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RESUMEN

Los acidos grasos trans son mas perjudiciales desde el punto de vista nutricional que
los &cidos grasos saturados. Una ingesta excesiva de grasa trans afecta principalmente al
sistema cardiovascular, aumentando la incidencia de cancer y otras patologias. En 2004,
Dinamarca y Canad4 lideraron la limitacion de su contenido en alimentos al 2% sobre
grasa total. Otra medida adoptada fue la obligatoriedad de incluir informacion sobre grasa
trans en el etiquetado, propuesta por la Food and Drug Administration (FDA) de EE. UU.
a partir de 2006. En 2015, La FDA prohibi6 uso de aceites parcialmente hidrogenados,
principal fuente de los acidos grasos trans de origen industrial. En 2019, la Comision
Europea finalmente restringio el contenido de grasa trans de origen industrial en
alimentos del 2%, sobre grasa total. Aun existen regiones en paises del Este Europeo,
antiguas republicas soviéticas, zonas asiaticas (India y Pakistdn) y gran parte de Africa
donde se detectan cifras muy altas y preocupantes de grasa trans en alimentos procesados,
debido a la falta de regulaciones efectivas. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
esta implementando el programa REPLACE para eliminar el uso de la grasa trans a nivel

mundial.

En este trabajo se analizaron margarinas espafolas reformuladas (“‘cero trans) que
presentaban niveles de grasa trans inferiores al 0,5%, sobre grasa total. Se empleo el
método de andlisis de infrarrojos ATR-FTIR (-2D) de segunda derivada, el cual se
demostro ser mas rapido, eficaz y sencillo que el método de cromatografia de gases. Antes
de las reformulaciones, la carga de grasa frans en margarinas era muy alta en paises como
Canada, Estados Unidos o Paises Bajos. Se evaluaron también varios productos
tradicionalmente ricos en grasa trans (donuts, galletas, snacks, palomitas de maiz, sopas
deshidratadas y alimentos de comida rapida), encontrando que los niveles de grasa trans
eran inferiores al 1% sobre la grasa total, excepto en los casos de las palomitas de maiz y
las patatas fritas de McDonald's, que oscilaron entre el 1,1% y el 2%. En ningun caso se

super? el limite legal del 2%.

De las 23 muestras de aceites vegetales comestibles analizadas (oliva, girasol, maiz),
solo 7 proporcionaban informacion sobre los indices de calidad y autenticidad (indices de
acidez, peroxidos, refraccion, extinciones especificas en el UV), sin hacer mencion

especifica a los acidos grasos trams. Algunas muestras mostraban indices de estar



oxidados. En los aceites refinados, los niveles de grasa trans oscilaban entre el 1% y del
2%. Mantener estos niveles por debajo del 1% resulta dificil y poco realista,

especialmente en el caso de la refinacion fisica, si la temperatura supera los 240°C.

El meta-anélisis de los estudios caso-control de los tltimos afios sobre la asociacion
entre el consumo excesivo de grasa trans y el riesgo de incidencia de cancer de mama
indic6 un incremento del riesgo de hasta un 41% (“odds ratio”=1,41). Se han analizado

las fortalezas, limitaciones y conclusiones acerca de estos estudios caso-control.
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ABSTRACT

From a nutritional point of view, trans-fatty acids are even more harmful than
saturated fatty acids. Excessive intake of trans fat primarily affects the cardiovascular
system, increasing the incidence of cancer and other pathologies. In 2004, Denmark and
Canada led the way in limiting frans-fat content in food to 2% of total fat. Another
measure implemented was the mandatory inclusion of #rans fat information on labeling,
proposed by the U.S. Food and Drug Administration (FDA) starting in 2006. In 2015, the
FDA banned the use of partially hydrogenated oils, the main source of industrially
produced frans fatty acids. In 2019, the European Commission finally restricted industrial
trans-fat content in food to 2% of total fat. There are still regions in Eastern European
countries, former Soviet republics, Asian areas (India and Pakistan), and much of Africa
where very high and concerning levels of trans fat in processed foods are reported due to
ineffective regulations. The World Health Organization (WHO) is implementing the
REPLACE program to eliminate trans fat use globally.

In this study, reformulated Spanish margarines ("zero trans") were analyzed,
showing trans-fat levels below 0.5% of total fat. The second derivative ATR-FTIR (-2D)
infrared analysis method was used, proving to be faster, more effective, and simpler than
gas chromatography. Prior to the reformulations, the frans-fat content in margarines was
very high in countries like Canada, the United States, or the Netherlands. Various
products traditionally high in trans-fat (doughnuts, biscuits, snacks, popcorn, dried soups,
and fast food) were also evaluated, revealing that trans-fat levels were below 1% of total
fat, except for cases like McDonald's popcorn and French fries, which ranged from 1.1%

to 2%. In no instance did they exceed the legal limit of 2%.

Out of the 23 samples of edible vegetable oils analyzed (olive, sunflower, corn),
only 7 provided information on quality and authenticity indices (acidity, peroxides,
refraction, specific UV extinctions), without specific mention of #rans fatty acids. Some
samples showed signs of being oxidized. In refined oils, trans fat levels ranged between
1% and 2%. Keeping these levels below 1% is challenging and unrealistic, especially in

the case of physical refining, if the temperature exceeds 240°C.
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The meta-analysis of case-control studies in recent years on the association between
excessive trans-fat consumption and the risk of breast cancer indicated an increased risk
of up to 41% (odds ratio = 1.41). The strengths, limitations, and conclusions of these case-

control studies have been analyzed.
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Capitulo 1. Introduccion: Definiciones y conceptos, ingestas
poblacionales, efectos sobre la salud, determinacion de grasa trans
en productos alimentarios

Los acidos grasos trans (TFA) son definidos por la “Food & Drug Administration”
(FDA) americana como “los dcidos grasos insaturados que contienen uno o mas dobles
enlaces aislados (no conjugados) en configuracion trans” (FDA, 2003). Dinamarca y
Canada se acogen a la misma definicion.

El “Codex Alimentarius Mundi” propone una definicion similar. Los define como
“todos los isomeros geométricos de acidos grasos monoinsaturados (MUFA) y poli-
insaturados (PUFA) que presentan dobles enlaces no-conjugados; interrumpidos por, al
menos, un grupo metileno, que se forman durante la hidrogenacién de aceites y grasas en
presencia de catalizadores quimicos” (Codex Alimentarius, 2006).

Para la “European Food Safety Authority (EFSA)” un acido graso trans “es un
acido graso insaturado que presenta, al menos, un doble enlace en configuracion trans.
Algunos presentan una estructura conjugada (por ejemplo: 4cidos linoleicos conjugados
(CLAs) en grasa lactea), pero la mayoria presentan dobles enlaces aislados” (EFSA,
2004). En la misma linea, la “Agencia de Seguridad Alimentaria de Francia (AFSSA)”
defini6 a los 4cidos grasos frans como “cualquier 4cido graso insaturado que presenta uno
o mas dobles enlaces en configuracion trans”. La Agencia francesa (AFSSA) se decanto
por esta definicion, argumentando que los CLAs se metabolizaban siguiendo las mismas
rutas metabolicas que los enlaces trans aislados y que al menos, se sabia que el isdmero
trans-10, cis-12 CLA presentaba efectos adversos (esteatosis hepatica). Sin embargo,
predomina la definicion que no incluye a los CLAs (FDA, Codex, Dinamarca...),
basandose en que los CLAs podrian ser beneficiosos para la salud, por ejemplo, como
anti-aterogénicos y anti-cancerigenos, aunque aun sea un tema a debate, que exige mayor
investigacion (Ledoux et al., 2007; Wahle et al., 2004).

Etimologicamente cis- (latin) significa “sobre este lado”, mientras que trans (latin)
significa “atravesado”. La disposicion en zig-zag de los -CH- del doble enlace trans
endurecen la cadena hidrocarbonada en comparacion con el enlace cis- siendo
caracteristica la vibracion de flexion fuera del plano con torsion. Los 4cidos grasos con

enlace cis- (predominan en la naturaleza, salvo muy raras excepciones, como en algunos
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marsupiales o en membranas cloroplésticas de algas) son liquidos a temperatura ambiente
(acido oleico, punto de fusion 14 °C), mientras que las formas frans, que se asemejan a la
estructura lineal de los acidos grasos saturados, son solidas (acido elaidico, punto de

fusion 45 °C) (Figura 1).

Doble enlace cis

Doble enlace trans

Fig. 1. Estructuras comparadas de los acidos grasos cis y trans.

Para que tenga lugar la isomerizacion geométrica debe superarse una energia de
activacion de 65 kcal/mol, pasando la configuracion cis a la configuracion trans, que es
termodindmicamente mas estable, aumentando el punto de fusion y cambiando la
polaridad del &cido graso.

Las fuentes, o el origen, de la grasa trans (TFAs), se pueden encontrar o bien en el
procesamiento de los alimentos, y se les conoce como los producidos industrialmente
(IP-TFA), a través de:

- Hidrogenacion parcial catalitica de aceites vegetales o de aceites de pescado
insaturados.

- Frituras con aceites vegetales.

- Blanqueamiento/desodorizacion, etapas en la refinacion de aceites vegetales.

- Irradiacion de alimentos.
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O bien, pueden ser de origen natural, producidas en la biohidrogenacién bacteriana de los
acidos linoleico y a-linolénico en el rumen de los animales rumiantes, y que se
encontrarian en la leche (lacteos) y carne de rumiantes.

La absorcion intestinal y digestion de los TFAs es practicamente la misma que la
forma cis, pudiéndose asi incorporar posteriormente, en distinta extension, en tejidos y
organos. Asi, después de absorbidos, se incorporan de forma usual al tejido adiposo,
glandulas mamarias, y los fosfolipidos de membrana de eritrocitos. La inclusion es menos
aparente en corazon y cerebro y un poco mayor en higado (Valenzuela & Morgado, 1999).
Por consiguiente, las concentraciones de TFAs en sangre y tejidos biologicos humanos
reflejan sus ingestas en nuestra dieta. El tejido adiposo, con un recambio lento (vida
media: 1-2 afios) puede considerarse la mejor opcidn para evaluar la ingesta de grasa trans
a largo plazo. Los globulos rojos, con un recambio moderado (vida media: 1-4 meses)
sirven para evaluar las ingestas a medio plazo. El plasma y el suero sanguineo, con un
recambio rapido (vida media: 5-10 dias) son ttiles para ingestas a corto plazo y la
adquisicion de sus muestras es mas accesibles. La concentracion en leche materna refleja
la ingesta del dia anterior (Arab, 2003).

La isomeria geométrica se intuy6 en 1819, fecha en la que Poutet, un farmacéutico
de Marsella, consigui6 transformar trioleina en trielaidina empleando una mezcla de
mercurio y de “acido azético” (acido nitrico) (Jart, 1961). Este tipo de isomerizacion del
acido oleico en presencia de 6xidos de nitrégeno (NO, NO) se conocié mas tarde como
la “reaccion de la elaidina”, en el equilibro acido oleico-acido elaidico se forma el isémero
trans en un 66% (Griffiths & Hilditch, 1932). Moore, en 1919, encontré que el
componente predominante del dcido iso-oleico, obtenido por hidrogenacion del oleato de
etilo, era el acido elaidico.

Pero la caracterizacion espectral en el infrarrojo del doble enlace trans fue
presentida por (Rasmussen et al., 1947) trabajando con octenos en una refineria de
petroleo en California. Por la misma época, se detectd la banda trans a 10,36 pm (968
cm™!) en el aceite de linaza hidrogenado. Dicha banda también aparecia en el espectro de
infrarrojos de otros aceites parcialmente hidrogenados y en aceites vegetales tratados con
Selenio a 220 °C . Por medidas del indice de iodo se pudo confirmar que la intensidad de
absorcion a 968 cm! era proporcional a la extension con que se producia la isomeria cis

o trans (Lemon & Cross, 1949).
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1.1 Hidrogenacion parcial de los aceites insaturados

El proceso de hidrogenacion de los aceites insaturados fue patentado por primera
vez en 1902, por el quimico alemén Wilhelm Normann, basdndose en los trabajos de Paul
Sabatier en 1890 sobre la quimica de la hidrogenacién en fase vapor de compuestos
organicos insaturados, catalizada por niquel. En 1906 este proceso fue implementado en
Inglaterra por Joseph Crossfield para el endurecimiento del aceite de ballena. La primera
grasa hidrogenada totalmente vegetal se denominé “crisco” (un acrénimo de “crystallized
cottonseed o0il”), y fue fabricada por Procter & Gamble en 1911 en los Estados Unidos,
adquiriendo los derechos de la patente original germana de Normann. Se publicité como
una grasa semi-solida “mas saludable” y mas barata que la manteca, la grasa animal mas
consumida por entonces (Philippaerts et al., 2013).

Pocos procesos tecnoldgicos han tenido tanta trascendencia en la industria
alimentaria de los aceites y grasas, y tan gran impacto econoémico. Por poner un ejemplo,
en los afios sesenta se hidrogenaban anualmente en Estados Unidos unos 1.500 millones
de litros de aceite vegetal, esencialmente de soja. ;Qué se pretendia con la hidrogenacion
parcial? Evidentemente, encontrar una grasa vegetal artificial que sustituyera inicialmente
al sebo de bovino y a la manteca, y a la mantequilla después, en base a que la grasa
saturada era perjudicial para el sistema cardiovascular. Partiendo de un aceite vegetal (o
de pescado) liquido se pretendia conseguir por hidrogenacion (saturacion) parcial de los
dobles enlaces, y controlando las variables del proceso, un producto semi-solido que
presentara la consistencia, plasticidad, propiedades reologicas y organolépticas deseadas
en un cierto rango de temperaturas. Ese era el propdsito primario. Un proposito
secundario fue reducir la insaturacion (acidos linoleico y linolénico) ostensiblemente,
porque esto contribuiria a la estabilidad frente a la rancidez oxidativa (Allen, 1960).

