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Hay una fuerza motriz mds poderosa que el vapor, electricidad
y la energia atdmica: la voluntad

Albert Einstein
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Investigacién sobre dieta y salud
en el Principado de Asturias

Tutores: Sonia Gonzélez y Miguel Gueimonde

Segtin los datos registrados por el Observatorio de Salud en Asturias el
cdncer y las enfermedades cardiovasculares, representan las principales causas
de mortalidad en poblacién adulta de ambos sexos. La aparicién de estas pato-
logfas crénicas se ve influida por factores de diferente naturaleza, incluyendo
factores genéticos, ambientales y del estilo de vida. Dentro de estos dltimos,
la dieta juega un papel esencial en la prevencién de las enfermedades no tras-
misibles. Algunos autores sefialan que la alimentacién, junto con el hdbito
tabdquico y el consumo de alcohol, pueden explicar casi dos terceras partes de
los casos de cdncer. Esto ha despertado el interés de la comunidad cientifica
que trata de identificar a los compuestos responsables de dicha asociacién y de
explorar los mecanismos a través de los cuales los alimentos, o determinados
componentes de los mismos, podrian ayudar a prevenir el desarrollo de diver-
sas enfermedades.

Es por todos conocida la frase “Que el alimento sea tu medicina y la
medicina tu alimento”, acufiada por Hipdcrates (460- 370 a.c.) en alusidn al
efecto la dieta sobre nuestra salud. De entre la extensa variedad de alimentos
generalmente asociados con la salud es muy posible que, si realizdsemos una
encuesta preguntando que alimentos especificos pueden tener un efecto bene-
ficioso, un elevado porcentaje de respuestas incluirfa a la manzana. Sin embar-
go, pese a la produccién de un amplio repertorio de variedades de manzana
en Asturias, han tenido que ser los ingleses los que han popularizado esta idea,
mediante el dicho popular “One apple a day keeps the doctor away”. Sin em-
bargo, incluso a dfa de hoy también perduran algunas cuestiones sin resolver;
las propiedades atribuidas a la manzana ;Son empirismo o ciencia? ;Son mito
o realidad?. El trabajo que se presenta en este texto tiene como objeto desvelar
algunas de estas estas cuestiones.

La investigacién realizada se ha articulado a través de dos aspectos fun-
damentales. Por un lado, la cuantificacién del consumo de manzana y sus




principales derivados en la poblacién asturiana. Por otro, el andlisis de dis-
tintos pardmetros relacionados con la salud en la sangre o en las heces de los
voluntarios que han participado en el estudio.

Si hay algo que ha caracterizado la transicién en la investigacién en el
campo de la nutricién en las dltimas décadas es el desarrollo de técnicas analiti-
cas. Esto nos ha permitido saber que, en funcién del tipo de manzana, variedad
y color, el contenido en determinados compuestos con actividad antioxidante
varfa produciendo diferentes reacciones en el organismo. Mediante el uso de
técnicas cromatograficas de alta precisién se han identificado un gran nimero
de compuestos fendlicos con una alta actividad antioxidante en las diferen-
tes variedades de manzana y sus derivados. Por este motivo, de la plétora de
compuestos que se podrfan analizar en sangre se han seleccionado aquellos
relacionados principalmente con el estrés oxidativo. No obstante, cabe senalar
que uno de los grandes retos de la investigacién en nutricién y salud es, pre-
cisamente, que los componentes, beneficiosos o no, no se consumen aislados.
En el caso que nos ocupa, junto con los polifenoles de la manzana se ingieren
importantes tipos de fibra dietética que también es un conocido mediador de
la salud. Nuestro grupo de investigacién lleva afios explorando la asociacién de
ambos componentes con la composicién de la microbiota intestinal, el eslabén
central en este trabajo de investigacién.

Bajo el término microbiota intestinal estd representada toda la comuni-
dad microbiana intestinal, incluyendo bacterias, hongos, arqueas y virus. Du-
rante las tltimas dos décadas el estudio detallado de esta microbiota intestinal
ha permitido identificarla como un factor clave para el mantenimiento de la
salud y un mediador clave en la accién que algunos alimentos beneficiosos
pueden tener en la prevencién de enfermedades.

Los resultados obtenidos en este Trabajo Fin de Mdster prometen ser de
gran utilidad para conocer la contribucién de la manzana y sus derivados a la
ingesta total de antioxidantes y fibra, as{ como para plantear diversas hipétesis
que permitan avanzar en un futuro en el paradigma acerca de la relacién entre
el consumo de manzana y la salud, para como sefiala el refranero inglés “man-
tener alejado al doctor”




Resumen

Las manzanas son frutas que en su composicién quimica contienen com-
puestos bioactivos de naturaleza fendlica denominados polifenoles, capaces de
prevenir y ralentizar el envejecimiento celular, la oxidacién atrapando radicales
libres, y los derivados de las reacciones de Maillard. Uno de los principales
derivados de la manzana es la sidra, una bebida producida a través del pren-
sado y fermentado de la manzana, siendo Asturias el principal productor a
nivel regional. El objetivo de este estudio fue valorar la asociacién del con-
sumo de manzana y derivados sobre diferentes marcadores relacionados con
el estado de salud. Para ello, se analizé un grupo de 147 personas a las que
se entrevisté mediante un cuestionario de frecuencia de alimentos. Posterior-
mente se realizaron andlisis bioquimicos en sangre y microbioldgicos en heces.
Mediante un andlisis estadistico utilizando el software IBM SPSS Statistics 27,
se correlacionaron los biomarcadores relacionados con el estado de salud con
el consumo de manzana y de sidra. A su vez se identificaron cudles eran los
principales componentes de la manzana asturiana y los principales polifenoles
de la manzana y la sidra asturiana, mediante busqueda bibliogrdfica para cal-
cular la ingesta de polifenoles derivados de la manzana y la sidra en la muestra
de estudio, a partir de la ingesta diaria de cada alimento en g/dfa y mL/dfa
respectivamente. Nuestros resultados mostraron que la contribucién de los po-
lifenoles de manzana a la ingesta total de estos compuestos es muy importante,
observdndose relaciones positivas de estos compuestos con el ORAC antioxi-
dante, fibras y pectinas, y negativas con la lipoperoxidacién lipidica, y algunos
grupos bacterianos como Clostridium y Lactobacillus.







Abstract

Apples are fruits that in their chemical composition contains bioactive
compounds of a phenolic nature called polyphenols, capable of preventing
and slowing down cellular aging, oxidation by trapping free radicals, and those
derived from Maillard reactions. One of the main derivatives of the apple is
cider, a drink produced by pressing and fermenting the apple, with Asturias
being the main producer at the regional scene. The objective of this study was
to assess the association of apple consumption and derivatives on different
markers related to health status. To do this, a group of 147 people who were
interviewed using a food frequency questionnaire was analyzed. Subsequent-
ly, biochemical analyzes in blood and microbiological analyzes in feces were
performed. Through statistical analysis using IBM SPSS Statistics 27 softwa-
re, biomarkers related to health status were correlated with apple and cider
consumption. At the same time, the main components of the Asturian apple
and the main polyphenols of the Asturian apple and cider were identified,
through a bibliographic search to calculate the intake of polyphenols derived
from apple and cider in the study sample, from of the daily intake of each food
in g/day and mL/day, respectively. Our results showed that the contribution
of apple polyphenols to the total intake of these compounds is very impor-
tant, observing positive relationships of these compounds with the antioxidant
ORAG, fibers and pectins, and negative relationships with lipid lipoperoxida-
tion, and some bacterial groups such as Clostridium and Lactobacillus.







1. Introduccién

La interaccién de manzanay salud, comtinmente ha tenido connotaciones
positivas, demostrando en varios estudios cientificos efectos beneficiosos sobre
el cdncer, la prevencién de enfermedades cardiovasculares, y efectos protectores
para nuestro intestino (Vallée Marcotte ez al., 2022). Uno de los principales
derivados de la manzana en Asturias es la sidra, una bebida natural fermentada
que se obtiene a partir del prensado y la fermentacién de la manzana. Ademds
del contenido en vitaminas como A y C con actividad antioxidante, dentro de
los componentes principales de la manzana destacan los polifenoles y las fibras.
El término polifenol engloba una alta cantidad de compuestos muy variados
procedentes del reino vegetal que confieren color, aromas, astringencia a los
alimentos ademds de atribuir propiedades antioxidantes (Santos-Buelga e 4/,
2019). Mientras que en la manzana los principales polifenoles son: los 4cidos
hidroxicindmicos, los flavanoles y las dihidrocalconas siendo la floridzina ex-
clusivo de esta fruta, en la sidra predominan los 4cidos fendlicos (4cido gdlico
como principal representante), seguidos de los flavanoles, fenoles voldtiles y
dihidrocalconas. Otros de los componentes principales son las fibras, como la
pectina asociada de forma positiva con la funcién intestinal.

