Drupes Fruits and fruit products Sour cherry 352,2
Jams - Drupe jams Fruits and fruit products Sour cherry, jam 177,1
Soy and soy products Seeds Soy paste, cheonggukang 12,1

Soy and soy products Seeds Soy paste, doenjang 1,9

Soy and soy products Seeds Soy paste, miso 5,3
Other seasonings Seasonings Soy sauce 0,7

Soy and soy products Seeds Soy, bacon bits 48,2

Soy and soy products Seeds Soy, burger, raw 2,3

Soy and soy products Seeds Soy, cheese 21,1

Soy and soy products Seeds Soy, flakes 7,0

Soy and soy products Seeds Soy, flour 2,6

Soy and soy products Seeds Soy, flour, defatted 28,8

Soy and soy products Seeds Soy, meat 6,2

Soy drinks Non-alcoholic beverages Soy, milk 3,1

Soy and soy products Seeds Soy, milk powder 1,1

Qils - Other seed oils Oils Soy, oil 0,7

Soy and soy products Seeds Soy, pudding 0,1

Soy and soy products Seeds Soy, sausage 2,2

Soy and soy products Seeds Soy, tempeh 7,0

Soy and soy products Seeds Soy, tofu 7,4

Soy and soy products Seeds Soy, tofu, fermented (sufu) 7,3

Soy and soy products Seeds Soy, yogurt 3,359999895
Soy and soy products Seeds Soybean, green (edamame) 12,19999981
Soy and soy products Seeds Soybean, roasted (soy nut) 28,35000038
Soy and soy products Seeds Soybean, sprout, raw 12,98900003
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Herbs Seasonings Spearmint, dried 6575
Herbs Seasonings Spearmint, dried 0,699999988
Herbs Seasonings Spearmint, dried 25
Herbs Seasonings Spearmint, fresh 246,8999939
Herb infusions Non-alcoholic beverages Spearmint, tea 35,5
Leaf vegetables Vegetables Spinach, raw 248,646128
Leaf vegetables Vegetables Spinach, raw 1,106666644
Leaf vegetables Vegetables Spinach, raw 19,16655166
Gourds Vegetables Squash, raw 34,18888961
Spices Seasonings Star anise 1810
Spices Seasonings Star anise 32,20000076
Fruits - Tropical fruits Fruits and fruit products Star fruit 142,8999939
Fruits — Berries Fruits and fruit products Strawberry 289,2010534
Jams - Berry jams Fruits and fruit products Strawberry, jam 22,64999986
Herbs Seasonings Summer savory, dried 4512
Herbs Seasonings Summer savory, fresh 201,1999969
Other seeds Seeds Sunflower seed, meal 0,050000001
Qils - Other seed oils Oils Sunflower seed, oil 1

Root vegetables Vegetables Swede, raw 3,849999905
Herbs Seasonings Sweet basil, dried 4317,888889
Herbs Seasonings Sweet basil, fresh 231,8
Herb infusions Non-alcoholic beverages Sweet basil, tea 15,5
Herbs Seasonings Sweet bay, dried 4170
Herbs Seasonings Sweet bay, fresh 402
Herb infusions Non-alcoholic beverages Sweet bay, tea 16,70000076
Fruits — Drupes Fruits and fruit products Sweet cherry 173,0977778
Jams - Drupe jams Fruits and fruit products Sweet cherry, jam 3,319999933
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Fruit vegetables Vegetables Sweet pepper [Green], raw 181,5199997
Fruit vegetables Vegetables Sweet pepper [Red], raw 229,0433333
Fruit vegetables Vegetables Sweet pepper [Yellow], raw 217,5666656
Tubers Vegetables Sweet potato, raw 74
Fruits — Berries Fruits and fruit products Sweet rowanberry 8,5

Leaf vegetables Vegetables Swiss chard leaves [Red], raw 1320
Leaf vegetables Vegetables Swiss chard leaves [White], raw 830
Stalk vegetables Vegetables Swiss chard stems [Red], raw 410
Stalk vegetables Vegetables Swiss chard stems [White], raw 290
Fruits — Citrus Fruits and fruit products Tangerine 192
Fruit juices - Citrus juices Non-alcoholic beverages Tangerine, juice from concentrate 36,10749948
Herbs Seasonings Tarragon, fresh 570
Herb infusions Non-alcoholic beverages Tarragon, tea 30,10000038
Tea infusions Non-alcoholic beverages Tea [Black], bottled 0,81666668
Tea infusions Non-alcoholic beverages Tea [Black], infusion 104,4810809
Tea infusions Non-alcoholic beverages Tea [Green], infusion 61,85624957
Tea infusions Non-alcoholic beverages Tea [Oolong], bottled 1,26000002
Tea infusions Non-alcoholic beverages Tea [Oolong], infusion 0,899999976
Fruit vegetables Vegetables Tomato [Cherry], whole, raw 3,841666698
Fruit vegetables Vegetables Tomato, whole, raw 45,06365832
Spices Seasonings Turmeric, dried 2117
Root vegetables Vegetables Turnip root, raw 54,5
Other seasonings Seasonings Vinegar 1,231871668
Nuts Seeds Walnut 1576,272727
Liquors - Nut liquors Alcoholic beverages Walnut, liquor 237,4133346
Herbs Seasonings Watercress, fresh 1

Fruits — Gourds

Fruits and fruit products

Watermelon

51,44142859
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Herbs Seasonings Welsh onion, fresh 0,007
Fruits — Berries Fruits and fruit products Whitecurrant 0,699999988
Herbs Seasonings Wild turnip tops, fresh 93,5
Wines - Grape wines Alcoholic beverages Wine [Red] 215,4796633
Wines - Grape wines Alcoholic beverages Wine [Rosé] 82,21499634
Wines - Grape wines Alcoholic beverages Wine [White] 32,10477283
Herbs Seasonings Winter savory, dried 1880
Herbs Seasonings Winter savory, fresh 316
Herb infusions Non-alcoholic beverages Winter savory, tea 26
Gourds Vegetables Zucchini, raw 30,35555606
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