En la reaccion de hidrogenacion parcial de los aceites insaturados los dobles enlaces
de los acidos monoenoicos (MUFA) y polienoicos (PUFA) pasaban a enlaces simples,
convirtiéndose, en la practica, en acido estearico. Sin embargo, en las condiciones en que
se desarrollaba la reaccion (con elevadas temperaturas, presion y agitacion, mas la
actividad de los catalizadores) parte de los acidos grasos (oleico, linoleico, a-linolénico)
sufria isomeria geométrica y posicional, pasando de 4cidos grasos cis hasta acidos grasos

trans. Hasta la década de los ochenta del siglo pasado no se intuia que la obtencion de los
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aceites vegetales parcialmente hidrogenados (PHVO) llevaba dentro de si una auténtica
“bomba de relojeria”, y solo se pensaba que la principal desventaja del proceso era la
eliminacion de 4cidos grasos esenciales (EFAs).

La presencia de isomeros geométricos es una consecuencia inherente al mecanismo
de hidrogenacion de Horinti y Polanyi, que describe la adicion reversible de los atomos
de hidrogeno al doble enlace carbono-carbono en la superficie del catalizador. Después
de la adicion de un atomo de hidrogeno se forma un compuesto intermediario

semi-hidrogenado (Figura 2).

H H Hy . H H
/\}—‘</\ —p s
9 10 M. 5 i, - . N NN
- atalizador Ni H Ni ]
cis-9-Monoeno Acido graso saturado
-H -H
. H / \
o . H
H H 1
trans-9-Monoeno cis- or trans-10-Monoeno

Fig. 2. Via alternativa en la hidrogenacion de los aceites: formacion de dcidos grasos
trans.

En este estado de transicion puede ocurrir:
- Que se adicione otro 4&tomo de hidrogeno para formar un acido graso saturado;
- que se pierda un atomo de hidrogeno para reformular el doble enlace en una
posicion diferente,
- que se efectiie una rotacion de 180 © alrededor del enlace “sigma” y perder un
atomo de hidrégeno para formar un é4cido graso trams, reaccion favorecida

termodinamicamente.

Por tanto, los dobles enlaces pueden migrar a lo largo de toda la cadena
hidrocarbonada y los &cidos grasos trans aumentaron durante los procesos de
hidrogenacion de los monoenos. Puesto que los aceites naturales contienen una mezcla

de triacilgliceroles insaturados, el proceso de hidrogenacion provoca la aparicion de una

19



Capitulo 1

Introduccion: Definiciones y conceptos, ingestas poblaciones, efectos sobre la salud, determinacion de
grasa trans en productos alimentarios

mezcla compleja de isomeros cis y trans (Allen, 1960; Allen & Kiess, 1955; Philippaerts
et al., 2013).

1.2 Trans-isomerizacion inducida por radicales libres

Se pueden generar 4cidos grasos trans endogenamente a partir de los isomeros cis
naturales mediante un proceso de isomerizacion geométrica inducido por radicales libres.
Especialmente, activos son los radicales tiilo (RS-) a través de un mecanismo de adicion-
eliminacion. Estos radicales pueden inhibirse en presencia de retinoides, beta-caroteno,
vitamina A, mientras que la vitamina E los secuestra débilmente (Tzeng & Hu, 2014;
Samadi et al., 2004).

Se hicieron ensayos con ratas Wistar jovenes, que recibian una dieta con aceite de
soja, pero exenta de acidos grasos trans. El &cido graso trams-18:1 aparecia en
fosfolipidos de membrana, y el frans-18:2 en eritrocitos y en tejido adiposo. El radical
tiilo (RS+) podia provenir del glutation; residuos de cisteina o metaloproteinas. También
la irradiacion y (gamma) (fuente: ®®Cobalto), después de un flujo de N>O originaba
radicales hidroxilo (HO") que iniciaban la cadena de reacciones a partir de componentes
con azufre (glutation, cisteina...) para generar RS-. En definitiva, tanto dicha irradiacion
como la peroxidacion de las membranas celulares originaban, de forma enddgena, un
incremento notable de los niveles de acidos grasos trans debido al extenso estrés

radicalario (Zambonin et al., 2006).

1.3 Uso y ventajas tecnologicas de los aceites parcialmente hidrogenados

Desde 1911, cuando Procter & Gamble introducen “Crisco”, un aceite de algodon
hidrogenado, el uso de estos aceites no dejo de crecer. En 1930 se instald la primera
industria de vanaspati en Bombay. Este auge se acelero6 a partir de 1960, en respuesta al
consumo de grasas saturadas colesterolémicas. Baste decir que ain en 2007 se
hidrogenaba la tercera parte de la produccion de aceite de soja en Estados Unidos (Eckel
et al., 2007).

Es evidente que el uso de grasa hidrogenada era, desde el punto de vista técnico,
ventajoso, pues se incrementaba la estabilidad y funcionalidad de los aceites, habia amplia

disponibilidad y el proceso era de bajo costo, en un principio. Se aumentaba la propiedad
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crujiente de las galletas, mejoraba la aireacion en los rellenos de pasteles, y la textura y
plasticidad en bolleria y, por sus puntos de fusion (de 13 °C a 44 °C), una deseada
sensacion gustativa (Kadhum & Schamma, 2017). Ademads, eran muy adecuados, por su
estabilidad, como aceites de fritura inmersiva comerciales y en la fabricacion de donuts
y similares. Ademas, e independientemente de la presencia de grasa trans, desde el punto
de vista nutricional eran bastante negativas: los dcidos grasos saturados superaban el 40%,
solo contenian alrededor del 5% de 4cido linoleico, y menos del 0,5% del alfa-linolénico,

ademads de presentar un alto indice aterogénico.

1.4 Acidos grasos trans procedentes de rumiantes (R-TFA)

Los acidos grasos trans pueden tener una fuente natural. En el rumen del estdémago
multiple de los animales rumiantes (vaca, cabra u oveja) se produce un proceso de bio-
hidrogenacion provocado por ciertas bacterias, y esto conduce a la formacion de acido
trans-vacénico (conocido simplemente como “acido vacénico”) y acidos linoleicos
conjugados (CLAs) de entre los cuales destaca el acido ruménico. Si el acido elaidico era
el trans-9-18:1, el acido vacénico es el trans-11-18:2 (CLA) (de acuerdo con la
nomenclatura de la [IUPAC, que empieza a numerar por el carbono carboxilico).

El proceso de la bio-hidrogenacién se expone en la Figura 3.

Isomerasa [ Isomerasa l

| cis-9 trans-11 cis-15 C 18:3 |
Hidrogenasa ‘ T

4 Hidrogenasa Rumen
Hidrogenasa :
A-9 desaturasa
Hidrogenasa
Acido Estedrico Acido Oleico
C18:0 A-9 desaturasa cis-9 €18:1

Fig. 3. Vias de transformacion de los acidos grasos insaturados de la dieta en los
rumiantes.
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Por accién de las isomerasas e hidrogenasas de las bacterias del rumen
“Propionibacterium acnes” 'y “Butyrivibrio fibrisolvens” los acidos PUFAs, que son
toxicos para las bacterias anaerdbicas, se transforman. El &cido linoleico se convierte en
acido ruménico (CLA) (en el rumen, por accion de una hidrogenasa, el ruménico pasa a
vacénico); el acido a-linolénico pasa a acido vacénico, para luego, por accion de una
A9-desaturasa, transformarse hasta dcido ruménico en la glandula mamaria (Parodi, 2003;
Bauman & Lock, 2006).

En la Figura 4 se ofrece la distribucion de los isdmeros trans-18:1 en leche y grasa

vegetal parcialmente hidrogenada (EFSA, 2010; Schingfield et al., 2008).
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Fig. 4. Distribucion de los isomeros trans-18:1 en grasa lactea de (A) cabra, (B) vaca,
(C) mujer y (D) vegetal hidrogenado. El eje de abscisas muestra la posicion de doble
enlace en la cadena hidrocarbonada.

Se observa un gran predominio del acido vacénico sobre los demds isomeros
trans-18:1 en leche de vaca (sobre todo), y en leche de cabra. También destaca el acido
vacénico en leche de mujer, pero con una distribucion gaussiana mas achatada. Sin
embargo, en los aceites hidrogenados se pierde esta distribucion simétrica y es el acido
elaidico el que mas sobresale. De cualquier forma, las cantidades relativas de los 4cidos
vacénico y elaidico van a depender de una serie de condiciones, como son:

- Tipo de alimentacién del rumiante (pasto o piensos concentrados);

- pH en el rumen del animal;
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- Niveles de PUFASs en el alimento del animal.

En este sentido las variaciones estacionales de los acidos vacénicos y ruménico en
la leche pueden ser manifiestas. Las hojas verdes y los pastizales suelen contener acidos
linoleico y linolénico; también estan presentes en las semillas, salvo las del lino. Estos
acidos grasos insaturados son deficientes en los piensos compuestos, salvo que los
suplementan (EFSA, 2004; Jahreis et al., 1996). Resultan ilustrativos los datos de R-TFA

en mantequilla segtn las estaciones del afio (Tabla 1).

Tabla 1. Contenidos estacionales de TFAs en mantequillas francesas (Morin, 2005).

%TFA (sin CLA)? % TFA (con CLA)?

Invierno 2,5 3,3
Primavera 3,0
Verano 3,7 5,2

2 Porcentaje sobre 100 g de mantequilla.

Se ha discutido mucho sobre si los R-TFA, son iguales de nocivos que las de origen
industrial (IP-TFA), fundamentalmente en su posible impacto sobre las enfermedades
cardiovasculares (Pfeuffer & Schrezenmeir, 2006; Gebauer et al., 2007; Jakobsen et al.,
2008; Weggemans et al., 2004). En un ensayo controlado aleatorizado se pudo comprobar
que cuando la ingesta de R-TFA fue elevada (por ejemplo, 10,2 g/p/d), el colesterol total
sérico aument6 un 3% y las LDL-C aumentaron un 2%, que es la mitad de lo que se
obtendria con una ingesta de 2,2 g/p/d de IP-TFA (grasa trans producida industrialmente,
esto es, practicamente PHVOs). En definitiva, se estimé que para ingestas de R-TFAs por
encima de 3,4 g/p/d el efecto negativo sobre las enfermedades cardiovasculares seria
similar al que causarian los IP-TFAs, aunque mas agudas en estas tltimas (Chardigny et
al., 2008). En general, en dietas normales los R-TFAs se suelen ingerir por debajo del
1E%, con lo que su impacto sobre la salud es limitado (Willett & Mozaffarian, 2008). No
obstante, habria que proseguir con nuevos estudios para confirmar que los efectos
diferenciales sobre la salud de estos dos tipos de grasa trans, procedentes de distintas

fuentes, son sustancialmente desiguales (Brouwer ef al., 2013).
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1.5 Acidos linoleicos conjugados (CLAs)

Los acidos linoleicos conjugados (CLAs) tienen su origen en la bio-hidrogenacion
y pueden sintetizarse en nuestro organismo por sintesis endogena, a partir de acido
vacénico. Asimismo, existe la posibilidad de que se formen en pequefia extension al inicio
del proceso de hidrogenacion de aceites insaturados o durante una etapa de
desodorizacion de aceites, especialmente cuando la temperatura supera los 250 °C, o
incluso a temperaturas menores en el caso de aceites-PUFA (maiz, soja) (Destaillats &
Angers, 2005).

Practicamente todos los CLAs presentan el doble enlace conjugado trans (los cis
son minoritarios). La banda de absorcion-infrarroja a 984 cm™ (10,2 pm) se observa (con
una extincion especifica inferior a la de los IP-TFA) debido a la vibracion de deformacion
fuera del plano de los -CH- trans.

Los CLAs se encuentran predominantemente en un 70% en la leche y en un 25%
en la carne, siendo el acido ruménico (cis 9, trans-1 18:2) el 75-90% de los CLAs totales
(Parodi, 2003). El acido ruménico parece manifestar cierta actividad bioldgica positiva;
por otro lado, el isémero trans-10, cis-12 18:2 es bastante nocivo, aunque,
afortunadamente, s6lo aparece en porcentajes inferiores al 1% sobre la grasa total de los
alimentos (Park, 2009). Con una dieta mixta para el ganado, la presencia de CLA en leche
se sittia en un rango del 0,3-0,6%. Sin embargo, si la dieta se basa en pastizales, puede
llegar al 1,1%, e incluso llegar al 5,17% si en la dieta del animal se incorpora aceite de
girasol (Bauman & Lock, 2006).

Los CLAs tienen el potencial de ejercer efectos beneficiosos para la salud (Goémez
Cortés et al., 2018), pero no son todos los CLAs. Mientras que el isobmero trans-10, cis-
12 18:2 esté4 asociado a procesos catabolicos, el acido ruménico y su precursor, el acido
vacénico, pueden actuar como ligandos de los receptores activados por proliferadores
peroxisémicos (receptores activados por proliferadores peroxisomales, PPAR), y
presentar actividad anti-arterioesclerdtica y anti-carcinogénica (Gomez Cortes et al.,
2018; Shokryzadan et al., 2017). La mezcla equilibrada de 4cido ruménico con el isdémero
trans-10, cis-12 18:2 se mostrd util frente a la adiposidad abdominal, sin mostrarse
anomalia hepatica, dado los bajos niveles de concentracion de los isomeros mezclados

(Whigham et al., 2007).

24



Capitulo 1

Introduccion: Definiciones y conceptos, ingestas poblaciones, efectos sobre la salud, determinacion de
grasa trans en productos alimentarios

1.6 Ingestas de grasa trans

Las ingestas poblacionales dependen de los hédbitos de consumo, frecuencia de
consumo y estratos de la poblacion considerada. Se confeccionan a partir de datos
representativos de los consumos promedio poblacionales en cada pais, obtenidos a través
de encuestas de consumo alimentario o de entrevistas. Es una tarea cara, laboriosa y
limitada. Se consiguen datos primarios de los consumidores por medio de metodologias
tales como:

- Recuerdo de 24 horas;
- Registros de 7 dias;
- Cuestionarios de frecuencia (FFQ);

- Empleos de Tablas de Composicion de Alimentos.

Estas tablas deberian ser preferentemente locales o nacionales. En Espafia
disponemos de las elaboradas por la Base de Datos Espafiola de Composicion de
Alimentos (BEDCA) o las que editaba la profesora Moreiras y su grupo, del
Departamento de Nutricion de la Universidad Complutense. Si se carece de dichas tablas
o se dispone de tablas incompletas, se podria acudir a tablas generalistas, que se van
renovando peridodicamente. Las mas recomendadas son las britanicas de Widdenson &
McCance (“The Composition of Foods”), o las de la USDA (Departamento de
Agricultura de Estados Unidos). Lo ideal seria poder disponer de fuentes directas
concretas, a través de un trabajo de investigacion reciente, ya que dentro de cada grupo
de alimentos puede existir una amplia variabilidad.