Dentro de nuestro organismo y en los alimentos se originan las reaccio-
nes de Maillard, que generan productos finales de glicacién avanzada (AGE)
muy estables térmicamente capaces de influir negativamente sobre los vasos
sanguineos, envejecimiento y enfermedades crénicas (Shen ez al., 2020). Los
polifenoles son capaces de interferir en diferentes puntos de este mecanismo de
glicacién para reducir o evitar la formacién de estos compuestos con capacidad
de dafar nuestro organismo. La microbiota es el conjunto de microorganismos
comensales que colonizan nuestro cuerpo incluyendo bacterias, arqueas, virus
y eucariotas unicelulares. La mayor poblacién microbiana se encuentra en el
intestino humano; en particular en el colon (Bickhed ez 4l., 2004). Mientras
que varios estudios han abordado el uso de las fibras alimentarias para modi-
ficar la microbiota intestinal, la informacién sobre otros componentes corre-
lacionados, como los polifenoles, es escasa. Hasta la fecha, hay pocos estudios
que se hayan centrado en las interacciones entre la ingesta de polifenoles y la
microbiota: las pruebas de estudios en animales y humanos han demostrado
que la suplementacién con alimentos ricos en polifenoles, como el vino tin-
to, el té, el cacao o los ardndanos, modula algunas poblaciones bacterianas




intestinales, pero los resultados no fueron concluyentes (Queipo- Ortuno er
al., 2012). Se sabe que la presencia natural de flavonoides en los alimentos
y su interaccién con otros componentes de la dieta, como las fibras, puede
modificar el nivel de polifenoles disponibles para la microbiota intestinal (Ven-
drame ez al., 2011). En este sentido, es posible que las dihidrocalconas de las
manzanas, junto con la fibra dietética, sean degradadas por el Bifidobacterium,
favoreciendo su crecimiento. Este efecto de los polifenoles de las manzanas,
previamente reportado en modelos animales y en humanos deberfa ser de espe-
cial interés para el mantenimiento de la salud (Sembries ez a/., 2003) (Sembries
et al., 2006).

1.1. Objetivos

Los objetivos de este Trabajo Fin de M4ster son:

a)  Describir la ingesta de manzana y derivados en una muestra de su-
jetos adultos sin patologfas declaradas.

b)  Cuantificar los principales tipos de polifenoles procedentes de la
manzana y/o sidra.

o) Estudiar el impacto del consumo de manzana, sidra o sus compo-
nentes bioactivos sobre diversos biomarcadores sanguineos relacio-
nados con el estado de salud.

d)  Analizar la asociacién del consumo de manzana, sidra o sus compo-
nentes bioactivos sobre la composicién de la microbiota intestinal
en los sujetos estudiados.




2. Consideraciones tedricas y experimentales
2.1. Efectos beneficiosos de la manzana sobre la salud

Siempre se le han atribuido efectos positivos en la salud al consumo de
manzana debido a sus componentes y a sus propiedades nutricionales.

Varios estudios han relacionado especificamente el consumo de manza-
nas con un riesgo reducido de cdncer, principalmente el cdncer de pulmén
(Boyer y Liu, 2004). En el Estudio de Salud de Enfermeras y el Estudio de Se-
guimiento de Profesionales de la Salud, en los que participaron més de 77 000
mujeres y 47 000 hombres, la ingesta de frutas y verduras se asocié con una
reduccién del 21 % en el riesgo de cdncer de pulmdn en las mujeres, siendo
las manzanas una de las frutas individuales asociadas con un menor riesgo de
cdncer de pulmén (Feskanich ez a/., 2000).

En un estudio en el que participaron 10.000 individuos, se observé una
fuerte relacién inversa entre la ingesta de flavonoides y el desarrollo de cdncer
de pulmén siendo la manzana el tnico alimento inversamente relacionado con
el riesgo de cdncer de pulmén (Kneke ez 2/.,1996).

En el Zutphen Elderly Study, 728 hombres (de 65 a 84 afios de edad)
fueron estudiados para ver la relacién entre las catequinas dietéticas y el cdncer
epitelial. Como resultado se asocié el consumo de manzanas positivamente
con una disminucién de la incidencia de cdncer de pulmén epitelial. Ademds,
también se mostré una asociacién inversa entre los flavonoides de frutas y
verduras y la incidencia total de cdncer y tumores del tracto alimentario y
respiratorio (Arts ez al., 2001).

Segtin Sandoval-Ramirez ez al., el consumo regular de 100-150 g/dfa de
manzanas enteras, es considerado una accién positiva para la prevencién de las
Enfermedades cardiovasculares (ECV) y la mortalidad por ECV. Ademds, la
ingesta de manzanas propicia una mejora frente a diferentes factores de ries-
go de ECV como la reduccién de: la presién arterial, la presién de pulso, el
colesterol total, el LDLc y el estado de inflamacién, al tiempo que aumenta
el HDLc y mejora la funcién endotelial. Esta informacién apoya el consumo
regular de manzanas como un método eficaz para prevenir las enfermedades
cardiovasculares (Sandoval-Ramirez ez al., 2020).

El consumo de manzanas también puede estar asociado con un menor
riesgo de diabetes. En el estudio de 10,000 personas, se asocié un menor ries-
go de diabetes tipo II con el consumo de manzanas, y una mayor ingesta de




quercetina, un componente principal de la piel de manzana. La ingesta de
manzanas también se ha asociado con la pérdida de peso en 400 mujeres hi-
percolesterolémicas de mediana edad con sobrepeso en Brasil (de Oliviera ez
al., 2003).

Se investigaron los efectos de las manzanas sobre las actividades enzimd-
ticas y bioldgicas de la toxina colérica (CT). Cuando se identificé el extracto
de polifenoles de manzana, se observé que, eran capaces de inhibir la toxina
de una manera dosis dependiente siendo la catequina el principal compuesto
inhibitorio (Saito ez al., 2002).

2.2. Derivados de la manzana: La sidra

En Europa, el término «sidra» se refiere a la bebida fermentada que se
obtiene a partir de las manzanas. Su elaboracién constituye una industria im-
portante en paises como el Reino Unido, su principal productor, seguido por
Irlanda, Francia y Espafia. Dentro de la Peninsula Ibérica, Asturias, situada en
la costa cantdbrica del norte de Espafia, es la principal regién productora de
sidra del pais (alrededor del 80% del total) (Picinelli ez /., 2000).

El Cédigo Alimentario Espafiol (BOE, 1979) define la sidra como «una
bebida elaborada a partir de la fermentacién parcial o total del zumo de man-
zanas frescas o zumo concentrado de manzana, con una graduacién alcohdlica
minima del 4% (v/v)». Se incluyen dos tipos de sidra:

a)  Lasidra espumosa, elaborada a partir de zumo de manzana concen-
trado y/o mosto fresco de manzana, dénde se permite la adicién de
azicares y anhidrido carbénico, asf como la utilizacién de diferentes
procesos de estabilizacién.

b)  Lasidra natural, que se elabora segin los métodos tradicionales, que
prohibe la adicién de aztcares y CO2, permitiendo el uso exclusivo
de los jugos obtenidos a partir del prensado de las manzanas. Esta
es una limitacién para el proceso de produccién, dependiendo de la
disponibilidad de la materia prima (Picinelli ez /., 2000).

A pesar de ello, la elaboracién de sidra tanto natural como espumosa, es
una industria importante, con una produccién media anual de mds de 6 mi-
llones de litros elaborados en la regién asturiana con denominacién de origen

protegida (DOP) en 2021. (Memoria Anual de actividades 2021, 2022).
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La composicién de la sidra se debe principalmente a la fermentacién que
es la base en la produccidn, y a otras cualidades como: la variedad de manzana,
las condiciones de crecimiento, el cultivo de manzana, la etapa de maduracién,
el tipo de fermentacidn, las cepas de levadura, el equipo y el método de pro-
duccidn, y el uso de aditivos (Laaksonen ez al., 2017).

La sidra de manzana se ha caracterizado como una bebida funcional
por su contenido rico en polifenoles bioactivos como la manzana, pero
también por su microbioma natural que afecta de forma beneficiosa a la
microbiota intestinal. Por lo tanto, los beneficios para la salud asociados
con las manzanas y sus productos fermentados, como la sidra, posiblemente
se atribuyen a su alto contenido de bioactivos, ya que son abundantes en
minerales, potasio y magnesio, y son una rica fuente predominantemente
de vitamina C y E, alto contenido de fitoquimicos, y polifenoles, como los
flavonoides y los probidticos que benefician nuestro microbioma (Koutsos
et al., 2015).