Asimismo, se podrian emplear ecuaciones empiricas que establezcan relaciones
entre las concentraciones biologicas de los TFAs y las ingestas de grasa frans mediante
bio-marcadores (tejido adiposo, plasma, membranas de eritrocitos, leche materna).
Aunque esta metodologia seria mas representativa, su implementacién resulta mas
costosa y compleja. Es innegable que evaluar las consecuencias clinicas a largo plazo de
un consumo habitual de grasa trans, bajo condiciones dietéticas totalmente controladas,
no ha sido factible debido a las limitaciones éticas que esto conlleva.

Globalmente, con el transcurso de los afos (sobre todo a partir del afio 2000) se han
ido reduciendo las ingestas de grasa trans, al menos en los paises mas desarrollados y con

legislaciones mas contundentes (Micha et al., 2014). Aun asi, habria que emprender
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politicas para tratar de reducir las ingestas de grasa trans en las franjas poblacionales mas
desfavorecidas, también en los paises mas desarrollados (Allen et al., 2015).

Como el 75-80% del TFA ingerido pasa a tejido adiposo humano, dicho tejido es
un bio-marcador bastante representativo de las ingestas de grasa trans. Se puede calcular

mediante la Ecuacion de Enig (Ecuacion 1) (Enig et al., 1990),

y=0,97 + 0,44x Ecuacion 1

Donde:
x = porcentaje (%) de TFA en tejido adiposo,
y = porcentaje (%) de TFA en la dieta.

Se puede conocer las ingestas de TFA conociendo el %TFA, sobre grasa total, en
el tejido adiposo, aplicando la técnica analitica (cromatografia de gases, espectroscopia
infrarroja), después de conseguir la muestra de la persona mediante una biopsia
abdominal (Boué et al., 2000).

De los datos de la Tabla 2 se desprende la brecha existente entre las poblaciones de
los paises anglosajones, con mayor ingesta de grasa trans, y los paises mediterraneos.

Espana presenta el valor mas bajo de la Tabla.

Tabla 2. Porcentajes de TFA, sobre grasa total, en tejido adiposo en las poblaciones de
distintos paises (Combe et al., 1998).

Canada 4.8
EEUU 3,2
Reino Unido 3,0
Francia 1,8
Grecia 1,2
Espana 0,6
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En las madres lactantes el contenido de grasa frans en la leche materna refleja
fehacientemente la ingesta del dia anterior al de la medida (Boatella et al., 1993). Se sabe
que a través de la leche en la lactancia se trasladan al bebé grasa trans lo que puede
perjudicar su desarrollo y el del sistema nervioso central. En la Unién Europea sélo estan
regulados los preparados para lactantes y de continuaciéon mediante una Directiva en la
que se establece que “el contenido de acidos grasos frans no sera superior al 3%, sobre el
total de materia grasa del producto” (CEE, 2006).

En la Tabla 3 se recoge la evolucion con los afios del consumo de grasa trans de

algunos paises representativos.

Tabla 3. Evaluacion de las ingestas de grasa trans en distintos paises.

Ingesta de TFA
Referencia
(g/p/d)
1980s 7-12,8 Hunter & Applewhite, 1991
1990s 53 Borra et al., 2007
EEUU
2003 4,0-6,4 Hunter, 2006
2010 1,3 Doell et al., 2012
1980s 8-12 Aro et al., 1995
Canada 1990s 8,4 Ratnayake et al., 2009
2006 2,2-3,4 Ratnayake et al., 2009
1980s 6-17 Aro et al., 1995
Dinamarca 1991 5,0 Stender & Dyerberg, 2004
1997 2,7 Stender & Dyerberg, 2004
1980s 7 Sanders, 1988
Reino Unido 1990s 2,8 Hulshof et al., 1999
3,0 (H)'
2003 . Laloux et al., 2007
2,1 (M)
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Ingesta de TFA

Referencia

Alemania

Paises Bajos

Noruega

Suecia

Islandia

Francia

Italia

Grecia

Portugal

Espana

Polonia

1980s

1990s

1980s

1990s

1980s

1990s

2010

2010

1990s

2010

1980s

1990s

2003

1980s

1997

1990s

1990s

1980s

1990s

2001

2010

1990s

(g/p/d)

5-6,5

3,7

10

4,3

7,1
4,0
2-4
0,7
5.4
2,4

5-6,5
2,3
2,7-3,3
2-3,5
1,6
1,4
1,6
2-3
2,4
2,05
0,78

3,3-6,9

Aro et al., 1995
Steinhart & Pfalzgraf, 1995/1996

Spaaij & Pijls, 2004

Health Council of the Netherlands,

2006
Aro et al., 1995

van Poppel et al., 1998
Wanders et al., 2017
Wanders et al., 2017
Hulshof et al., 1999
Wanders et al., 2017

Aro et al., 1995
Hulshof et al., 1999
Léger et al., 2007
Boatella ez al., 1993

Pizzoferrato et al., 1999

van Poppel et al., 1998

van Poppel et al., 1998
Boatella ez al., 1993
Parcerisa et al., 1999

Capita & Alonso-Calleja, 2003

Papantoniou et al., 2010

Zbikowska, 2010
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Ingesta de TFA
Referencia

(g/p/d)

Okamoto et al., 1999

1990s 1,56
Japén Zhou et al., 2003
2007 1,8 Yamada et al., 2010
China 1990s 0,4 Zhou et al., 2003
Corea del Sur 1990s 0,6 Craig-Schmidt, 2006
Iran 2010 9,3 Wanders et al., 2017
Brasil 2008 2,4 Wanders et al., 2017
Costa Rica 2006 2.9 Wanders et al., 2017
Sudéafrica 1990s 1,5 Maclntyre et al., 2002
Oriente
‘ 2010 5,3 Wilczek et al., 2017
Medio

“H=Hombres; M=Mujeres.

En lineas generales, las ingestas descendieron conforme se introducian las
reformulaciones en dichos paises a partir de los afios noventa. El descenso ha sido
significativo en Norteamérica y Centroeuropa. En los paises mediterraneos se
mantuvieron siempre ingestas menores. Es de destacar las muy bajas ingestas en paises
asiaticos orientales, como Japon, Corea del Sur y China. En América Latina también se
ha trabajado para rebajar las ingestas de grasa trans. En cambio, en Europa del Este
(Polonia), Iran y Oriente Medio las ingestas eran mas altas. En Espana, las ingestas de
grasa trans siempre han sido bajas.

En los Estados Unidos, del 2003 al 2010 se produjo un descenso notable de la
ingesta de grasa trans, que alcanzo el 72%. En este pais, en 2004, todavia eran
sustanciales las ingestas debido al consumo de margarinas duras, donuts, bolleria, pre-
congelados y palomitas de maiz. Canada figuraba en las décadas de 1980s y 1990s a la
cabeza de las ingestas en grasas trans: mas de un 10% se ingerian con las margarinas no
reformuladas, contando también el consumo de bolleria y pasteleria industrial y productos

y snacks de comida rapida. La grasa trans que se ingeria en este pais suponia hasta el 10%
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de la grasa total ingerida, alcanzandose cifras impensables, de hasta 38 g/p/d. Como el
90% de la grasa frans se presenta como “grasa invisible”, se dieron casos de un consumo
indebido en embarazadas canadienses, lo que repercutid negativamente en el normal
desarrollo del feto (Elias & Innis, 2002).

Dinamarca presentd un descenso sostenible de grasa trans entre 1991 y 1996, lo
que se apreciod en la salud cardiovascular de la poblacion (Leth et al., 2006). En algunos
paises como en Alemania, Francia y Espafia, la ingesta de grasas frans era mayor en
hombres que en mujeres mientras que en otros, como Japén, las mayores ingestas se
producian en mujeres de mediana edad. En los Paises Bajos, el 25% de la ingesta de TFA
provenia del consumo de galletas, bolleria y reposteria, y un 9% de fritos y snacks.

En Suecia, en cambio, el nivel de ingestas era s6lo del 0,3 E% y la bolleria,
pasteleria y helados solo contribuian a la ingesta de grasa frans en un 7%. En Francia,
donde la Agencia de Seguridad Alimentaria (AFSSA) acoge también dentro del concepto
de acidos grasos trans a los que provienen de leche (lacteos) y carne de rumiantes, casi el
50% procedia de la mantequilla y los quesos (Laloux et al., 2007).

En 2001, alrededor del 97% de la poblacion espaiiola se situaba dentro de los
niveles de ingesta considerados aceptables (menos de 2 E%, o sea, menos de 4,2 g/p/d)
(Capita & Alonso-Calleja, 2003). Pero si tenemos en cuenta el estudio de la poblacion del
Noreste mediterraneo, se hallaron ingestas por debajo del 1 E%, establecido por la OMS,
y significativamente diferentes (p<<0,01) entre hombres (0,78 E%) y mujeres (0,47 E%)
(Papantoniou et al., 2010). Por su parte, en las mujeres japonesas urbanas de mediana
edad (frente al grupo equivalente rural) las ingestas de grasa trans podian superar el 1
E%; casi el 40 % de estas ingestas procedian del consumo excesivo de productos de
panaderia, bolleria, y confiteria (Yamada et al.,, 2010). Por el contrario, en el caso de
Brasil, las ingestas eran mas altas en los adolescentes, sobre todo en los varones (Remig

et al., 2010).
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1.6.1 El Estudio TRANSFAIR

En 1995, la Comision Europea financi6 el proyecto “TRANFAIR Study: Intake of
fatty acids in Western Europe with emphasis on trans fatty acids”. TRANSFAIR es un
acréonimo formado a partir de “frans fatty acid intake acid risk” (Ingestas de TFAs y
factores de riesgo para la enfermedad cardiovascular en Europa). Participaron 14 paises
de Europa Occidental, entre ellos, Espafa. Se confeccion6 una dieta tipo para cada pais,
se hizo una combinacion de los componentes, y se centralizaron todos los analisis en un
mismo laboratorio (Paises Bajos). Luego se determinaron las ingestas medias en cada pais
participante expresando los resultados en gramos de TFA por persona y dia (g/p/d).

Espaa y los paises mediterrdneos (que suelen cocinar con aceite de oliva)
presentaron ingestas por debajo del 1 E% (OMS). Alemania, Reino Unido y Dinamarca
estaban en el limite, y Francia lo sobrepasaba un poco. Los paises escandinavos y los
Paises Bajos presentaban las mayores ingestas. Esto se debia a que en los paises del
Centro y del Norte de Europa solian utilizar en cocina, mantequilla y margarina (Hulshof
et al., 1999, van Poppel et al., 1998).

Como se observa en la Tabla 4, la FAO/WHO y la Asociacion Americana del
Corazén (AHA) recomiendan no sobrepasar las ingestas de grasa frans del 1 E%. El
mismo criterio siguieron Alemania, Austria, Paises Bajos, y Suiza. En cambio, otros
paises fueron mas permisivos y las limitaron al 2 E% (Canadd, Reino Unido y Francia).
En Espaiia se adoptd una posicion ecléctica, la misma que adopté en principio la
Comunidad Europea, recomendando unas ingestas tan bajas como fueron posible,

manteniendo el valor nutricional adecuado de la dieta.
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Tabla 4. Limites maximos recomendados de ingesta de grasa trans.

Limite de ingesta de TFA

Pais/Organizacion Referencia
recomendado
Canada 2E% EFSA, 2010
Alemania, Austria 1 E% EFSA, 2010
Paises Bajos 1 E% Spaaij & Pijls, 2004
Reino Unido 2E% EFSA, 2010
Suiza 1 E% EFSA, 2010
Francia 2 E% EFSA, 2010
Reino Unido, paises
. 10 E% (suma SFA+TFA) EFSA, 2010
escandinavos
AESAN? tan bajo como sea posible AESAN, 2010
Kris-Etherton &
AHAP, ADA® 1 E%
Innis, 2007
FAO/WHO 1 E% FAO/WHO, 2010

2 AESAN: Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion;
Y AHA: American Heart Association;
CADA: American Dietetic Association.

La casuistica en India y Pakistdn preocupa mucho y afecta a la consecucion de los
objetivos de la OMS a corto plazo. En estos paises y en algunos otros de la zona, es
frecuente cocinar con aceites hidrogenados tanto en restaurantes como a nivel doméstico.
Se tratan del “ghee” y el “vanaspati”. El “ghee” es una grasa de mantequilla obtenida
mediante calentamiento, y separacion de la fase acuosa. Se confecciona a partir de la leche
de vaca, bufala, cabra u oveja. Es mas resistente al enranciamiento que la mantequilla
normal.

Por su parte, el vanaspati es un aceite vegetal hidrogenado, purificado, y fortificado
con vitaminas A y D; es el sucedaneo vegetal del “ghee”. El vanaspati se confecciona a
partir de aceites tropicales (de palma, palmiste, y coco) importados, que se hidrogenan
parcialmente. Presenta un contenido de grasa frans muy variable (0,6-30 %TFA), pero

solo el 7 % ofrece valores inferiores al 2 %TFA. Ademas, presenta un alto indice
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aterogénico, pues la suma de acidos grasos saturados mas acidos grasos trans es superior
al 60 % (se recomienda que no sobrepase el 40 %) (Nigam, 2000). La tolerancia
gubernamental y la ignorancia ciudadana inciden en un elevado consumo de vanaspati y
aceites hidrogenados, tanto procedentes de frituras de abuso, como de la venta callejera
de productos populares en dichos paises como las “samosa” o los “paratha” y esto ha
contribuido a la propagacion de enfermedades cardiovasculares, incluso de diabetes (Butt
& Sultan, 2009). Las autoridades gubernamentales, a través de una ley de seguridad
alimentaria, establecieron una limitacion del 10 %TFA para los vanaspati y otros aceites
hidrogenados (FSSAI, 2010). Pero la realidad era que en algunas muestras de vanaspati
analizadas se superaba de 1,3 a 2,5 veces lo legislado y se encontraron en algunos casos
valores muy altos, de hasta el 30 %TFA. El consumo medio de estos aceites vegetales
hidrogenados por la poblacion india es de 1,60 g/p/d, lo que sumaba a los 0,60 g/p/d de
TFA procedente del vanaspati, existiendo regiones al norte del pais, como la del Punjab,
con consumos extremos descontrolados de 15 g/p/d, y una mayor tasa de mortalidad de
origen cardiovascular (Dixit & Das, 2012).