Este derivado de la manzana contiene compuestos bioactivos que se han
asociado con actividades que evitan la agregacién plaquetaria, contra el media-
dor inflamatorio y trombético PAF y el agonista plaquetario ADP. Un andlisis
por HPLC y GC-MS detecté los cambios producidos por la fermentacién en
el contenido de lipidos y la composicién de dcidos grasos en esta bebida, rica
en 4cidos grasos monoinsaturados beneficiosos y dcidos grasos poliinsaturados
omega 3 presentando una funcién antiinflamatoria y cardioprotectora (Tsou-
pras et al., 2021).

2.3. Componentes de la manzana: Polifenoles

Los componentes principales de la manzana asociados al estado de salud
son los polifenoles, y la fibra.

Los compuestos fendlicos de la dieta constituyen uno de los grupos de
productos naturales mds numerosos y ampliamente distribuidos en el reino ve-
getal presentando mds de 8000 estructuras fendlicas diferentes, y entre ellas se
han identificado mds de 4000 flavonoides (Tsao, 2010). Las fuentes mds ricas
en polifenoles son grupos de alimentos y bebidas como: las frutas, verduras,
cereales integrales y otros como el &, chocolate y vino (Bravo, 1998).

Los polifenoles vegetales comprenden una gran diversidad de compues-
tos, entre los que se suelen distinguir los flavonoides y varias clases de no




flavonoides. Estos dltimos (Figura 1) son moléculas simples, como los dcidos
fendlicos (que se subdividen en derivados del 4cido benzoico y del 4cido ci-
ndmico, basados en esqueletos C1-C6 y C3- C6, respectivamente (Cheynier,
2005).

/

Hi H

Acido cefeico, R=H;
Acido clorogénico, R-5-quinoil;
Acido criptoclorogénico, R-4-quinoil;
Acido neoclorogénico, R=3-quinoil;

Acido protocatequiico, R-H; Acido p-cumarico
Acido vanilico, R-OCH,

Acido glico, R=H; Acido fertlico

Acido siringico, R-OCH, Hs

Acido sindpico

H

Acidos Benzoicos Acidos Cinamicos

Figura 1. Se representan en férmula estructural los dos grupos principales de 4cidos
fendlicos, con ejemplos (Adaptado de Cheynier, 2005).

Los flavonoides se pueden subdividir en diferentes subgrupos segtin el
carbono del anillo C al que se une el anillo B y el grado de insaturacién y
oxidacién del anillo C (Fig. 2). Los flavonoides en los que el anillo B estd
enlazado en la posicién 3 al anillo C se denominan isoflavonas. Aquellos en
los que el anillo B estd enlazado en la posicién 4 al anillo C se denominan
neoflavonoides, mientras que aquellos en los que el anillo B estd enlazado en la
posicién 2 al anillo C se pueden subdividir en varios subgrupos sobre la base
de las caracteristicas estructurales del anillo C. Estos subgrupos son: flavonas,
flavonoles, flavanonas, flavanonoles, flavanoles o catequinas, antocianinas y

chalconas (Panche ez al., 2016).
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Figura 2. Estructuras bésicas del esqueleto de los diferentes tipos de flavonoides
(Panche ez al., 2016).

A)  Las flavonas: son uno de los subgrupos mds importantes de flavo-
noides, estin presentes en hojas, flores y frutos como glucésidos.
Las principales fuentes de flavonas son el apio, el perejil, los pimien-
tos rojos, la manzanilla, la menta y el ginkgo biloba o las cdscaras
de los citricos. Algunas de las mds conocidas son la luteolina, apige-
nina, tangeretina, tangeretina, nobiletina y sinensetina (Claudine ez
al., 2004). Sus estructuras quimicas presentan un doble enlace entre
las posiciones 2 y 3 y una cetona en la posicién 4 del anillo C. La
mayorfa de las flavonas tienen un grupo hidroxilo en la posicién 5
del anillo A, mientras que la hidroxilacién en otras posiciones, en
su mayor parte en la posicién 7 del anillo A 0 3’ y 4’ del anillo B,
puede variar segun la clasificacién taxonémica de la verdura o fruta

en particular (Figura 3) (Hostetler ez /., 2017).
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E)

F)

Los flavonoles son flavonoides con un grupo cetona, y componen-
tes bdsicos de las proantocianinas. Los flavonoles mds estudiados
son kaempferol, quercetina, miricetina y fisetina. Las cebollas, la col
rizada, la lechuga, los tomates, las manzanas, las uvas, las bayas, el té
y el vino tinto son fuentes de flavonoles.

En comparacién con las flavonas, los flavonoles tienen un grupo
hidroxilo en la posicién 3 del anillo C, que también puede estar
glicosilado (Figura 3). Al igual que las flavonas, los flavonoles tam-
bién tienen patrones de metilacién e hidroxilacién muy diversos y,
considerando los diferentes patrones de glicosilacién, son el sub-
grupo mds comun y mds grande de flavonoides en frutas y verduras
(Panche et al., 2016).

Las flavanonas son otra clase importante presente en todos los citri-
cos como naranjas, limones y también en las uvas. La hesperidina, la
naringenina y el eriodictiol son ejemplos de esta clase de flavonoides.
Estos compuestos son los responsables del sabor amargo del jugo y
la cdscara de los citricos. A nivel estructural las flavanonas, también
llamadas dihidroflavonas, tienen el anillo C saturado; por lo tanto, a
diferencia de las flavonas, el doble enlace entre las posiciones 2 y 3
estd saturado y esta es la dnica diferencia estructural entre estos dos
subgrupos de flavonoides (Figura 3) (Sykuta ez /., 2021).

Los isoflavonoides son un subgrupo grande y muy distintivo de
flavonoides, sin embargo, presentan una distribucién limitada en
el reino vegetal y encontrdndose predominantemente en la soja y
otras plantas leguminosas (Figura 3). Las isoflavonas como la genis-
teina y la daidzeina se consideran cominmente fitoestrégenos debi-
do a su actividad estrogénica en ciertos modelos animales (Veitch,
2013).

Los neoflavonoides son una clase de compuestos polifendlicos.
Mientras que los flavonoides tienen un esqueleto de 2-fenilcro-
meno-4-ona, los neoflavonoides tienen un esqueleto de 4-fenil-
cromeno sin sustitucién del grupo hidroxilo en la posicién 2. La
primera neoflavona aislada de fuentes naturales en 1951 fue la

calofilolida de las semillas de Calophyllum inophyllum.

Los flavanoles también llamados dihidroflavonoles o catequinas,
son los derivados 3-hidroxi de las flavanonas. Son un subgrupo muy




diversificado y multisustituido. Los flavanoles también se denomi-
nan flavan-3-oles ya que el grupo hidroxilo siempre estd unido a la
posicién 3 del anillo C. A diferencia de muchos flavonoides, no hay
doble enlace entre las posiciones 2 y 3. Los flavanoles se encuentran
abundantemente en pldtanos, manzanas, ardndanos, melocotones y
peras (Luo ez al., 2022).

G) Lasantocianinas son pigmentos responsables de los colores en plan-
tas, flores y frutos. La cianidina, delfinidina, malvidina, pelargo-
nidina y peonidina son las antocianinas mds estudiadas. Ocurren
predominantemente en las capas celulares externas de varias frutas
como ardndanos, grosellas negras, uvas rojas, uvas merlot, frambue-
sas, fresas, ardndanos, ardndanos y moras (Figura 3). La estabilidad,
junto con los beneficios para la salud de estos compuestos, facilita
su uso en la industria alimentaria en una variedad de aplicaciones.
El color de la antocianina depende del pH y también de la metila-
cién o acilacién de los grupos hidroxilo en los anillos A y B (Iwas-
hina, 2013).

H) Las calconas son una subclase de flavonoides. Se caracterizan por
la ausencia del ‘anillo C’ de la estructura bdsica del esqueleto de
flavonoides. Por lo tanto, también pueden denominarse flavonoides
de cadena abierta. Los principales ejemplos de chalconas incluyen
floridzina, arbutina, floretina y calconaringenina. Las calconas se
encuentran en cantidades significativas en tomates, peras, fresas,
gayubas, manzanas y ciertos productos de trigo (Figura 3). Las cal-
conas y sus derivados han atraido una atencién considerable debido
a sus numerosos beneficios nutricionales y bioldgicos (Zhuang ez
al.,, 2017).

La ingesta de flavonoides a través de fuentes alimenticias es la forma mds
sencilla y segura de combatir enfermedades y modular actividades enzimdticas

(Panche ez al., 2016).
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Figura 3. Clases, subclases y fuentes naturales de flavonoides.
(Adaptado de Panche et al., 2016).

Las manzanas son un alimento bajo en grasas y altas en carbohidratos,
con fructosa como azicar predominante, también son una rica fuente de vita-
minas (principalmente C y E), minerales (potasio y magnesio), triterpenoides,
como el 4cido ursélico, fibra (soluble e insoluble) y polifenoles (Koutsos et 4/.,
2015).

Los principales polifenoles de las manzanas son los 4cidos hidroxici-
ndmicos (que se encuentran principalmente como ésteres quinicos, como
el 4cido clorogénico), los flavanoles (catequinas y procianidinas) y las di-
hidrocalconas; la floretina 2’- O -glucésido y la floretina-2’- O -(2”- O
-xilosil) glucdsido, donde sus concentraciones son mds altas en la piel que
en la pulpa. Los flavonoles y las antocianinas estdn presentes en cantidades




mds pequefias y estdn casi completamente restringidos a la piel. Todos estos
compuestos son constituyentes de las frutas mds cominmente consumidas,

excepto la floridzina, una dihidrochalcona que es especifica de las manzanas.
(Cheynier, 2005).

En la sidra asturiana los dcidos fendlicos (4cidos hidroxi y dihidroxicind-
micos) constituyen el grupo mayoritario, seguidos de los flavanoles (catequi-
na, epicatequina y procianidinas), fenoles voldtiles y dihidrocalconas, mientras
que los flavonoles son minoritarios (Lobo ez 4., 2009).

2.4. Componentes de la manzana: Fibras

Las manzanas contienen aproximadamente entre un 2 % y un 3 % de
fibra, son ricas en fibra insoluble, incluidas la celulosa y la hemicelulosa,
siendo la pectina la principal fibra soluble que contiene homogalacturona-
nos (que consisten en largas cadenas de dcidos galacturdnicos con enlaces
o.-(1-4)) y ramnogalacturonanos. El grado de metilacién, de los residuos de
dcido galacturdnico influye fuertemente en las propiedades fisicoquimicas y
funcionales. En estudios se ha propuesto que la pectina de manzana tiene
propiedades beneficiosas para reducir el colesterol y el metabolismo de la
glucosa. Ademds, la pectina es un agente gelificante e influye en el tiempo
de trdnsito, el vaciado gédstrico y la absorcién de nutrientes del intestino. Es
resistente a la degradacién por el dcido gdstrico y las enzimas intestinales
v, por lo tanto, llega al colon, donde la microbiota intestinal lo fermenta
en 4cidos grasos de cadena corta (AGCC), contribuyendo a la microbioma
intestinal (Koutsos et al., 2015).

2.5. Mecanismos de accion

La reaccién de Maillard es una funcién de glicacién no enzimdtica que
implica varios pasos y mucho tiempo para poder completarse (Figura 4).
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Figura 4. Via para la formacién de AGEs. Los grupos amino N-terminales

de la protefna y el azticar reductor forman dicarbonilos, (metilglioxal, glioxal

y 3-desoxiglucosona) a través de la via de los polioles, la glucdlisis o la autooxidacién
del azdcar reductor, lo que lleva a la generacién de AGE patolégicos.

AGE = producto final de glicacién avanzada; CEL = N &- carboxietillisina;

CML = N ¢ -carboximetil-lisina; 3-dG = 3- desoxiglucosona; DOLD = dimero

de lisina de 3-desoxiglucosona; GO = glioxal; GOLD = dimero de glioxal-lisina;
MG = metilglioxal; MG-H = hidroimidazalona derivada de MG; MOLD = dimero
de metilglioxal-lisina. (Adaptado de Vauzour ez al., 2010).

A)  Fase inicial

En la fase inicial de la reaccién de Maillard, los azticares reductores, como
la glucosa, la fructosa o la ribosa, actuardn sobre los grupos amino terminales de
las proteinas, los 4cidos nucleicos o los fosfolipidos para formar bases de Schiff
inestables, que se volverdn mds estables ceto-aminas, también llamadas productos

de Amadori.

Las reacciones en esta fase son todas reversibles y dependiendo de las
concentraciones de sustrato y el tiempo de reaccidn, estas reacciones tienen di-
ferentes efectos. Ademds, las bases de Schiff son propensas a la oxidacién para
producir radicales libres, lo que da como resultado la formacién de productos
intermedios de carbonilo activo (Bonnefont- Rousselot, 2002).




B) Fase de propagacién o fase intermedia

Durante el proceso de reordenamiento de Amadori, la funcién de
oxidacién inducida por la funcién catalitica de los iones metdlicos o el oxi-
geno producird muchos compuestos de carbonilo, incluidos MG, glioxal y
3-desoxiglucosona.

C) Fase avanzada

La fase avanzada es la tltima fase de la reaccién de Maillard, donde los
compuestos de dicarbonilo forman isémeros con los residuos de arginina y
lisina de las protefnas, denominados productos finales de glicacién avanzada
(AGE), muy estables térmicamente.

Los AGE estdn relacionados con enfermedades de los vasos sanguineos,
asf como con enfermedades relacionadas con el envejecimiento y crénicas, la
acumulacién crénica en el rifién induce dafio en los tibulos capilares y renales,
lo que provoca un deterioro de la funcién renal ademds de neuropatia diabéti-
ca. Muchos alimentos, bebidas y sustancias contienen derivados de AGE como
los azdcares (Nemet ez al., 20006).

Hay muchos pasos en la sintesis de AGE, por lo tanto, las funciones de
antiglicacién pueden ocurrir en cualquier paso (Figura 5). A continuacidn, se
enumeran varios mecanismos posibles que pueden retrasar o reducir la sintesis

de AGE (Yeh et al., 2017) (Vauzour et al., 2010).

(1) Reduccién de la produccién de radicales libres durante el proceso de
glicacién: la primera etapa de la reaccién de Maillard se acompaiia de
la produccién de una gran cantidad de radicales libres. Ademds, las
bases de Schiff son propensos a la oxidacién para producir radicales
libres y grupos carbonilo reactivos. Por lo tanto, en la etapa temprana
de la glicacidn, la captura de radicales libres para reducir el estrés
oxidativo y la disminucién de la produccién de grupos carbonilo y
dicarbonilo reactivos pueden inhibir la funcién de glicacién.

(2)  Reduccién de la produccién de base de Schiff y productos de Ama-

dori: el bloqueo de los grupos carbonilo o dicarbonilo de los aztica-
res reductores puede inhibir la produccién de AGE.

(3) Desintoxicacién del metabolito de dicarbonilo reactivo MG: GLO
I es una parte del sistema de glioxalasa presente en el citosol de las




células. Cataliza la isomerizacién de hemitioacetal para provocar la
conversién espontdnea de o-oxoaldehido RCOCHO vy glutation
(GSH) en derivados de S-2-hidroxiacilglutatién, RCH(OH)CO-
SG, lo que reduce la produccién de a-oxoaldehido y sustancias rela-
cionadas con la glicacién en el cuerpo.

(4) Inhibicién de la generacién de productos Amadori en fase avanzada.

(5) El bloqueo del entrecruzamiento de los AGE también puede inhi-
bir la produccién de AGE.

(6) La produccién de AGE estd asociada con la presencia de iones de
metales de transicién. Por lo tanto, la quelacién de iones metdlicos
puede inhibir la produccién de AGE.

(7) Bloquear la funcién de RAGE y reducir el posterior desarrollo de

estrés oxidativo e inflamacién
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Figura 5. Mecanismos de antiglicacién de los polifenoles. inhibicién de AGE.

(1) Inhibicién de la formacién de ROS durante la glicacién. (2) Inhibicién de la base

de Schiff, productos de Amadori y posterior formacién de grupos dicarbonilo.
(3) Desintoxicacion del precursor de AGE - MG por el sistema de glioxalasa.

(4) Inhibicién de la formacién de AGE daiiinos. (5) El bloqueo de la interaccién

AGE-RAGE inhibe el estrés oxidativo y la generacién de ROS, los estimulos

inflamatorios y las lesiones fisicas a través de diferentes vias. AGE = producto final

de glicacién avanzada; GLO = glioxalasa; MG = metilglioxal; RAGE = receptor
de AGE; ROS = especies reactivas de oxigeno. (Adaptado de Yeh ez al., 2017).
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Estudios han confirmado que diferentes sustancias polifenélicas tienen
funciones antiglicacién, reduciendo la produccién de compuestos carbonilicos
se puede conseguir proteccién cardiovascular o retrasar el desarrollo de la dia-
betes mellitus y sus complicaciones a través de la funcién antiglicacién (Xiao
y Hogger, 2015).