Pakistan, al igual que la India, presenta ingestas excesivas de grasa trams. De
acuerdo con el desafio de la OMS para 2023, se realizaron esfuerzos para eliminar los
acidos grasos frans de origen industrial (IP-TFA). Junto al vanaspati, las mayores fuentes
de grasas hidrogenadas (PHVOs) han sido las grasas anhidras y concretas (“shortenings”)
para uso en bolleria, pasteleria, margarinas duras, y otras grasas untables. Se constata que
todavia la legislacion en este pais resulta insuficiente y se recomendd reemplazar el
vanaspati con alternativas mas sanas, implementar mayores practicas reguladoras, y
enmendar las leyes del etiquetado (Tarar et al., 2020).

Los paises del Este de Europa hace largo tiempo que presentan altos contenidos de
grasa trans en sus suministros de alimentos. De un estudio comparativo europeo basado
en la “cesta de la compra” se desprendia, por ejemplo, que una misma comida formal
constituida por patatas fritas, galletas y palomitas de maiz aportaba menos de 2 gramos
de TFA en Francia, Alemania y Reino Unido, mientras que, por el contrario, aportaba 10-
20 g de TFA en Polonia, Hungria o Rumania (Stender et al., 2012).

En Republicas ex—soviéticas (Georgia, Kazakhstan, Armenia) o ex—yugoslavas
(Serbia, Croacia) se han encontrado recientemente en supermercados entre 50 y 100

productos alimentarios con mas de 2 %TFA (sobre grasa total) dandose el caso en algunos
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de alcanzar cifras de 50 %TFA (Stender, 2020). En 15 paises ex—soviéticos se encontraron
contenidos que iban del 14 %TFA al 21 %TFA (sobre grasa total) declarando en el
etiquetado explicitamente la presencia entre los ingredientes de grasas hidrogenadas, o
bien, términos como “contiene margarina dura” o “grasas de confiteria” (Stender, 2019).
En pasteles domésticos de venta callejera en Bosnia-Herzegovina se detectaron
contenidos de 2,3 g TFA por racion, ademas de un exceso de grasa total y de grasa
saturada, lo que reclamaria entornos de venta callejera mas controlados (Albuquerque et
al., 2022). Otra zona geografica donde existen lagunas legislativas sobre la grasa trans es
el Norte de Africa. Entre los productos mas consumidos en el mercado egipcio, el 34 %
excedian el 2 %TFA, sobre grasa total, y entre las de mayor carga frans se situaban los
dulces orientales, los alimentos de comida rapida, y las frituras con aceites usados (aceites
de abuso) (Ismail, 2021).

Para finalizar el epigrafe de ingestas de grasa frams se comentan algunas
limitaciones. Por ejemplo, el uso de distintas metodologias para evaluar las ingestas. Asi,
casi por la misma época, finales de los 1990s, en el caso de Espaiia (0,7 E%) se empleo
el registro doméstico de 7 dias (Hulshof et al., 1999), los sudafricanos (0,7 E%) usaron
un cuestionario de frecuencias (FFQ) (MacIntyre et al., 2002), mientras que en China (0,2
E%) se empleo el recuerdo de 24 horas (Zhou et al., 2003). También puede aparecer
heterogeneidad por las diferentes formas de muestreo.

La cuestion de las bases de datos es otro punto a tener en cuenta. No todas las tablas
de composicion de alimentos son locales o nacionales, ni todos poseen datos de TFAs.
Ademas, los alimentos varian dentro de un mismo grupo de alimentos, varian su
composicion entre los paises, o entre las cosechas, también los procesamientos difieren o
las alternativas tecnologicas. Muchos paises como Suecia, Japon, o los paises
mediterraneos, con ingestas de grasa trans inferiores al 1 E% no priorizan la evaluacién
de nuevos estudios de ingesta. A veces se dice “TFA de origen animal” mal expresado;
debe consignarse TFA procedente de leche y carne de animales rumiantes. Aunque la
ingesta de TFA de un pais sea baja, pueden existir subgrupos poblacionales con ingestas

mas elevadas, como los adolescentes o los de menores ingresos (Stender et al., 2016).
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1.7 Acidos grasos trans y perfil lipidico

Hubo un momento trascendental en la historia de la grasa trans. Esto sucedid
cuando Mensink y Katan (1990) publicaron un articulo pionero para comprender la
relacioén con la salud de los 4cidos grasos trans. Su investigacion, basada en ensayos
aleatorizados controlados, descubrié que los acidos grasos trans elevaban en plasma el
colesterol total y las lipoproteinas LDL-C, a la vez que rebajaban las HDL-C (Katan,
1995). Por efecto del TFA las pequeiias particulas LDL-C se convierten en particulas mas
grandes y homogéneas (aumentan el tamafio en 2,44 armstrong) que afectan al sistema
cardiovascular (Kim & Campos, 2003). El descenso de las lipoproteinas HDL-C se debe
a la estimulacion de la actividad de la lipoproteina de transferencia del éster de colesterilo,
que transfiere los ésteres de colesterol desde las HDL-C hasta las LDL-C y las VLDL-C
(Abbey & Nestel, 1994). Asimismo, en presencia de TFA disminuye la actividad del
receptor hepatico de LDL-C, por lo que aumentan los niveles séricos de esta lipoproteina
(Woollett et al., 1994). Los acidos grasos trans elevan también los niveles séricos de
lipoproteinas (a) [Lp(a)]. Lo normal es que los valores sanguineos de esta lipoproteina
estén por debajo de 150 mg/L y no suelen cambiar, puesto que estan bajo control genético;
si se supera el citado valor seria un factor de riesgo para la incidencia de infarto de
miocardio (Mensink et al., 1992).

Comparativamente, la grasa trans puede ser mas perjudicial para el perfil lipidico
que la grasa saturada. Se produce una ratio en suero colesterol total/HDL-C duplicada en
el caso de los 4cidos grasos trans, con respecto a las saturadas (Ascherio et al., 1999). En
el transcurso del “Nurses Health Study” (“Estudio de las Enfermeras™), en Estados
Unidos, se pudo comprobar que un aumento del 2 E% de ingesta de TFA suponia un 23%
de riesgo extra cardiovascular, mientras que un aumento del 5 E% de ingesta de grasa
saturada podia ocasionar un 17 % de riesgo aumentado cardiovascular (Hu et al., 1997).
Se producia ademés un aumento del catabolismo de HDL-apoA-I y un descenso del
catabolismo de LDL-apoB-100, datos que se confirmaron en mujeres
hipercolesterolémicas; estos cambios daban lugar a ratios colesterol total/ HDL-C y
LDL-C/HDL-C menos favorables en el caso de los TFAs que en el de los acidos grasos
saturados (Matthan et al., 2004). La asociacion entre TFA y colesterol esta mas contenida

en Japon. Esto se debe a que en la dieta de los japoneses existe una ratio PUFA/SFA=2:1,
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frente a la ratio PUFA/SFA=I1:1 de la dieta de los paises occidentales: es el “efecto

linoleico que contrarresta el efecto nocivo de los TFAs (Takeuchi & Sugano, 2017).

1.8 Efectos de la grasa trans sobre la salud

Los acidos grasos trans son mas deletéreos que los demas acidos grasos de la dieta,
en especial, para el sistema cardiovascular (Kromhout et al, 2011). Existen pruebas
suficientes que confirman que su nocividad supera a la de la grasa saturada (Oomen et
al., 2001). Tanto la dieta mediterranea (rica en legumbres, frutas y verduras, frutos secos,
aceite de oliva) como la japonesa de Okinawa (rica en pescado, arroz y algas) presentan
menores porcentajes de grasa saturada y de grasa trans, siendo recomendable mantener
ambos bajos para una buena salud cardiovascular (Mozaffarian & Ludwig, 2010).

Una serie de factores y circunstancias afectan al grado de nocividad de la grasa
trans. Asi, entre otros:

- Cantidad ingerida (se recomienda no sobrepasar 2 g/p/d, o bien, 1 E%);

- Cantidad absorbida (si se consume fibra dietética se reducira la absorcion; por lo
tanto, es conveniente estimular el consumo de frutas y verduras) (Enriquez et al.,
2003);

- Tipo de TFA (las de origen industrial son mas nocivos, que las de origen natural)
a igualdad de concentracion; los di-trans son especialmente nocivos; los aceites
de pescado parcialmente hidrogenados son mas nocivos que los aceites vegetales
parcialmente hidrogenados (Miiller ef al., 2001);

- Las formas oxidadas de los TFAs se metabolizan con mayor dificultad, de ahi que
convenga una dieta anti-oxidante (tomate, zanahoria, frutas del bosque);

- Las personas obesas son mds sensibles a ingestas iguales de TFA, méaxime si

llevan asociadas el sindrome metabolico (Risérus et al., 2002).

Ademas de ser muy representativo de las ingestas grasas, siempre es preferible
elegir el tejido adiposo como bio-marcador en los estudios a largo plazo dado que sus
recambios son lentos. En personas con obesidad morbida detectaron mayores niveles de
grasas trans en la grasa visceral después de una cirugia bariatrica, lo que resultaba
preocupante por una mayor lipolisis, importante indicador de alteraciones metabolicas

(Bortolotto et al., 2005).
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Los primeros estudios se llevaron a cabo en animales de experimentacion (ratas).
En ratas que recibian dietas con TFA-sintéticos (trielaidina), ésta se metabolizaba en un
90 %, 10 % se acumulaba en el tejido adiposo, y so6lo un 1 % aparecia en heces. Se
producian retrasos en el crecimiento de los animales, emaciacion, hipertrofia del higado,
y disminucion de la eficacia lipidica (incremento del peso/peso de los lipidos ingeridos)
(Allen, 1960; Raulin, 1960). En material de autopsia humana se comprob6 que los acidos
grasos trans de cadena larga podian ser metabolizados tan facilmente a como lo eran los
cis ; los andlisis informaron que el tejido adiposo contenia entre 2,4 y 12,2 %, y los
ateromas de personas que habian fallecido por aterosclerosis, entre un 2,3 y un 8,8 % de
TFA (Johnston et al., 1957).

Una vez que se absorben, los dcidos grasos trans se incorporan a los fosfolipidos
de membranas celulares, afectando la permeabilidad y funcionalidad de éstas, y
distorsionando las funciones de los receptores de membrana (Woollett et al., 1994). Las
moléculas de TFAs pueden actuar como ligando de los receptores internos, regulando la
transcripcion genética (Vanden Heuvel, 2004), y provocar un descenso de la actividad del
receptor hepatico de las particulas LDL-C. También bloquean la AG-desaturasa,
alterando, de forma competitiva, la via metabolica que, partiendo de los acidos grasos
esenciales (EFAs) debe desembocar en las prostaglandinas antitromboéticas PG1y PG3
(Beare-Rogers, 1983; Kinsella et al., 1981). La enzima COX-2 reconoce los TFAs, como
sustratos extrafios, y reacciona con ellos, originando inflamacién e inhibicion de la
prostaciclina, necesaria para prevenir la formacion de codgulos en las arterias
(Kummerow, 2009).

La relacion directa entre ingestas de grasa tramns y riesgo cardiovascular resulta
cuantitativamente mayor que la que se podria predecir teniendo en cuenta inicamente su
efecto adverso sobre el perfil lipidico. Se ha comprobado una estimulacion de la
transcripcion del factor nuclear NF-kappa B, que desencadena la produccion de bio-
marcadores de la inflamacion sistémica (IL-6, TNF-a, CRP, selectina) (Martinez Martin
& dePablos Velasco, 2007; Mozaffarian et al., 2004b). La funcion endotelial también se
ve afectada, a través de una desregulacion de la dilatacion arterial (Mozaftarian, 2006a;

Lopez-Garcia et al., 2005).
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1.8.1. Cardiovascular

Sin lugar a duda, la mayoria de las investigaciones se han centrado en la asociacion
causal entre ingestas de grasa trans y las cardiopatias, que se va a comentar seguidamente.
El otro campo de exploracion ha sido comprobar si existia una relacion entre las ingestas
de grasa trans y la incidencia de ciertos tipos de cancer (mama, colon, prostata). Esto
ultimo se comentara en el ultimo capitulo de esta Tesis.

Dentro de los estudios de cohorte prospectivos se obtuvieron riesgos relativos (RR),
respecto a la enfermedad cardiaca coronaria de alrededor del 30 % en los estudios
americanos con amplio seguimiento (10-20 afios). Es el caso del “Nurses” Health Study”
(RR=1,33), “Health Professionals Follow-up Study” (RR=1,26), y “Zutphen Elderly
Study” (RR=1,28). En los estudios caso-control, el principal fue el estudio europeo
EURAMIC, donde, en principio, el riesgo relativo fue neutro (RR=0,97); sin embargo, si
se exceptuaba el caso espafiol (la cohorte espafiola originaba dilucion de datos, al ser muy
bajo el riesgo cardiovascular), RR (intercuartil)=3,1, significativo. En los ensayos
clinicos, cuando la ingesta de grasa trans era descontrolada, aumentaban los niveles
circulantes de bio-marcadores de la inflamacion (Nestel, 2014).

En un meta-analisis de cohorte prospectivo se demostrd que un aumento del 2 E%
de TFA reemplazando iso-caloricamente a carbohidratos estaba asociado a un aumento
del 24% del riesgo de enfermedad cardiaca coronaria (Mozaffarian et al.,, 2006b). Por
ultimo, hay que tener en cuenta que, en condiciones Optimas de salud, el 6xido nitrico
endotelial promueve la vasodilatacion y previene la agregacion plaquetaria. Pero la
presencia de acidos grasos trans en la membrana del endotelio vascular activa la
NADPH-oxidasa, se liberan radicales libres oxidantes y se reduce la produccion de 6xido

nitrico, resintiéndose la funcion vasodilatadora (Iwata et al., 2011; Zhu et al., 2019).