Los polifenoles en productos naturales tienen propiedades antioxidantes
y pueden influir en la produccién de AGE a través de diferentes mecanismos

(Tabla 1).

Tabla 1. Efectos antiglicantes de los polifenoles. (Adaptado de Yeh ez /., 2017).

Mecanismo de antiglicacién Tipo de polifenol Funcién
(1) Inhibicién de ROS Acidos fenélicos Propiedades antioxidantes
Lignanos Inhibicién de ROS mediada por NADPH oxidasa
Flavonoides Propiedades antioxiantes
(2) Inhibicién de la formacién ~ Acidos fenélicos Atrapa MG
de MG i
Flavonoides

(3) Desintoxicacién de MG Estibenos + flavonoides  Activacién de GLO 1

(4) Inhibicién de la formacién ~ Acidos fenélicos Inhibicién de la formacién de AGE (p. ¢j. CEL
dafiina de AGE y CML)
Flavonoides Inhibicién de la formacién de AGE
(5) Receptor AGE Estibenos Mejorar las complicaciones de la Diabetes Mellitus
(DM)

2.6. La microbiota. Posible nexo en la interaccion manzana-salud

El intestino humano hospeda una amplia y diversa cantidad de microor-
ganismos, que comprende aproximadamente 10" células microbianas por
gramo de contenido intestinal y hasta 1000 especies diferentes de microorga-
nismos, denomindndose microbiota intestinal (Eckburg ez a/., 2005). El colon
humano estd colonizado principalmente por dos filos, Firmicutes y Bacteroi-
detes, que representan mds del 90 % de todos los filotipos, seguidos por una
menor abundancia relativa de Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacterium y
Verrucomicrobia (Robles Alonso y Guarner, 2015).




La microbiota intestinal tiene unas funciones muy importantes sobre
nuestro organismo:

A) Aumenta la eficiencia de la obtencién de energfa de la dieta a través
del metabolismo de los componentes dietéticos no digeribles.

B) Mantiene la homeostasis inmunoldgica. C) Sintetiza vitaminas,
comolaB12ylaK.

D) Proporciona una barrera contra patégenos invasores.

E) Refuerza las uniones estrechas de las células epiteliales intestinales.

Las Bifidobacterias, los Lactobacilos y las bacterias productoras de buti-
rato, como Faecalibacterium prausnitzii y Eubacterium rectale, se consideran
comunmente como bacterias promotoras de la salud involucradas en la fer-
mentacién sacarolitica que producen 4cidos grasos de cadena corta (SCFA)
(Wallace et al., 2011). En contraste, el crecimiento excesivo de otras bacterias,
como las Enterobacteriaceae y ciertos grupos de Clostridios, se asocia con impli-
caciones negativas para la salud, una composicién inadecuada de la microbiota
se ha asociado con enfermedades metabdlicas como la obesidad, la diabetes
tipo I y tipo Il y la aterosclerosis, ciertos tipos de cdncer y enfermedades au-
toinmunes (Delzenne y Cani, 2011).

Los perfiles de microbiota intestinal se pueden alterar a través de la
dieta segtin el tipo y la cantidad de componentes de los alimentos que llegan
al colon (Tuohy ez al., 2012). La fibra dietética, es un sustrato importante
para la fermentacién del colon, juega un papel importante contra el desa-
rrollo de enfermedades crénicas como la diabetes tipo 2, las enfermedades
cardfacas, la obesidad y el cdncer (Mann y Cummings, 2009). Segin Gibson
et al., (2010), un prebidtico dietético es «un ingrediente fermentado selecti-
vamente que da como resultado cambios especificos en la composicién y/o
actividad de la microbiota gastrointestinal, lo que otorga beneficios para la
salud del huésped».

La fibra es la principal fuente de energfa para la microbiota intestinal que
conduce a la produccién de SCFA butirato, acetato y propionato, los cuales
presentan multiples funciones en el huésped, como fuentes de energfa clave
para la mucosa intestinal, el higado, los musculos u otros tejidos periféricos,
contribuyendo entre el 7% y el 8% de las necesidades energéticas diarias. Pero
lo que es mds importante, desempefian un papel importante en la funcién
celular, el sistema inmunitario, el metabolismo de los lipidos, la motilidad y la




permeabilidad intestinales, lo que afecta el riesgo de trastornos gastrointestina-
les, cdnceres y ECV (Tuohy et al., 2012).

Ademds, hasta el 90 % de los polifenoles vegetales de la dieta, incluidas
las manzanas, llegan intactos al colon (Del Rio et @/, 2013). La interaccién
con la microbiota intestinal es reciproca, ya que las bacterias comensales trans-
forman los polifenoles en metabolitos aromdticos simples, mientras que los
polifenoles tienen la capacidad de modular la composicién de la microbio-
ta intestinal, inhibiendo algunas poblaciones bacterianas y estimulando otras
(Laparra y Sanz, 2010).

3. Metodologia
3.1. Caracterizacion de la muestra

Este estudio se realiza a partir de cuestionarios dietéticos, muestras san-
guineas y fecales procedentes de una muestra de 147 individuos, el 70.8%
mujeres, con un rango de edad comprendido entre 19 y 95 afios (57.84 =
17.19) y con un indice de masa corporal (IMC) entre 19 y 40 kg/m?2. Todos
los individuos de la cohorte fueron reclutados en el Principado de Asturias y
dieron su consentimiento informado para la participacién en el presente estu-
dio. Ademds, los participantes fueron seleccionados conforme a los siguientes
criterios de exclusién:

(a) No haber sido diagnosticados previamente de alguna patologfa in-
mune, enfermedad inflamatoria intestinal o cualquier otra condi-
cién que pudiese afectar a la funcién intestinal.

(b) No haber estado sometidos a tratamiento médico como corticoides
orales, agentes inmunosupresores, anticuerpos monoclonales, anti-
bidticos o inmunoterapia.

() No haber consumido algtin suplemento con contenido en probié-
ticos o prebidticos durante el mes previo al estudio.

Para la realizacién del estudio se obtuvo la aprobacién ética del Comité
Regional de Etica para la Investigacién Clinica («Servicio de Salud del Principa-
do de Asturias n°13/2010») en cumplimiento de la Declaracién de Helsinki de
1964, dltima revisién en 2013.




3.2. Evaluacion nutricional

La ingesta dietética fue evaluada mediante un cuestionario de frecuencia
de alimentos (FFQ), con la asistencia de dietistas profesionales, los cuales inte-
rrogaron a los sujetos sobre el consumo habitual de mds de 160 alimentos. Se
prestd atencién a las précticas culinarias, elaboracién del mend y a las cantida-
des ingeridas a través de imdgenes de tamafios de racién diferentes. La Capaci-
dad de Absorcién de Radicales de Oxigeno (ORAC) de los distintos alimentos
se obtuvo a partir de la base de datos del ORAC de Alimentos Seleccionados
del USDA. Esta base de datos indica los valores de ORAC hidrofilico, ORAC
lipofilico y ORAC total para 275 alimentos como pmol de equivalentes de
Trolox (TE)/100 g (Ferndndez-Navarro ez al., 2017).

La informacidn sobre las fibras dietéticas solubles e insolubles, ademds de
pectina y hemicelulosa se determiné a partir del método de Matlett y Cheung

(1997).

3.3. Andlisis bioquimicos de sangre

Se extrajeron muestras de sangre en ayunas mediante venopuncién, pos-
teriormente las muestras se mantuvieron en hielo y se centrifugaron. Las ali-
cuotas de plasma y suero se mantuvieron a -20 °C hasta que se realizaron los
andlisis.

Los niveles séricos de proteina C reactiva (PCR) se determinaron utili-
zando un kit CRP Human Instant ELISA (Ebioscience, San Diego, CA, EE.
UU.), y los de malondialdehido (MDA) con un ensayo colorimétrico de pe-
roxidacién lipidica (Byoxytech LPO-586, Oxis International SA, Paris, Fran-
cia) (Ferndndez-Navarro et al., 2019).

Los biomarcadores de interés estudiados en nuestra cohorte han sido:

1. El cociente LDL/HDL, (cociente que cuando aumenta es per-
judicial para el desarrollo de aterosclerosis) (Mertens y Holvoet,
2001).

2. La proteina C reactiva, considerada una «proteina de fase aguda»,
un indicador temprano de enfermedades infecciosas o inflamato-
rias, se utiliza como un dispositivo de deteccién de inflamacién, un
marcador de actividad de la enfermedad y como complemento de

diagnéstico (Clyne y Olshaker, 1999).




3. El malonaldehido (MDA) en suero, estd asociado a la peroxidacién
lipidica y es generado en situaciones de estrés oxidativo (Pereira ez
al., 2016).

3.4. Andlisis microbioldgicos y pardmetros asociados a la microbiota

Para analizar la microbiota y cuantificar los grupos bacterianos, a cada
sujeto se le pidié que depositara una muestra fecal (10-50g), después de la
entrevista para la evaluacién nutricional, se recolecté en condiciones de esteri-
lidad y se congeld a -80°C hasta su posterior andlisis.

Se homogeneizd la mezcla, utilizando un Stomacher y se extrajo ADN
utilizando el mini kit de heces de ADN QIAamp (Qiagen, Hilden, Alemania).
Finalmente, mediante un sistema de PCR en tiempo real se cuantific los gru-
pos bacterianos. (Ferndndez-Navarro ez al., 2018).

Los pardmetros asociados a la microbiota y las distintas familias de mi-
croorganismos estudiadas han sido:

A)  Las pectinas, solubles e insolubles procedentes de la dieta global.

B) Las hemicelulosas, solubles e insolubles procedentes de la dieta

global.

C) Los tres tipos de fibras, soluble, insoluble y total, presentes en la
totalidad de la dieta proveniente de distintos alimentos.

D) La Microbiota procedente del intestino y del colon a través de
muestras de heces y mediante métodos de identificacién de mi-
croorganismos: Enterobacterias, Akkermansia, Bacteroides, Clostri-
dium, Lactobacillus, Faecalibacterium, Bifidobacterium.

3.5. Andlisis estadistico

Para examinar las posibles relaciones existentes entre el consumo de man-
zana o sidra y los pardmetros bioquimicos en sangre periférica, se ha empleado
el soffware IBM SPSS Statistics 27, una potente plataforma estadistica, que
permite realizar ensayos estadisticos y analizar un gran conjunto de datos. Se
incluyen todos los aspectos del ciclo de vida de la analitica, desde la prepara-
cién y la gestién de datos hasta el andlisis y la creacién de informes, donde se
puede trabajar las bases de datos y realizar diferentes tipos de test estadisticos
(IBM SPSS Statistics, 2022).




Se elaboraron unas tablas descriptivas para poder observar diferencias
entre las dietas de los diferentes grupos poblacionales, segin su ingesta de
polifenoles o no de manzana y sidra. Se describieron diferentes variables como:
edad, género, hdbitos sedentarios, hdbito tabdquico, IMC.

Con andlisis estadisticos, ademds de medias y recuentos, utilizando andli-
sis estadisticos de chi-cuadrado, una de las distribuciones de probabilidad mds
usadas en inferencia estadistica, principalmente en pruebas de hipétesis y en
la construccién de intervalos de confianza, esta prueba se basa en encontrar
la diferencia al cuadrado entre los valores reales y los esperados, y dividir esa
diferencia entre los valores de los datos esperados.

A continuacién, se llevaron a cabo andlisis de correlacién para determinar
qué biomarcadores o pardmetros microbioldgicos se asocian positiva o nega-
tivamente con el consumo de manzana y de sidra en la dieta. A través de
modelos de regresion lineal simple, se evalda si la asociacién entre ambas va-
riables es estadisticamente significativa (mediante la distribucién t de Student,
se contrasta si la pendiente del modelo es distinta de 0 con un 95% o mds de
confianza estadistica).

Paralelamente, mediante el coeficiente de correlacién de Pearson, se
cuantifica si dicha asociacién es positiva (>1) o negativa (<1), de forma que
cudnto mds tiende su valor a la unidad en valor absoluto, mds fuerte es la
relacién lineal entre ambas variables (la ecuacién de una linea recta describirfa
perfectamente la asociacién de variables).

En este estudio, consideramos la asociacién entre variables como estadis-
ticamente significativa si el p-valor es menor de 0,05*, muy significativa si el
1%* R

p-valor<0,01** y extremadamente significativa si el p-valor<0,00

3.6. Estimacidn de polifenoles en manzana y sidra

Para la estimacién de los tipos de polifenoles que integran la com-
posicién quimica de manzana y la sidra asturiana, se ha recurrido a una
busqueda bibliogréfica en los siguientes repositorios de literatura cientifi-
ca: PubMed, Google Scholar y Web of Science (WOS). Se han utilizado las
palabras clave «apple», «cider»,» polyphenols»,»asturian», »variety», »com-
position» como términos de busqueda. Con el fin de acotar los articulos
de referencia para este trabajo, se han empleado los siguientes criterios de
seleccion:




1)  Estudios a nivel autonémico que hayan sido realizados en el Princi-
q Yy
pado de Asturias, dado que la muestra de individuos procede inte-
gramente de esta region.

2)  Articulos que analicen diferentes variedades de manzana o sidra,
especialmente de origen asturiano.

3)  Estudios considerados de referencia en el campo de estudio segiin
su impacto cientifico en niimero de citas.

4)  Aquellos que sean, en la medida de lo posible, mds recientes y, por
tanto, mds actualizados.

Con todo lo anterior, se ha seleccionado en el caso de los polifenoles de
la manzana el articulo de Lobo ez a/., (2009), en el cual se utilizan muestras de
diferentes variedades de manzanas: Meana, Durona de tresali, De la Riega, Pere-
zosa, Carrid'y Limén Montés, una mezcla de manzanas asturianas, y una mezcla
de manzanas asturianas y extranjeras. Las distintas muestras se prensaron, se
envasaron y se protegieron de la luz y la humedad hasta su andlisis. Posterior-
mente, se extrajeron los polifenoles de la pulpa de la manzana con acetona y
agua (70:30), se centrifugd y se filtré el residuo, para identificar mediante cro-
matografia liquida (HPLC) los distintos polifenoles presentes en la muestra.

Adicionalmente se utilizé la base de datos Phenol Explorer, una herra-
mienta que contiene valores de contenido de polifenoles para distintos ali-
mentos, procedentes de publicaciones cientificas (Phenol explorer database on
polyphenol contents in foods, 2022).

En cuanto a la sidra, el articulo de referencia es Garcfa ez al., (2009), en
el que se analizaron 44 sidras naturales asturianas y pertenecientes a 43 llagares
diferentes. Las muestras se desgasificaron en un bafio de ultrasonidos durante
10 min para eliminar todo el diéxido de carbono, y se filtraron a través de un
filtro de membrana de acetato de celulosa de 0,45 pm. El andlisis se llevd a
cabo mediante HPLC en una columna de fase reversa utilizando como disol-
ventes 4cido acético acuoso al 2% y metanol al 100%.

Si bien es cierto que nuestros articulos de referencia han sido publicados
hace mds de diez afios, nuestra seleccién de literatura cientifica ha primado
otros requisitos de mayor importancia para el presente trabajo, como, por
ejemplo, el andlisis de variedades de manzana y de sidra de origen asturiano o
el nimero de citas en este campo especializado.




Ademds, ambos trabajos de referencia son autorfa de investigadores per-
tenecientes al Servicio Regional de Investigacién y Desarrollo Agroalimentario
del Principado de Asturias (SERIDA), un organismo ptblico del Principado
de Asturias que realiza actividades de investigacién, desarrollo e innovacién
orientadas a la mejora y modernizacién de las capacidades productivas y tecno-
l8gicas del sector agroalimentario asturiano (Servicio Regional de Investigacion y
Desarrollo Agroalimentario, 2022).

3.7. Estimacién de los componentes mayoritarios de la manzana de
sidra asturiana

Al igual que el apartado anterior, se recurrié a una busqueda bibliogrdfi-
ca, con los mismos criterios y procedimientos, para determinar la contribucién
de los principales tipos de biomoléculas sobre la composicién general de las
manzanas de sidra asturiana.

En consecuencia, el articulo seleccionado es el de Calvete-Torre et al.,
(2021), donde se utilizaron manzanas de sidra de las variedades Solarina, Rego-
na, Raxao, Verdialona, De la Riega, Xuanina, Collaos, Perico'y Durona de Tresali
con el fin de analizar y cuantificar su contenido en peso seco de carbohidratos,
lipidos, proteinas, fibras, minerales, 4cido mdlico y fenoles a través de diferen-
tes métodos de extraccién acoplados a cromatografia de gases con detector de
ionizacién de llama (GC-FID).

3.8. Representaciones gmﬁms

Con Microsoft Excel se elaboraron diferentes graficas para poder visualizar
y analizar el porcentaje de s6lo los polifenoles de manzana /o sidra frente al su-
matorio del conjunto de polifenoles totales ingeridos en la dieta del individuo
para calcular cudnto aportan estos polifenoles respecto al global de alimentos
en cada dieta individualizada. Ademds, se generaron figuras para identificar el
aporte de cada tipo de polifenol en cada alimento ya fuese sidra o manzana.
Ademds, también se produjeron graficos para ver cudl es el aporte de distintos
compuestos quimicos respecto al peso seco de la manzana de sidra.