1.8.2 Tipo de fuente

Hay una cuestion que ha transcendido durante varios afios, y ain no esta del todo
resuelta: ;Son los R-TFA igual de nocivos que los IP-TFA? El 4cido vacénico se
metaboliza mas rapido que el acido elaidico. En el “Nurses” Health Study” el acido
vacénico parece cardiovascularmente beneficioso, pero los resultados no son

significativos. En el estudio de Aquitonia, en hospitales franceses, se concluia que el nivel
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umbral para muestras nocivas era 1,3 E% - 3 E% de TFA total. Si el nivel era 1,2 E%,
practicamente no habia riesgo cardiovascular (RR=1,15). Si el nivel era elevado, ya sea
de IP-TFA como de R-TFA, afectaba al riesgo cardiaco. ;Son mas peligrosos los
trans-MUFA que los trans-PUFA? Los trans-PUFA son mas nocivos, afortunadamente,
se suelen encontrar en cantidades inferiores al 1-2% sobre grasa total. En personas que
habian sufrido paro cardiaco se encontraron niveles estimables de trans-18:2 en los
glébulos rojos, comparando con controles sanos, y una elevada concentracion trans-18:2
en los fosfolipidos de membranas de eritrocitos que puede aumentar el riesgo de infarto
de miocardio (Weggemans et al., 2004).

En un ensayo controlado aleatorizado doble-ciego (Gebauer et al, 2015) se
comprobo que los resultados obtenidos de aumento del colesterol total sérico y los LDL-C
después de ingerir 3 E% de acido vacénico se correlacionaban con los obtenidos por
Motard-Bélanger et al., (2008), después de administrar una dieta con mantequilla
enriquecida (3,7 E% de R-TFA), comparado con una dieta control baja en TFA (0,8 E%).
Parece evidenciarse que no deberian ser preocupantes ingestas moderadas de R-TFA,
pero cuando son mas altos (mayor que 3 E%) ya originan los mismos efectos adversos
aterogénicos que los TFAs de origen industrial.

Pero ;cudl es la ingesta real de R-TFA en la dieta usual? En el caso de que una
persona consumiera toda su grasa saturada recomendada a partir de R-TFA seria una
ingesta de 10 E%, pero que se corresponderia con una ingesta de 20 E% R-TFA (ya que
las grasas de rumiantes suponen el 50 % de la grasa saturada ingerida). Como el contenido
promedio de TFA de leche (lacteos) y carne de rumiantes es en promedio el 5%, entonces
el 5% del 20 E% son 1 E%, o menos de R-TFA lo que, en definitiva, consumia una
persona en una dieta recomendada usual. Esto es bastante menos que 3,7 E%, incluso,
menos que 1,5 E%, y esto puede tranquilizarnos (Willett & Mozaffarian, 2008).

Ghavami et al., (2012) fueron los primeros en examinar los efectos de los acidos
grasos trans sobre los mecanismos de muerte celular (apoptosis, autofagia) en
miofibroblastos ventriculares primarios. Comparando en un ensayo los acidos oleicos
(control), elaidico y vacénico, en el caso del acido elaidico (que representa los IP-TFA),
tanto respecto al control como respecto al acido vacénico, aparecia un aumento
significativo (p < 0,05) de los marcadores apoptéticos. En el caso del acido vacénico no

es significativo el aumento pequefio que aparece (Ganguly & Pierce, 2015). En una
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poblacion de pacientes con cardiopatias diversas se determinaron los TFAs en plasma y
en eritrocitos, y luego se representaron frente a la conocida como puntuacion Gensini,
que mide la severidad de la enfermedad arterial coronaria en funcién del estrechamiento
del lumen de la arteria. Se observd como al aumentar los niveles de acidos grasos trans
en sangre aumentaba significativamente (p < 0,001) la puntuacion Gensini, es decir, las

lesiones ateroscleroticas (Hadj Ahmed et al., 2018).

1.8.3 Diabetes tipo-2

Muchos de los estudios emprendidos fueron de corta duracion (apenas de 1 mes) y
otros tantos resultados fueron contradictorios (Aronis ef al., 2012). Una ingesta excesiva
de grasa trans influia en el nivel de resistencia insulinica, por afectacion de los receptores
insulinicos de las membranas (Hu et al., 2001). Un incremento de 2 E% de TFA en
mujeres de mediana edad se asociaba con una incidencia 1,39 veces mayor de diabetes
(Salmerén er al, 2001). Se han observado efectos nocivos sobre la insulinemia
post-pandrial en el caso de diabéticos obesos con ingestas frecuentes de grasa trans
(Risérus, 2008).

La grasa trans puede influir sobre la transcripcion genética modulando receptores
nucleares (PPAR) y el receptor X hepatico, que desempefian papeles clave en el
metabolismo de la glucosa (Saravanan et al, 2005). Estudios mdas recientes han
encontrado asociacion directa significativa entre la concentracion plasmatica de acido
elaidico y la incidencia de diabetes tipo-2 en cohortes japonesas y norteamericanas (Itcho

etal., 2017).

1.8.4. Grasa trans, maternidad y lactancia

La grasa trans ingerida con la dieta en la madre gestante atraviesa la barrera
placentaria y se instala en los fosfolipidos sanguineos y tejidos fetales (Larqué et al.,
2001). Esto puede afectar tanto a la duracion de la gestacion como al peso del bebé al
nacer (Koletzko & Miiller, 1990). Se encontré una correlacion inversa entre los
contenidos en sangre de TFAs y PUFAs de prematuras y tejido fetal. Ante esta situacion
se planteo, si fuera conveniente fortalecer con acido linoleico la dieta de la madre
gestante, pues la grasa trans inhibe la conversion de los 4cidos grasos esenciales (EFAs),

que son vitales en las primeras etapas de la vida (von Houwelingen & Hornstra, 1994).
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En definitiva, niveles crecientes de acido grasos frams en plasma materno resultan
adversos para:

- Crecimiento fetal, pues los acidos grasos esenciales (EFAs) no pasan a PUFAs de
cadena larga, como el 4cido docosahexanoico (DHA), ni a prostaglandinas
beneficiosas en los tejidos fetales (Dutta-Roy, 2000);

- Desarrollo neural y visual;

- Desarrollo post-natal (Innis, 2007).

La cantidad de TFA detectado en los fosfolipidos fetales se correlacionaban con los
encontrados en los fosfolipidos maternos, que eran una huella de la ingesta de grasa trans
de la madre (Craig-Schmidt, 2001).

Las ingestas de grasa trans de la madre afectan no s6lo la calidad, sino también la
cantidad de leche materna (Anderson et al., 2005). El contenido de grasa trans en leche
materna es fiel reflejo de la dieta mas proxima ingerida por la madre. En Espafia, el
contenido promedio de TFA en leche materna es 0,98%, sobre grasa total (Boatella et al.,
1993), mucho menor que el de las madres norteamericanas (Chen et al., 1995). Asi, en
Canada, el contenido promedio de TFA en leche materna era del 1,9% sobre grasa total,
y aun mas elevado, del 6-7% en los Estados Unidos. Las madres canadienses, durante la
lactancia, consumieron un 50% del total de &4cidos grasos trams, procedentes de

bolleria/confiteria y snacks, un 11% procedia de “comida rapida” (Innis & King, 1999).

1.8.5 Deterioro cognitivo y Alzheimer

Ya se ha visto como la grasa trans aumenta los niveles de colesterol plasmatico. La
distribucion intracelular del colesterol, asimismo, modula la presencia del péptido beta-
amiloide, que se conecta con la demencia (Barnard et al, 2014). En el “Proyecto
Envejecimiento y Salud de Chicago”, con mas de 800 participantes y 4 afios de
seguimiento, utilizando un cuestionario de frecuencia (FFQ), se asocid el declive
cognitivo y la incidencia de la enfermedad de Alzheimer al consumo continuado de &cidos
grasos saturados (SFA) y grasa trans (TFA), mientras que ejercian un efecto de riesgo
decreciente el consumo de grasa monoinsaturada (MUFA) y poliinsaturada (PUFA)
(Morris & Tangney, 2014). Anteriormente, Morris et al., (2004) habian realizado un
seguimiento de 6 afios en ancianos y encontraron una clara correlacion directa entre

ingestas elevadas de grasa trans y una mayor velocidad del deterioro cognitivo. La
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presencia de grasa trans aumentaba los niveles de APP (“Amyloid Precursor Protein”) no
amiloidogénica, cuando se comparaba con el comportamiento de los cis-MUFA vy
cis-PUFA (Grimm et al., 2012). Las moléculas de 4cidos grasos trans se incorporan a las
membranas de las células cerebrales, alterando la capacidad de las neuronas para
comunicarse, y afectando decisivamente el rendimiento mental con la edad (Ginter &

Simko, 2016).

1.8.6 Obesidad

En Estados Unidos, en una cohorte de mas de 16.000 hombres, un elevado consumo
de grasa trans se asocidé con un aumento moderado de la circunferencia de la cintura,
después de ajustar para todos los factores involucrados en la evaluacion del indice de
masa corporal (Koh-Banerjee et al., 2003). En la India y Pakistan, donde existia un
consumo desmesurado de vanaspati y aceites de cocina con grasa parcialmente
hidrogenada, también aumentd la medida (cm) de la circunferencia de la cintura y el
indice de masa corporal entre la poblacion (Ghosh, 2007). En una cohorte del prolongado
“Nurses” Health Study” (NHS) (20 afios de seguimiento) se observo un aumento del peso
corporal entre las mujeres con mayor consumo de grasa trans (Field et al., 2007). Sin
embargo, la mezcla en proporcion adecuada de los isdmeros acido ruménico y trans-10,

cis-12 CLA se mostro util frente a la adiposidad abdominal (Whigham et al., 2007).

1.8.7 Capacidad Reproductora

Se ha detectado asociacion entre las ingestas de grasa frans en jovenes y los
parametros de calidad del semen (Chavarro et al., 2014). También se ha percibido un
descenso de testosterona sérica, junto a una morfologia anormal de los espermatozoides.
Incluso ingestas de 1 E%, si son continuadas, podrian afectar a las hormonas de la

reproduccion en jovenes (Minguez-Alarcon et al., 2017).
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1.9 Alternativas a los aceites hidrogenados. Reformulaciones

Los aceites parcialmente hidrogenados han sido, mayoritariamente, la principal
fuente industrial de grasa trams. Ya mucho antes de que la FDA no siguiera
considerandolos como sustancias GRAS (“generally recognized as safe”), en 2015, de
forma progresiva, a partir de 1990 las grandes compaifiias comenzaron las
reformulaciones para evitar la grasa trans en los alimentos procesados. Se avanzd
especialmente en la década 2000-2010 cuando el sector industrial implementé muchas
iniciativas para reformular margarinas y “shortenings” (grasas anhidras y concretas). En
esto tuvo mucho que ver la presion gubernamental sobre la industria alimentaria, y la
presion sobre las franquicias de “comida rapida” (“fast-food”), simbolizadas en las
decisiones legislativas que implementé Dinamarca, por ejemplo, para tomar ventaja en
esta porfia. En otros paises, como los Paises Bajos, se implement6 el conocido como
“modelo Polder”, grupo de trabajo colaborativo entre los distintos sectores implicados
(gobierno, industria, autoridades sanitarias, y unién de consumidores), que funciono
eficazmente (Katan, 2006).

Se contaba con grandes suministros de aceites vegetales comestibles, a nivel
mundial, fundamentalmente aceites de palma y de soja, seguidos por el aceite de canola
(que era una patente canadiense: aceite de colza rebajado de acido erucico) ;Cuéanto de
esta produccion global se convertia en aceites parcialmente hidrogenados? Al parecer, en
2007, casi un tercio de la produccion, fundamentalmente de aceite de soja, en los Estados
Unidos (Eckel et al., 2007). La tarea de eliminar estos aceites hidrogenados de los
suministros alimentarios exigia reemplazarlos por ciertos aceites/grasas con propiedades
fisicas, reologicas y sensoriales semejantes. Habia que tener en cuenta consideraciones
sobre:

- Disponibilidad;
- Logistica de las cadenas de suministro;
- Aceptacion del consumidor;

- Costes (Borra et al., 2007).

El empleo de aceites tropicales (aceites de palma, palmiste y coco) fue la decision
a tomar mas facil e inmediata, a la vez que econdmica, sobre todo en lo que se refiere al

aceite de palma. Se trata de un aceite semi-solido, a temperatura ambiente, de buena
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conservacion y palatabilidad, pero que contiene un 50 % de grasa saturada (44% de acido
palmitico). Mientras aumenta significativamente los niveles de HDL-C respecto al aceite
parcialmente hidrogenado, también incrementa las lipoproteinas LDL-C con respecto a
los aceites vegetales bajos en grasas saturadas; ademas, si desplazaba a MUFAs y PUFAs
aumentaban significativamente las LDL-C (Hayes & Poncznk, 2010). A pesar de todo
esto, se han utilizado bastante como alternativa a los PHVOs el aceite de palma, pero es
una fuente de grasa saturada en muchas economias emergentes (Idris & Dian, 2005), es
preferible usar aceites vegetales MUFA y PUFA vy estearina de palma (Tarrago-Trani et
al., 2006).

Se implementaron estrategias para inducir a la industria alimentaria al empleo de
grasas insaturadas como sustitutos de los PHVOs, en concreto, aceites alto-oleico o
medio-oleico, para poder desterrar el uso generalizado de aceites tropicales. Otras
estrategias fueron actuar sobre los factores que rigen el proceso de hidrogenacién para
conseguir bajos contenido de triglicéridos saturados y de acidos grasos trans. Para ello se
combinaron condiciones de baja temperatura (100 °C) con una presion de hidrogeno muy
alta (1,0 MPa) y catalizadores de platino sobre soportes de zeolitas, o un catalizador
nanoestructurado con paladio inmovilizado (Skeaff, 2009; Philippaerst et al., 2013).
Igualmente, la hidrogenacion electroquimica significd un sustancial avance para reducir
la formacion de acidos grasos trans en los aceites vegetales.

Como alternativa para la sustitucion de las grasas hidrogenadas surgieron dos
nuevas tecnologias:

- Interesterificacion;

- Fraccionamiento.