Para poder comparar las correlaciones, empleamos varios heatmap para
poder asociar los pardmetros de interés y su correlacién positiva o negativa
ademds de la significancia, todo ello sencillo y visualmente.




El disefio de los heatmap se realizé con el lenguaje de programacién R en
el entorno de R Studio, un software de desarrollo integrado para el lenguaje
de programacién, dedicado a la computacién estadistica y gréficos. Incluye
una consola, editor de sintaxis que apoya la ejecucién de cddigo, asi como
herramientas para el trazado, la depuracién y la gestion del espacio de trabajo
(R Studio, 2022).

4. Resultados

En esta seccidn, se expondrdn los resultados obtenidos durante el estudio
realizado a partir de individuos procedentes de Asturias.

4.1. Estudio descriptivo de la muestra

Se realizé un andlisis descriptivo en el que figuran por grupos de consu-
midores/no consumidores de manzana y consumidores/no consumidores de
sidra para observar si hay alguna diferencia entre estos grupos estadisticamente

(Tabla 2).

Como resultado se puede comprobar que el consumo de sidra estd rela-
cionado con individuos de hdbitos mds sedentarios, mientras que, en el resto
de categorfas como la edad, hdbito tabdquico y IMC, los resultados no son
significativos para el consumo de manzana o sidra.

Tabla 2. Estudio descriptivo de la muestra con consumidores o no de sidra o manzana
frente a las variables de edad, género, hébito sedentario. hébito tabdquico y BMI.

Consumo de manzana Consumo de sidra

No consume Consume No consume Consume

Media | Recuento | Media | Recuento | Media | Recuento | Media | Recuento

Edad 60,62 102 56,5 33 58,42 362 55,02 73
(19,3) (16,0) (18,2) (18,8)
Género Hombre 382 662 882 162
Mujer 222 292 492 2
Habito Sedentario 152 432 461 122
sedentario

Activo 222 372 542 52




Consumo de manzana Consumo de sidra

No consume Consume No consume Consume

Media | Recuento | Media | Recuento | Media | Recuento | Media | Recuento

Hibito No 02 132 172 5
tabdquico - P & -~ &
Exfumador 152 re 332 92
BMI <25 92 202 232 62
25-26,99 9a
27-29,99 152
30-39,99 0’ 0’ 0’ 0
240 102 33 36 72

4.2. Composicion de la manzana de sidra asturiana

En el andlisis de la composicién de las manzanas de sidra de diferen-
tes variedades, se ha comprobado cuales son los principales componentes
quimicos del peso seco. Las fibras insolubles (31,1%) son el principal com-
ponente del peso seco, seguidamente el 4cido galacturdénico (14,7%), las
fibras solubles (14,2%), y el azticar mds abundante la fructosa (13%), en
menor medida aparecen otros compuestos principalmente azdcares como
la glucosa (5,4%). Otros compuestos minoritarios son las proteinas (3,7%),
el 4cido mdlico (2,2%), aunque es uno de los 4cidos mds abundantes de
la manzana, las grasas (1,6%) o la sacarosa (1,6%). Finalmente, como los
compuestos mds minoritarios se encuentran los minerales (0,7%) y los poli-
fenoles (0,5%). Cabe destacar que, aunque los polifenoles aparecen en una
proporcién minoritaria, estos son compuestos bioactivos de gran actividad,
dénde una minima cantidad va a influir de manera muy importante en el
organismo (Figura 6). Si bien es cierto el peso seco contribuye a un 19% del
peso total de la manzana donde el principal componente de la misma es el
agua, aun asi, se podrfa determinar que el alimento estd constituido sobre
todo por carbohidratos y fibra.




COMPONENTES DEL PESO SECO DE LA MANZANA
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Figura 6. En la imagen se presentan los distintos componentes del peso seco

de la manzana de sidra asturiana. Se representan en porcentajes las fibras insolubles
y solubles, proteinas, grasas, 4cido mdlico, fructosa. glucosa, sacarosa, polifenoles
y dcido galacturénico, minerales y otros compuestos.

4.3. Polifenoles totales de la manzana y de la sidra

Para evaluar la aportacién de polifenoles provenientes de la manzana y de
la sidra respecto a la dieta en global, se calculé la media de los polifenoles de
manzana, sidra y los polifenoles totales de todos los individuos de la cohorte

(Tabla 3).

Tabla 3. Representacién de las medias de polifenoles (mg) provenientes
del consumo de sidra, manzana y de la dieta global de los individuos.

Polifenoles de Manzana Polifenoles de sidra Polifenoles totales
(mg) (mg) de la dieta (mg)
Media 204,3158 17,6561 1.366,4207
N 147 147 147

Desviacién estdndar 252,4807 72,0954 954,8721




Como resultado se pone de manifiesto que 204,32 mg (un 15%) son los
polifenoles que aportan las manzanas (Figura 7) y 17,66 mg (un 1,2%) son
procedentes de la sidra (Figura 8), frente a un total de 1.366,42 mg polifenoles
totales ingeridos en la dieta global. El resultado es interesante ya que podemos
observar una contribucién significativa de la manzana al total de polifenoles
consumidos por la muestra. En la sidra el porcentaje es menor debido princi-
palmente a la poca cantidad que consumen los individuos de la muestra de esta
bebida, ademds el consumo de la sidra, como bebida alcohélica de consumo
ocasional, hace que la contribucién sea limitada frente a fuentes de polifenoles
que se consumen en la alimentacién diaria.

POLIFENOLES DE LA MANZANA / TOTAL DE POLIFENOLES DE LA DIETA

204,32 1162,10

0% 20% 40% 60% 80% 100%

O Polifenoles manzana W Polifenoles totales excepcion de manzana

Figura 7. Representacién de los polifenoles procedentes de la manzana
frente al total de polifenoles que aportan todos los alimentos en la dieta.

POLIFENOLES DE LA SIDRA ASTURIANA / TOTAL DE POLIFENOLES DE LA DIETA

17,66 1348,76

0% 20% 40% 60% 80% 100%

O Polifencles sidra W Polifenoles totales excepcién de sidra

Figura 8. Representacién de los polifenoles procedentes de la sidra asturiana
frente al total de polifenoles que aportan todos los alimentos en la dieta.




4.4. Principales grupos de polifenoles de la manzana y de la sidra

Los resultados del estudio de la composicién de los distintos grupos de
polifenoles presentes en la manzana y en la sidra fueron los siguientes:

*  Respecto a la manzana los principales grupos de polifenoles han sido
los flavonoles aportando un 34%, las dihidrocalconas un 24% vy los
4cidos fendlicos un 22%, seguidamente los flavanoles un 18%, y fi-
nalmente el dcido gdlico con una representacién del 2% (Figura 9).
Cabe destacar que hay una gran diversidad de polifenoles donde las
concentraciones han sido bastante equilibradas, es por ello que el con-
sumo de manzana puede aportar un buen equilibrio de polifenoles.

TIPOS DE POLIFENOLES DE LA MANZANA
Acido gélico

2%

Flavonoles

Acidos fenlicos

22% O Acido galico
@ Acidos fenslicos
[ Flavanoles
M Dihidrocalconas
B Flavonoles

Dihidrocalconas

o
24% Flavonoles

34%

Figura 9. Tipos de polifenoles presentes en la manzana (con su representacién en
porcentajes): dcido gdlico, 4cidos fendlicos, flavanoles, dihidrocalconas y flavonoles.

*  En el caso de la sidra los resultados variaron siendo el principal
componente el dcido gdlico con una representacién del 76%, se-
guido por los dcidos fendlicos 13%, flavanoles 5%, fenoles voldtiles
3%, dihidrocalconas 2% y finalmente con una menor representa-
cién 1% los flavonoles (Figura 10). Es un resultado muy interesan-
te, que indica que la transformacién de la manzana en sidra altera
la composicién de polifenoles principalmente debido a las fermen-
taciones de los microorganismos presentes en el microbioma de la
bebida. y es por ello que se podria considerar una buena fuente de
4cido gdlico y en definitiva de dcidos fendlicos.




TIPOS DE POLIFENOLES DE LA SIDRA ASTURIANA
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Figura 10. Tipos de polifenoles presentes en la sidra
(con su representacién en porcentajes): dcido gdlico, dcidos fendlicos,
flavanoles, dihidrocalconas, fenoles voldtiles y flavonoles.

4.5. Asociaciones entre el consumo de manzana o sidra frente a
biomarcadores y microbiota

Como podemos observar en el primer heatmap (Figura 11), el consumo
de manzana estd asociado positivamente a el consumo de sidra (p-valor<0,05),
a su vez también hay una correlacién positiva frente a los tres tipos de fibra
provenientes de las dietas de los individuos. El consumo de sidra, sin embargo,
se asocia con la fibra soluble. Otro de los resultados es que tanto el consumo
de manzana o sidra es muy beneficioso para los tres tipos ORAC total, ORAC
lipofilico p-valor<0,05; y ORAC hidrofilico p-valor<0,001. Esto tiene impli-
caciones en el consumo de antioxidantes de la dieta (Jiménez-Morales et al.,
2022).

Ademds, el consumo de manzana y sidra estdn asociados con una mayor
ingesta de pectinas y polifenoles, como los flavanoles (en el caso de la manza-
na). No obstante, hay una asociacién negativa con las flavonas dietéticas, esto
es debido a la propia composicién quimica de la manzana, dénde las flavonas
es un tipo de polifenol casi inexistente. En el caso del consumo de sidra, los
flavonoles estdn asociados significativamente p-valor<0,01. El consumo de
manzana estd correlacionado positivamente con el grupo de Enterobacterias




p-valor<0,05. Un resultado muy interesante es la asociacién negativa entre el
consumo de sidra y el MDA en suero, significando que el consumo de esta
bebida es capaz de alterar y reducir la oxidacién lipidica en nuestro organismo
(Tsikas, 2017).

En la microbiota, los géneros bacterianos Lactobacillus y Clostridium han
sido correlacionados negativamente con un p-valor<0,05 con el consumo de
sidra, esto puede deberse a que la sidra, con su contenido en probidticos sea ca-
paz de desplazar a géneros bacterianos como Clostridium (Bibbo ez /., 2016).
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Figura 11. Tlustracién del heatmap, en filas el consumo de manzana

y el consumo de sidra, y en columnas los biomarcadores y los andlisis de microbiota.
La escala muestra la correlacién de Pearson desde valores negativos cercanos al -1

en color rojo a valores positivos cercanos al 1 en color verde.

En esta matriz los asteriscos indican la significancia del p-valor:

1 asterisco cuando el p-valor<0,05, dos asteriscos cuando el p-valor<0,01

y tres asteriscos cuando el p-valor<0,001.

4.6. Asociaciones entre la fibra alimentaria de la dieta frente a
biomarcadores y microbiota

En el segundo heatmap (Figura 12), indica que cuando el consumo de
fibra aumenta, hay una mayor presencia de ORAC, contenido en polifeno-
les (principalmente antocianinas, flavonoles, flavanonas y 4cidos fendlicos),
y pectinas y hemicelulosas. Analizando la correlacién con la microbiota, la
fibra alimentaria de la dieta de la muestra estd asociada con un mayor nivel
de Bacteroides (Simpson y Campbell, 2015). Ademds, un mayor consumo de




fibra soluble estd significativamente vinculado con una reduccién del cociente
LDL/HDL y del MDA en suero. Otros de los resultados obtenidos es que la
fibra soluble procedente de la dieta estd asociada positivamente al consumo de
sidra y en el caso de la manzana los tres tipos de fibras estdn vinculados.
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Figura 12. Ilustracién del heatmap, en filas los tres tipos de fibra procedente de la dieta
de los individuos: fibra alimentaria total, fibra insoluble y fibra soluble, y en columnas
los biomarcadores, los andlisis de microbiota y el consumo de manzana y sidra.

La escala muestra la correlacién de Pearson desde valores negativos cercanos al -1

en color rojo a valores positivos cercanos al 1 en color verde. En esta matriz

los asteriscos indican la significancia del p-valor: 1 asterisco cuando el p-valor<0,05,
dos asteriscos cuando el p-valor<0,01 y tres asteriscos cuando el p-valor<0,001.

4.7. Asociaciones entre los principales grupos de polifenoles frente a
biomarcadores y microbiota

En la Figura 13, donde se representan los polifenoles totales de la dieta
y las principales familias de estos, se puede identificar que una dieta rica en
polifenoles se le asocia positivamente con la fibra, las pectinas, el ORAC, am-
bas hemicelulosas, y el género bacteriano Bacteroides y tienen una correlacién
negativamente con el MDA.

Los principales polifenoles que han contribuido al ORAC han sido las
antocianinas, las calconas, los flavanoles, los 4cidos fenélicos y los flavonoles,
mientras que las flavanonas se han asociado al ORAC lipofilico, por ser un
compuesto mds apolar.

Podemos atribuir una bioactividad a los polifenoles provenientes de la
manzana debido a que los dcidos fendlicos, flavanoles, dibidrocalconasy flavonoles




que son los polifenoles que se encuentran con mayor proporcién en la man-
zana son los principales polifenoles asociados a la propiedad de neutralizar
radicales libre y prevenir la oxidacién, y ademds el consumo de manzana estd
estrechamente ligado con el poder antioxidante.

Al igual que para la manzana, la sidra presenta una relacién con los 4cidos
fendlicos y con los flavonoles, pero en su composicién, dado que el principal
polifenol es el 4cido gdlico, no tendria una bioactividad tan grande compara-
do a la manzana, aun asi, no hay duda de que aportarfa poder antioxidante.
Ademds, casi todos los principales grupos de polifenoles presentes en la dieta
se asocia con el aumento de fibra y como hemos podido comprobar en el caso
de la sidra, su consumo se vincula a la fibra de cardcter soluble, (puesto que
la fibra insoluble también est4 relacionada con los polifenoles totales, con las
pectinas y con los biomarcadores de poder antioxidante).
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Figura 13. Ilustracién del heatmap, en filas los polifenoles totales y las principales
familias de polifenoles procedentes de la dieta de los individuos, y en columnas
los biomarcadores, los andlisis de microbiota y el consumo de manzana y sidra.

La escala muestra la correlacién de Pearson desde valores negativos cercanos al -1

en color rojo a valores positivos cercanos al 1 en color verde. En esta matriz
los asteriscos indican la significancia del p-valor: 1 asterisco cuando el p-valor<0,05,
dos asteriscos cuando el p-valor<0,01 y tres asteriscos cuando el p-valor<0,001.




5. Conclusién

Las principales aportaciones de este estudio han consistido en: (1) iden-
tificar cudles son los principales polifenoles presentes en la manzana y la sidra

asturiana, (2) correlacionar el consumo de manzana y sidra proveniente de

individuos de la cohorte con biomarcadores y pardmetros de la microbiota, (3)

asociar el consumo de manzana y sidra con efectos beneficiosos para la salud.

1.

Se han identificado a los flavanoles y a las dihidrocalconas como
principales polifenoles consumidos por la muestra a partir de la
manzana mientras que la sidra, el 4cido gdlico y los dcidos fendlicos
han sido los principales polifenoles presentes en la muestra.

El consumo de manzana y de sidra se asocié con una menor con-
centracién de MDA que es un marcador sanguineo de lipoperoxi-
dacién y con un mejor ratio HDL/LDL, ademds de contribuir al
ORAC, un biomarcador que indica el estado antioxidante.

Las Enterobacterias se han asociado positivamente con el consumo
de manzana mientras que Clostridium, y Lactobacillus se han asocia-
do negativamente al consumo de sidra.

Las dietas con mayor contenido en fibra, tanto soluble como inso-
luble, y mds concretamente las pectinas, presentan un mayor aporte
de polifenoles, ademds de estar correlacionadas positivamente con
el ORAC y el ratio HDL/LDL y negativamente con la concentra-
cién de MDA.

Estos resultados abren la puerta a futuros trabajos acerca del impacto de

estos compuestos sobre la salud cardiovascular y habrfa que profundizar en el

futuro en el posible efecto prebidtico de estos alimentos.




6. Abreviaturas, siglas, acrénimos y simbolos
ADP: Adenosin difosfato

AGE: Producto final de glicacién avanzada

BOE: Boletin Oficial del Estado

DM: Diabetes Mellitus

DOP: Denominacién de Origen Protegida

ECV: Enfermedades Cardiovasculares

FFQ: Cuestionario de Frecuencia de Alimentos

GC-MS: Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
HDLc: Lipoproteinas de alta densidad del colesterol

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficacia

IMC: indice de masa corporal

LDLec: Lipoproteinas de baja densidad del colesterol

MDA: Malonaldehido

MG: Metilglioxal

ORAC: capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno

PAF: Factor Activador de plaquetas ROS: Especies Reactivas de Oxigeno
SCFA/AGCC: Acidos grasos de cadena corta

SERIDA: Servicio Regional de Investigacién y Desarrollo Agroalimenta-
rio del Principado de Asturias

TC: Toxina colérica WOS: Web of Science
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