La interesterificacion supone una redistribucion de los acidos grasos en el esqueleto
del triacilglicerol. La posicion del 4acido graso en la molécula es critica para consolidar
una grasa con las propiedades (fisicas, reologicas, sensoriales) que no contiene grasa
trans. No cambia el perfil de acidos grasos de partida, lo que cambia es la morfologia
cristalina para conseguir el contenido de grasa solida deseada. Esta nueva redistribucion
provoca cambios en las propiedades funcionales de las grasas, mejorando la consistencia.
Se consiguen asi grasas ‘‘cero-trans” con rangos de puntos de fusién aptos para

emplearlos en el procesado de alimentos.
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1.9.1 Interesterificacion quimica

Se lleva a cabo en un reactor discontinuo, a 110-160 °C, donde el aceite se deseca
a vacio, para separar las trazas de agua y de acidos grasos libres que desactivarian el
catalizador. Luego, se afiade metdxido o etoxido sddico o potasico 0,1-0,3 % y se deja
reaccionar un tiempo. Se retira el catalizador mediante lavado del aceite con agua, o
acidificacion. Se filtra, para retirar las trazas de jabon, y el producto final se calienta a
vacio, para eliminar los ésteres metilicos de los acidos grasos (FAMEs). La reaccion es
rapida (tarda unos minutos). Se produce un intercambio aleatorizado inter- e
intra-molecular, obteniéndose glicéridos mixtos, mezclas semi-solidas y plésticas,

exentas de grasa trans (Hunter, 2006; van Duijn, 2005).

1.9.2 Interesterificacion enzimatica

Esta interaccion puede tener lugar entre aceites vegetales insaturados con glicéridos
saturados C12-C16, catalizada por lipasas estereoespecificas sn-1,3 inmovilizadas. Es una
reaccion mas suave y lenta (puede tardar varias horas) que la tecnologia quimica (Zhang
et al., 2004). Tiene la ventaja de que puede detenerse a voluntad, a un tiempo fijado, lo
que permite una programacion para obtener un producto con la composicion, textura y
reologia deseada, pudiéndose seguir los cambios cristalinos microscopicamente
(Mozaffarian et al., 2010). Se consiguen productos “cero-trans” de buen sabor,
elaboracién con un menor contacto con las sustancias quimicas y de un coste razonable
(Kadhum & Shamma, 2017). En la Tabla 5 se ofrece una comparacion entre las dos

tecnologias de interesterificacion.
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Tabla 5. Comparacion entre las interesterificaciones quimica y enzimatica (List, 2004).

Quimica Enzimatica

Proceso discontinuo Proceso continuo

Reaccion no especifica.
Los triglicéridos se forman en Reaccion especifica para sn-1,3

distribucion aleatoria

Las curvas de grasa solida tienen
Las curvas de grasa solida son ' '
' mas pendiente, mejor
relativamente planas

funcionalidad
El catalizador es sensible a la Uso de catalizadores enzimaticos
humedad (lipasas), mas caros

Formacion de productos co-

No se forman productos co-
laterales (jabones, FAMEs,

S laterales
mono- y diglicéridos)
Requiere post-procesado
(eliminar catalizador, retirar No necesita post-procesado

jabones, blanqueamiento)

En las interesterificaciones se suelen combinar, generalmente, un aceite totalmente
hidrogenado (bloque s6lido) con un aceite vegetal insaturado (PUFA). Se obtiene asi una
grasa con buenas propiedades de fusion, textura, adecuada morfologia cristalina,

estabilidad oxidativa y mejoradas propiedades funcionales (Korver & Katan, 2006).

1.9.3. Fraccionamiento

En esta alternativa tecnoldgica se hace pasar el aceite de forma continua por la
unidad de enfriamiento, hasta llegar a la sobresaturacion y la formacion de nucleos
cristalinos. Se forman la fase s6lida (estearinas) y la fase liquida (oleinas), que se pueden
separar por filtracion a vacio, o por centrifugacion. Para evitar que el aceite liquido
penetre en los cristales, se pueden utilizar disolventes (acetona, hexano), para una

separacion mas pura. O bien, el empleo de materiales, como los fosfolipidos, o
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emulsificantes (mono- y diglicéridos). Puede haber un doble fraccionamiento (Smith,
2005). Se suele trabajar con aceites de palma y girasol modificado.

Son posibles dos clases de estearinas. La referida como “estearina blanda”, que se
usa en bolleria y pasteleria. La “estearina dura” podria sustituir a la manteca de cacao en
los productos de chocolateria (Herrera et al., 2015). Los cristales de morfologia o
(inestable) al principio pasan en el producto final a la morfologia B (triclinica) la mas
estable. Se consiguen propiedades Optimas, de acuerdo con el destino del producto en el
procesamiento de alimentos, y presenta como ventaja que, al tratarse de un procedimiento
puramente fisico, es una técnica limpia, de buen impacto medioambiental (Yilmaz &

Agagiindiiz, 2022).

1.9.4 Organogeles

En los ultimos afios se han estudiado e introducido nuevos métodos de modificacion
de los lipidos para conseguir nuevos productos para uso en procesamientos (horneados,
confiteria y otros procesados) libre de grasa trans, con bajos contenidos de grasa saturada
y buenas proporciones de PUFAs (Patel et al., 2020).

Se han conseguido sistemas estructurados con niveles reducidos de grasa saturada,
pero sin modificaciones estructurales o quimicas de las moléculas de triglicéridos; se trata
de ofrecer consistencia, eliminar los acidos grasos trans y conseguir un perfil lipidico
saludable. Los organogeles son sistemas con una fase organica liquida no-polar y agentes
estructurales que promueven la formacion de una red cristalina tri-dimensional, que
atrapa dentro de si el aceite liquido. Se emplean agentes estructurantes (fitoesteroles,
lecitinas, orizanoles, ceras, ceramidas, monoglicéridos), que deben ser sustancias GRAS,
de grado alimentario, y poder usarse a bajas concentraciones (Park & Maleky, 2020).
Recientemente, se han obtenido bigeles a partir de oleogeles de cera de abeja, aceite de
canola y alginato sédico, e hidrogeles de carboximetilcelulosa. La dureza de las “cookies”
en que se emplearon era similar a la obtenida con una grasa anhidra (Quilaqueo ef al.,

2022).

1.9.5 Aplicacion de la ingenieria genética

Cuando se deciden las alternativas al empleo de los aceites parcialmente

hidrogenados es necesario que con la modificacion tecnoldgica no se provoque un
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ascenso de la grasa saturada, ni grandes cantidades de PUFAs, que alteren la estabilidad
oxidativa.

Ambos casos se pueden lograr aplicando la ingenieria genética. Actuando sobre la
expresion transgénica proporcionan el medio de rebajar la carga de acidos grasos
saturados del aceite. Al mismo tiempo, los avances en genética molecular y bioquimica
de la sintesis de aceites vegetales en las plantas oleaginosas proporcionan las herramientas
para rebajar la carga de PUFAs, bloqueando su sintesis durante el desarrollo de la semilla,
consiguiendo variedades alto-oleico, bajo-PUFA, en los cultivos de soja, colza, y otras

plantas oleaginosas (Wallis et al., 2022).

1.10 Analisis de la grasa trans

Hay dos metodologias que han predominado: la cromatografia de gases y la
espectrofotometria infrarroja. En la actualidad, ha descendido el uso de la cromatografia
de gases (que puede conservar un papel en la investigacion de base), en favor de un
empleo més generalizado de la espectrofotometria infrarroja, por razones que mas abajo
esgrimiremos, particularmente cuando sélo se requiere el conocimiento de los acidos
grasos trans totales, para controlar sus niveles en productos alimentarios, y comprobar si
se cumple la legislacion alimentaria, o si se declaran falsos negativos (por ejemplo,
declarar en la etiqueta “libre de grasa frans”, cuando entre los ingredientes del producto
aparecen aceites hidrogenados). Mas concretamente, se aplica la espectroscopia infrarroja
de transformadas de Fourier con reflexion total atenuada (ATR-FTIR). Incidentalmente,
se ha aplicado la resonancia magnética nuclear de carbono-13 ("*C-NMR) para

determinar el numero absoluto de carbonos-trans alilicos (Miyake et al., 1998).

1.10.1 Cromatografia de gases

Al principio, en las décadas de los afios 1970s y 1980s, se usaron columnas capilares
de polietilenglicol (OV-275, Silar, CP-Sil 88) cortas (40-50 m) y 0,32 mm de didmetro
interno, pero existian co-elucion de las formas cis y trans y solapamiento con los PUFAs
de cadena larga (Ulberth & Henninger, 1992). Para evitar estos problemas técnicos, se
introdujeron en los 1990s las columnas capilares largas, altamente polares (100 m x 0,25
mm de didmetro interno x 0,20 um de espesor de la fase estacionaria) SP-2340, de

policianopropilsiloxano, térmicamente estables. Ademas, se afiadid una etapa de
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pre-separacion por cromatografia de capa fina (AgNO3-TLC), o bien, por cromatografia
liquida de alta resolucion (AgNOs- HPLC). Esta fue la base del método oficial AOCS 1
h-0,5, con columnas SP-2560, y derivatizacion de los acidos grasos a ésteres metilicos
(FAMES), pudiéndose emplear las alternativas del detector de ionizacion de llama (GC-
FID) o de espectrometria de masas (GC-MS) (Albuquerque et al., 2018). El isomero cis-
presenta una afinidad mas fuerte por el ciano-dipolo, queda retenido en la columna, y el
isémero trans se eluye antes que el cis.

Aunque la cromatografia proporciona informacion sobre el perfil lipidico de la
mezcla de isomeros, y desde el punto de vista cualitativo puede presentar utilidad, tiene
varios inconvenientes, como son:

- Las columnas capilares son de vida corta;
- Latécnica consume tiempo, es laboriosa, y cara;
- Requiere derivatizacion (FAMEs), debido a la polaridad de los acidos grasos;

- Depende de la disponibilidad de estandares cromatograficos adecuados.

En definitiva, la técnica cromatografica no resulta tan adecuada cuando se trata de
andlisis de control rutinarios y rapidos, donde interesa la cuantificacion global de todos
los enlaces trans aislados, ya procedan de un 4cido monoenoico, o de un acido polienoico.

Para esto, la técnica de infrarrojo ATR-FTIR ofrece indudables ventajas.

1.10.2 Espectroscopia infrarroja

Antes de la introduccion de los métodos instrumentales existian dos métodos
generalizados para la determinacion de los acidos grasos trans. El primero de ellos era un
método gravimétrico que se basaba en la insolubilidad en disolventes organicos
especificos de las sales de plomo del 4cido elaidico (95% de rendimiento). El otro método
se fundamentaba en la diferencia entre las constantes de equilibrio de las reacciones de
los isdbmeros cis y trans- con iodo en CCls. Ambos métodos eran lentos y laboriosos, de
dudosa confiabilidad, requerian un gran tamano de muestra y se trabajaba en un entorno
toxico (Swern et al., 1950).

Estos métodos fueron sustituidos por los métodos espectroscopicos. El espectro

infrarrojo se puede dividir en tres partes:
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- 14.000-4.000 cm™': bandas anchas, solapamientos entre bandas, dificultades para
las asignaciones (“Near-InfraRed spectroscopy”, NIR).

- 4.000-400 cm™', mas empleado, se localizaron los principales grupos funcionales,
y la huella dactilar de la grasa (“Mid-InfraRed spectroscopy”, MIR).

- 400-50 cm’!, infrarrojo lejano, de escaso uso (“Far-InfraRed”, FIR).

La utilizacion del infrarrojo medio (MIR) preferentemente al uso del infrarrojo
cercano (NIR) se fundamenta, especialmente, en que:
- las bandas son mas estrechas;
- es mayor la ratio sefial-ruido (SNR);

- ofrece una mayor resolucion (Guillén & Cabo, 1999).

Rasmussen et al. (1947), trabajando en los laboratorios (I+D) de la petrolera
SHELL en California, trazd los espectros IR de olefinas (octenos) y asignd por primera
vez la banda a 10,36 pm (966 cm™) a la configuracion trans. Se pudo comprobar que los
espectros IR de acido elaidico, acido vacénico y elaidato de metilo ofrecian todos ellos la
misma banda de absorcion IR caracteristica del isomero geométrico trans- (10,36 pm,
966 cm™), banda ausente en los compuestos cis-insaturados y en los 4acidos grasos
saturados. Las bandas caracteristicas de la forma cis aparecian a 3.050 cm™ y 1.640 cm™,
y dichas bandas de absorcion desaparecian en el espectro IR de la trielaidina (Walker et
al., 2007). El protagonismo de los grupos unidos a los carbonos del doble enlace es
desdenable en cuanto a su posible influencia sobre la localizacion de la banda trans- a
966 cm™ (Cleverley, 1960). Todos los isdbmeros posicionales trans-18:1 presentaban la
misma extincion especifica a 966 cm™: no se observan diferencias ni en el maximo de
absorcion de la banda, ni en la altura y 4rea de la banda entre los acidos elaidico y
vacénico.

Todos los mono-trans, ya sean trans-18:1, trans-18:2, trans-18:3, trans-16:1, o
trans PUFAs, en general, presentaban la misma extincion especifica. Los di-trans
presentaban una extincion doble que la de las mono-trans, pero sélo se encuentran en
concentraciones traza (Shreve et al., 1950).

Se podian reconocer grasas saturadas (por ejemplo, las grasas tropicales, aceites de
palma, palmiste y coco) con niveles de grasa frans inferior al 1%, sobre grasa total a
través de:

- Laposicién de la banda maxima a 956 — 962 cm’';
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- Una mayor anchura de banda que la de la banda trans a 966 cm™';

- La asimetria de la banda.

Por debajo de los niveles de 1% TFA, sobre grasa total, en presencia de mayores
niveles de acidos grasos saturados, tiene lugar un desplazamiento hipsocrémico, desde
966 cm™! hasta 963 — 961 cm™'.

En la grasa trans de origen industrial predomina mayoritariamente el acido elaidico
(trans-9 18:1) y el acido vacénico, cuyo origen hay que encontrarlo en la leche y carne de
los rumiantes. Los isdbmeros geométricos trans-18:2, trans-18:3, trans-14:1, trans-16:1,
trans-20:1 y trans-22:1 son minoritarios, y suelen encontrarse en niveles iguales o
menores al 1-2% TFA, sobre grasa total. Las bandas sobre 985 cm™ y 950 cm™ asignables
a isdmeros cis, trans-CLA y trans,cis-CLA, son respectivamente, y a 990 cm™', asignable
a los tranms,trans-CLA. Las bandas de los acidos linoleicos conjugados (CLAs) solo
podrian interferir cuando alcanzan niveles del 1%, sobre la grasa total, en alimentos
grasos con menos de 5% TFA, sobre la grasa total. Esto podria suceder si estuvieran
presentes leche o productos lacteos, y se soslayaria aplicando el método de la adicion
estandar. En el mundo natural vegetal solo se ha detectado por encima del 1% de CLAs
en el aceite de tung (aceite secante de semilla de origen oriental). El aceite de ricino
contiene grupos hidroxilo que podrian modificar la intensidad de la vibracion de

deformacion fuera del plano del -CH- trans (Mossoba et al., 2007).

1.10.3 Aplicacion de la espectrofotometria infrarroja a la determinacion de grasa trans
por transformada de Fourier y reflexion total atenuada (ATR-FTIR)

Los primeros métodos usando la espectrofotometria de infrarroja dispersiva

calculaban el componente trans en porcentaje (%) en peso aplicando la Ecuacion 2:

%TFA = % x 100 Ecuacién 2
t—hc

Donde:
Kosv= coeficiente de extincion observada (Ecuacion 3);
K.= coeficiente de extincion del compuesto cis-puro;

K= coeficiente de extincion del compuesto trans-puro.
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densidad 6ptica a 10,36 pm

Kops = Ecuacién 3

concentracion (g/L) x espesor celda (cm)

Este método exigia la determinacion previa de los coeficientes de extincion (K) de
los componentes puros (trioleina, trielaidina, etc.), basdndose en la ley de Lambert-Beer,
lo que exigia tiempo y laboriosidad, y la preparacion de disoluciones de la muestra a
medir en disolventes tales como CS; o CCly, volatiles y toxicos (Shereve et al., 1950).

Posteriormente se aplicéd el método oficial de la AOCS Cd 14-61, que se basaba en
la medida de la altura de la banda trans a 966 cm™, mas consistente que el método de la
IUPAC, que se basaba en la integracion (area) de la banda. Para evitar problemas de
interferencias de fondo de los acilgliceroles (zona de absorcion, 962-968 cm™), y la
posible interferencia de la banda a 933 cm™! (vibracion de deformacion del -OH del grupo
carboxilo) habia que obtener los ésteres metilicos de los 4cidos grasos (FAME:)
previamente (Cleverley, 1960). Para el infrarrojo dispersivo, por los problemas con la
linea-base, el limite confiable mas bajo de cuantificacion era el 15 %TFA, sobre peso
total. Habia que hacer correcciones por la desviacion (pendiente) de la linea-base, incluso
hacer uso de la ratio Absorbancia a 966 cm™'/ Absorbancia a 1.163 cm™ (Dutton, 1974).

A finales de 1980s se introducen las transformadas de Fourier (FTIR). Esto supuso
un gran avance tecnologico; asi, respecto al infrarrojo dispersivo,

- Se mejora la ratio sefial-ruido (SNR), debido a que se promedian bandas
multiples;

- Se logra una mayor exactitud en la calibracion de las longitudes de onda, debido
a la presencia de un laser de referencia Helio-Ne6n;

- Se mejora la velocidad del ensayo, por intervencion del interferometro de
Michelson;

- Se mejora la manipulacién espectral, como consecuencia de la digitalizacién de

los datos espectroscopicos.

En la técnica FTIR se irradia con una banda ancha continua que cubre la region
espectral a examinar, a diferencia de las longitudes de onda individualizadas generadas
por sistemas de rejilla o prisma. Esto se logra con el interferometro de Michelson, que

codifica las frecuencias incidentes provenientes de la fuente de radiacion, y dichas
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frecuencias se convierten en una seiial sinusoidal, caracteristica de cada longitud de onda.
Se consigue el interferograma, que posteriormente se descodifica mediante una
transformacion de Fourier (algoritmo matematico) y, de este modo, se obtiene
informacion interpretable acerca del espectro infrarrojo de la muestra grasa (Guillén &
Cabo, 1997).
Aunque la reflectancia total atenuada (ATR) fue mencionada en 1961, no se aplico
a la determinacion de é4cidos grasos frans hasta bastantes anos después (ATR-FTIR)
(Dutton, 1974). En la técnica ATR-FTIR el paso de luz efectivo es inherentemente
preciso, ya que se define como una funcion de:
- Numero de reflexiones internas;
- Angulo de incidencia de la radiacion infrarroja,
- Longitud de onda de la radiacion infrarroja, e
- Indice de refraccién del cristal ATR (ZnSe, diamante) y de la muestra de grasa
que se ensaya, a una temperatura dada (Braue & Panella, 1987; Belton et al.,

1988).

Los métodos oficiales de la “Association of Official Analytical Chemists” (AOAC
O.M. 994.14), de 1994, y de la “American Oil Chemists” Society” (AOCS O.M. Cd
14-95), de 1995, desafortunadamente, no eran satisfactorios, puesto que asumian que la
banda trans a 966 cm’! estaba aislada, cuando de hecho se solapaba con otras bandas
caracteristicas del espectro IR. Dicho solapamiento ocasionaba una linea-base inclinada
y una banda de absorcion asimétrica que reducia la exactitud de las medidas,
particularmente para niveles trans por debajo del 2%, sobre grasa total.

En 1996 se propuso y extendid el nuevo procedimiento para eliminar la inclinacion
de la linea-base (Mossoba et al., 1996). Habia que referenciar el espectro de rayo tnico
de la muestra frente al del espectro de referencia espectral, libre de grasa frans. Habia que
acudir a un aceite puro refinado, cuya composicion lipidica fuese lo més aproximada
posible a la de la muestra que se ensaya. Por ejemplo, se acudia a una muestra estandar
refinada en frio de aceite de soja. De esta manera se obtenia una banda de absorcion
simétrica sobre un fondo espectral (linea-base) horizontal. Con la introduccion de las
nuevas celdas ATR ya no se requeria derivatizacion a FAME, ni preparar una disolucion
de la muestra en un disolvente volatil y toxico, como el CS,. Se podia integrar, el area

bajo la banda espectral, entre los limites de 990 cm™ y 945 cm™!. La utilizacion de la celda
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ATR de ZnSe aumentaba la rapidez del método. El procedimiento no requiere preparacion
de la muestra, y tardaba aproximadamente 5 minutos en promediar la senal
espectroscopica, integrar el area de banda, y calcular el contenido de grasa trans a partir
de la recta de calibrado, confeccionada con mezcla de estandares trioleina (después,
tripalmitina)-trielaidina. Los valores obtenidos de grasa frams aplicando la técnica
ATR-FTIR presentaban muy buena correlacion con los obtenidos a través de la
cromatografia de gases, como se confirmé en un estudio colaborativo que implicé a 30
laboratorios (Mossoba et al., 1996). La capacidad de la celda ATR era de unos pocos
microlitros, y el limite inferior de cuantificacion se establecio en 0,8 %TFA, sobre grasa
total. El método fue oficializado y validado en sendos estudios colaborativos, como
“AOCS Official Method Cd 14d-99” (Adam et al., 2000) y como “AOAC Official
Method 2000.10” (Mossoba et al., 2001), mejorando respecto a los anteriores métodos
oficiales AOCS Cd 14-95 y AOAC 994.14:

- Exactitud;

- Repetibilidad;

- Reproducibilidad.

1.10.4 Método de espectroscopia infrarroja ATR-FTIR de segunda derivada

El altimo método oficial propuesto para determinar grasa trans aislada total por
espectrofotometria infrarroja es el “AOCS Official Method Cd 14e-09”, y se trata de la
segunda derivada del método ATR-FTIR anterior (AOCS, 2009). Este método fue
validado por un estudio colaborativo entre varios laboratorios de varios paises en 2010
(Mossoba et al., 2011) y es el que se utiliza en esta Tesis, y se comentard mas adelante

en los capitulos pertinentes.
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Capitulo 2: Legislacion y Recomendaciones

No se conoce ningin efecto beneficioso atribuible a los acidos grasos trans de origen
industrial (IP-TFA), mientras que en el caso de los 4cidos grasos procedentes de rumiantes
(R-TFA) esta todavia a debate su posible nocividad o beneficio. En cualquier caso, estudios
bien disefiados parecen coincidir en que los R-TFA no parecen mostrar nocividad, siempre que
no se sobrepase un determinado nivel de ingesta. Por lo tanto, las legislaciones de los distintos
paises se han centrado en los IP-TFA, lo que, por otra parte, estd de acuerdo con la propia
definicién del término “acido graso trams” o “grasa trans” que ofrece la “Food & Drug
Administration” (FDA), el “Codex Alimentarius”, y otros organismos, como la Organizacioén
Mundial de la Salud.

El proposito comun de las distintas legislaciones es limitar el contenido de grasa trans en
los productos alimentarios y reducir su ingesta, sobre todo en las poblaciones mas expuestas
como nifios, adolescentes, y personas menos favorecidas. Las medidas legislativas se han
centrado, principalmente en:

- Etiquetado, voluntario u obligatorio, del contenido de grasa trans del producto;

- Reformulaciones en el procesado de alimentos;

- Prohibiciones a nivel local, regional o nacional, del uso o venta de productos procesados
que contengan grasa trans.

Para comprender mejor la evolucidon de las medidas legislativas tomadas en torno a la
grasa trans, se expone en la Figura 5 una “linea del tiempo”, donde se especifica, en orden

cronoldgico, las legislaciones mas determinantes promulgadas en estos ultimos afios.
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Fig. 5. Linea del tiempo de las principales medidas legislativas sobre la grasa trans.

Para la reduccion del contenido de grasa trans en los productos alimentarios se han

aplicado politicas diversas, que incluyen:

- Auto-regulacion voluntaria;

- Declaracion obligatoria en el etiquetado;

- Declaracion obligatoria y limites voluntarios;

- Prohibiciones a nivel local;

- Prohibiciones a nivel nacional;
lo que ha conseguido un descenso apreciable del contenido de acidos grasos frans (TFAs) en
alimentos procesados, y de sus ingestas poblacionales a nivel mundial, con algunas
excepciones.

Del tratamiento de 26 estudios seleccionados entre los afios 2005 y 2012 se dedujo que,
en general, a lo largo de estos afios habian descendido los contenidos de grasa trans y de la
suma acidos grasos saturados mas acidos grasos trans, no habia aumentado la grasa saturada, y
se percibia un aumento de la grasa insaturada (MUFA + PUFA), en los productos alimentarios
implicados. Por lo que se referia a los productos “libres de grasa trans ”, la incidencia era muy
alta (92-100%) cuando se habian adoptado prohibiciones, tanto a nivel local como nacional,
salvo en los casos de los establecimientos de “comida rapida” (59% de incidencia). En los casos
de etiquetado obligatorio, la incidencia fue buena en restaurantes (80%), y mejor en

supermercados (95%); en productos de horneado/bolleria/pasteleria, la incidencia fue variable
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y no tan satisfactoria (42-77%); y los peores resultados (45% de la incidencia) se obtuvieron en
las situaciones de autorregulacion voluntaria por parte de la industria (Downs et al., 2013).

Ha sido importante la concienciacién de los consumidores y sus asociaciones sobre el
tema de las grasas trans. En este sentido paises como Francia, Alemania y Reino Unido han
desarrollado campaias informativas y educacionales para que los propios consumidores ejerzan
presion sobre la industria (Coombes, 2011). En algunas franquicias de establecimientos de
comida rapida aparece en su pagina WEB informacion sobre ingredientes y comidas, con
informacion sobre acidos grasos saturados y trans.

Dietistas americanos han estudiado el comportamiento de los ciudadanos en sus compras
de alimentos y desarrollado campanas de formacion para el conocimiento de las grasas trans y
saturadas (Eckel et al., 2009).

Dado el creciente interés de la poblacion por la conexidn dieta-salud, son importantes los
incentivos y la labor de los medios de comunicacion (prensa, radio, TV) y su influencia en la
toma de decisiones de los consumidores (Unnevehr & Jagmanaite, 2008). En este sentido se ha
llegado a proponer que los datos sobre el contenido de TFAs aparezcan en la etiqueta del

producto como incrementos sucesivos de 0,1 g partiendo de 0 gramos (Brandt, 2011).

2.1 Dinamarca

Dinamarca fue, con Canad4, uno de los primeros paises que legislaron sobre las grasas
trans, en 2003 (Stender & Dyerberg, 2004). En dicho afio limit6 el contenido de grasa frans de
los productos alimentarios vendidos en el pais, incluidos los productos de importacion y las
comidas en lugares de restauracion, al 2% sobre la grasa total. Por aquel entonces la poblacion
ingeria como promedio 30 g de TFA/p/d de grasa trans producida industrialmente (IP-TFA),
pero la preocupacion se habia extendido antes, después de la aparicion del articulo de Willett
(1993) sobre la aparente relacion directa entre las ingestas de grasa trans y las enfermedades
cardiovasculares, impresiones que corrobord el Consejo de Nutricion de Dinamarca (Stender &
Dyerberg, 2004).

Como hubo ciertas discrepancias (algunos paises europeos manifestaron que la normativa
danesa iba en contra del espiritu del libre comercio) y puntos de vista contradictorios en la
Comision Europea, la Comision demand6 un pronunciamiento de la Agencia Europea de

Seguridad Alimentaria (EFSA). El grupo de expertos europeos emitio un informe (EFSA, 2004)
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por el que concluia que la medida restrictiva danesa se consideraba innecesaria por el momento,
y que la informacion en el etiquetado nutricional seria suficiente para proteger a los
consumidores. Se plantearon entonces diversos pleitos. Sin embargo, en marzo del 2007, la
Comision Europea decidio retomar el caso y, a la vista de nuevas evidencias cientificas
autorizadas y sus argumentos, decidié admitir con pleno derecho la legislacion danesa, y las
demandas judiciales se reiteraron (Astrup, 2006; EFSA, 2010). La normativa danesa habia
entrado en vigor en enero del 2004, después de un periodo de transicion de 6 meses.

Estas medidas legislativas recibieron el apoyo del gobierno y de la comunidad, la
colaboracion voluntaria de la industria, y la fuerza motora del Consejo Nacional de Nutricion
(Leth et al., 2006). Después de la entrada en vigor, las tasas de fallecimiento por causa
cardiovascular descendieron un 3,2%, comparado con paises del entorno donde no se
implementaron restricciones (Restrepo & Rieger, 2016). Se pueden ejemplificar la forma de
proceder y la rigurosidad aplicada. En 2004, después de controlar, para ver si cumplian la
reciente legislacion en Dinamarca, 10 categorias de alimentos de los que se presuponia mayores
contenidos de grasa frans, nueve de ellas cumplian con la legislacion (menos de 2% de grasa
trans, sobre grasa total), pero un producto contenia 6%. Se trataba de donuts de una determinada
franquicia procedente de Bélgica (este pais no tenia entonces legislacion referente a la grasa
trans) que los habian utilizado en el procesado aceite parcialmente hidrogenado, PHVO. En
cuestion de horas toda esta partida fue retirada de las estanterias. En 2006, en un restaurante de
Ikea en Copenhagen se encontraron patatas fritas con 10% de grasa frans, sobre grasa total; el
producto fue retirado en cuestion de horas, después de que la noticia fuese publicitada por la

television publica en hora punta (L"Abbé et al., 2009).
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2.2. Canada

Desde el 2002 se venia elaborando la normativa de Canadé, que aparece en enero de 2003,
y entra en vigor en diciembre de 2005. Para confeccionar la legislaciéon y monitorizar el
cumplimiento de esta, “Health Canada” cre6 un grupo de trabajo. Se limitaba el contenido de
grasa trans en aceites vegetales y margarinas blandas al 2%, sobre grasa total, y en el caso de
los demas alimentos, incluidos los servidos en restaurantes, la venta al por menor, y servicios
de alimentos (“catering”), al 5%, sobre grasa total. Si en 2003 la etiquetacion era voluntaria, en
2005 los “Food and Drug Regulations (FDR)” exigian la declaracion obligatoria en el
etiquetado nutricional de la cantidad de 4cidos grasos trans (TFAs) en gramos por racion del
producto alimentario. Una declaracion “cero-trans” o “libre de trans” podia hacerse si eran
menos de 0,2 g por racion, y contenia menos de 0,2 g de grasa saturada (bajo en 4cidos grasos
saturados) (Ratnayake et al, 2007), condiciones mds exigentes que las que propuso la
legislacion estadounidense (FDA, 2003).

El gobierno canadiense exhort a la industria alimentaria para que se alcanzaran estos
limites en el plazo de dos afios (2005-2007), y sigui6é de cerca sus acciones y las ingestas
poblacionales. La declaracion de TFA aparecia en la etiqueta, en una linea separada, debajo de
la declaracion de grasa saturada (Kris-Etherton & Innis, 2007). Se incentivo a los fabricantes
para que en las reformulaciones emplearan MUFAs o PUFAs, evitando en lo posible el uso de
aceites tropicales, que aumentarian los niveles de grasas saturadas (Health Canada, 2006).

La normativa establecida, combinada con las limitaciones voluntarias, logré que se
produjera un 30% de reduccion de ingesta de grasa trans en la poblacion canadiense, que estaba
a la cabeza de las ingestas en el mundo occidental (Ratnayake et al., 2009 a). En 2009, el 80%
de los productos alimentarios cumplian los limites legales, un buen avance si se comparaba con
el ano 2005, donde so6lo el 50% de los productos cumplian estos limites (Ratnayake, 2009 b).
Finalmente, ante el gran numero de evidencias contrastadas en la literatura cientifica, y
siguiendo los pasos de la “Food and Drug Administration”, se declar6 ilegal para los
productores usar grasas conteniendo acidos grasos parcialmente hidrogenados (PHVOs) en el
procesado de alimentos, incluyendo los importados y los menus en restauracion. Estas grasas
hidrogenadas fueron calificadas por ‘“Health Canada” (2017) dentro del grupo de

“contaminantes y otras sustancias adulterantes de los alimentos”.
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2.3 Estados Unidos

La normativa promulgada por la “Food and Drug Administration” en 2003 (FDA, 2003),
establecia la obligatoriedad de declarar en el etiquetado nutricional el contenido de grasa trans
de origen industrial, justo debajo de la informacién sobre el contenido de grasa saturada por
racion del producto alimentario. Se podia declarar un producto “cero-trans” si su contenido
estaba por debajo de 0,5 g de TFA de origen industrial por racion. Esta ley FDA-2003, que
entrd en vigor en enero de 2006, fue la culminacion de un proceso de varios afios. En 1990 el
Congreso Norteamericano aprob6 la Ley de Etiquetado Nutricional (NELA). Pocos afios mas
tarde, el “Centro para Uso de la Ciencia en el Interés Publico”, presionaba a la FDA para que
se informara en las etiquetas de los contenidos de grasa saturada y de grasa trans, como ya lo
hacia el “Palm Oil Institute” de Malasia. En 1994 se registré una peticion ciudadana de salud
referente a la grasa trans. En 1999 la Agencia publicoé propuestas y abridé un debate publico,
acompanando indicaciones acerca de procurar un minimo de ingesta de TFA, y ya se presentian
cambios legislativos mas eficaces (Wilkening, 2001). Finalmente, el 11 de julio del 2003
aparecio la normativa publicada (FDA, 2003) en la revista oficial de la agencia gubernamental
(List, 2004).

La FDA se habia mantenido inmersa en la problematica de las grasas trans todos estos
anos a través de varias actuaciones, como:

- Revision de comentarios de expertos;

- Llevando a cabo estudios que implicaban a los consumidores;

- Revisando criticamente la produccion cientifica.
para intentar asistir a los consumidores (Moss, 2006). La declaracion obligatoria del contenido
de grasa trans también ha influido en la confeccion de los menus escolares. Instituciones
sanitarias y hospitales consideraron la prohibicion de productos que declaran TFAs en sus
cocinas y aparecio una “ley de cuidados razonables” que obligaba, a requerimiento del paciente
o del cliente, a ofrecer informacion sobre los contenidos de grasa total, grasa saturada y trans
de los menus o comidas (Aase, 2009). Desde la entrada en vigor de la normativa FDA, en 2006,
el contenido de grasa trans en la dieta tipica americana descendi6 desde 4,6 g/p/d hasta 1 g/p/d
(Doell et al., 2012).

El gobierno federal estadounidense realiza controles periddicos para comprobar si se

cumple la normativa. Segtn la “Federal Food, Drug and Cosmetic Act” un producto alimentario
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estaria erroneamente marcado en la etiqueta si la cantidad de grasa trans que se encontrara en
el control superara en un 20% la cantidad declarada por el fabricante (Mossoba et al., 2009a).
Indudablemente, si no se declara contenido de grasa trans, pero en la lista de ingredientes
aparecen las leyendas ‘“aceite parcialmente hidrogenado™, ‘“aceites o grasas vegetales
hidrogenadas” hay que sospechar de la existencia de acidos grasos frans. También puede ocurrir
que, por otra parte, atendiendo el consumidor a la posible presencia de grasa trans, no se fije en
el contenido de grasa saturada; esto lo evita, por ejemplo, con medidas como las recogidas en
la legislacion canadiense que obliga a declarar en la etiqueta la suma conjunta de ambos
contenidos, que no deberia superar el 40%, sobre el contenido de grasa total del producto
(Skeaff, 2009).

Tal y como fue legislada, la normativa FDA 2003 puede confundir a muchos
consumidores y dejaba un resquicio a la industria alimentaria para manufacturar productos
alimentarios con cantidades cuantificables de grasa trans, declardndoles “legalmente” como
“cero-trans”. Asi, por ejemplo, si se consumieran 5 raciones de un producto declarado “cero-
trans”, que contuviera 0,4 g de TFA por racion (estaria dentro del marco de la ley FDA 2003),
se superaria la ingesta de 1 E% de grasa frans recomendada por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) (Hosmer, 2006). Por ello, se ha de ser més realistas y concretos y eliminar el
concepto ‘“cero-trans”, tal como lo aplica la FDA 2003, para una mayor proteccion de los
consumidores (Brandt, 2011; Erickson, 2006; Moss, 2006).

El 7 de noviembre de 2013, la FDA determin6 que los aceites parcialmente hidrogenados
ya no se podrian considerar como sustancias GRAS (“generally recognized as safe™); si se
aceptaran como aditivos alimentarios, pasada la criba de la solicitud y la memoria aportada por
el fabricante a la FDA, tendrian que indicarse dentro de los ingredientes (FDA, 2013). Los
Centros para Control y Prevencion de la Enfermedad de Estados Unidos lo consideraron como
un triunfo de la sanidad publica y estimaron que con esta medida se podian prevenir hasta
20.000 casos de accidentes coronarios por aio. Se puede decir que la prohibicion de los aceites
parcialmente hidrogenados sent6 un precedente para que otros constituyentes de los alimentos,
como la sal, los azucares anadidos, las grasas saturadas, y la cafeina estuvieran bajo la lupa
gubernamental de la FDA (McCarthy, 2013; Brownell & Pomeranz, 2014).

Después de esta determinacion tentativa del 2013, la decision final de 1la FDA vio la luz
en 2015. Hubo una moratoria de 3 afos (periodo de condescendencia), y a partir de junio del

2018 la industria alimentaria estadounidense tuvo que eliminar el uso de los aceites
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parcialmente hidrogenados, principales exponentes de los acidos grasos trans de origen
industrial (IP-TFA) y sustituirlos por aceites/grasas mas sanas (FDA, 2015). Los fabricantes
tuvieron, pues, que prescindir por ley de los aceites hidrogenados parcialmente y reformular
sus productos, mediante tecnologias tales como el fraccionamiento o la interesterificacion. Se
les conmino a que, a ser posible, no usaran aceites tropicales, que cargaban de grasa saturada al
producto reformulado, y se emplearan como alternativa o bien aceites-MUFA (alto-oleico), o
se optaran por las oleogeles, mas recientemente. Grandes cadenas de restaurantes y fabricantes
de alimentos han reconocido que son capaces de prescindir de los aceites hidrogenados, sin
perjudicar el sabor y la calidad gastronémica de los platos, que se sirven, y sin que supongan

mucho peso econdémico.

2.3.1 Nueva York y otras localidades de Estados Unidos

En el 2005 el alcalde de Nueva York, Michael Bloomberg, llevo a cabo una campaia para
aprobar una enmienda que permitiera retirar la grasa trans de origen industrial (IP-TFA) en
todos los locales de restauracion de la ciudad. En diciembre de 2006, el Departamento de Salud
e Higiene Mental del municipio se sirvid de la aprobacion de dicha enmienda para prohibir el
contenido a 0,5 g de TFA por racion, en sus restaurantes y servicios de restauracion, ademas de
en hospitales, clinicas, centros de dias, y otras jurisdicciones locales. Al mismo tiempo, se
desarrollaron campafias de educacion e informacion a los consumidores sobre la vigilancia con
las grasas trans (Aase, 2009; Okie, 2007; Eckel et al., 2009).

El bando de prohibiciéon se program6 en dos etapas. En la primera etapa, cuyo plazo
expiro en julio de 2007, se garantizd menos de 0,5 g de TFA por racion en aceites, “shortenings”
(grasas concretas) y margarinas. En octubre de 2007 se comprobd que el 96% de los restaurantes
de la ciudad cumplian con el bando municipal. En la segunda etapa, se exigio6 a los fabricantes
la reformulacién en todos los alimentos, para que no se superara la cantidad de 0,5 g TFA por
racion. En noviembre de 2008, fecha de entrada en vigor del bando municipal, solo el 1,6-1,9%
de los restaurantes neoyorquinos usaban aceites hidrogenados (PHVOs) frente a un 50% de
restaurantes que los usaban en 2005 (Mello, 2009).

En un principio, la alcaldia de Nueva York contact6 con los responsables de restauracion
en la ciudad, para que redujeran de forma voluntaria los niveles de grasa trans, pero ante la

heterogeneidad de comportamientos (muchos restaurantes continuaron usando aceites de cocina
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y de fritura con grasa parcialmente hidrogenada) la municipalidad se vio en la necesidad de
pasar a la obligatoriedad (Tan, 2009). Se estim6 una reduccion concurrente del 4,5% de la
mortalidad de origen cardiovascular en los afios que siguieron a la proclamacion de la
prohibicion municipal (Restrepo & Rieger, 2016).

Las reformulaciones no supusieron un encarecimiento de los productos ni merma de su
calidad, debido a que los procesos tecnoldgicos alternativos (fraccionamiento,
interesterificacion) tenian un coste comparable al de los procesos tradicionales de
hidrogenacion (List, 2004). Ademas, se consumi6 de forma mas saludable: el contenido medio
de grasa trans en los restaurantes de Nueva York descendio desde aproximadamente 3 g por
comida, a menos de 0,5 g por comida (Assaf, 2014). Las consecuencias inmediatas del “efecto
Nueva York” se dejaron sentir en los proveedores de comida (“caterings”), tiendas de
comestibles y grandes compafias, entre ellas “Kraft Foods”, que asimilaron la inmediatez de
las sustituciones en la grasa trans (Angell et al., 2009).

Filadelfia y Washington, en 2007, San Francisco en 2008, también emitieron bandos
municipales de prohibicion de la grasa trans; y el mismo camino emprendieron Baltimore,
Nueva Jersey y Boston, Montgomery, Albany, Seatle y los Estados de Colorado, California y
Puerto Rico. Por ejemplo, en Carolina del Norte y California se requirié por ley utilizar aceites
de cocina libres de grasas frans en los menus escolares. Sin embargo, existieron algunas
resistencias, como es el caso paradigmatico de Cleveland. Sus prohibiciones sobre las grasas
trans fueron bloqueadas por el gobierno de su propio Estado (Ohio); se pleited, y el municipio
de Cleveland gan¢ el pleito, y ratifico su bando de prohibicion (Assaf, 2014; Coombes 2011;
Mozaffarian & Willet, 2007; Angell et al., 2009; Downs et al., 2013).

2.4 Union Europea

En 2004 la Unién Europea (UE) legislo que si un producto alimentario contuviese aceite
parcialmente hidrogenado (PHVO) debe consignarse en la lista de ingredientes de la etiqueta,
pero no habia que indicar la cantidad de grasa frans. Si se declaraba “libre de grasa trans” seria
obligatorio consignar en la etiqueta las cantidades de grasa saturada, y de grasa mono- y
poli-insaturada (Stender & Dyerberg, 2004). En la UE so6lo estaba regulada la grasa trans en
preparados para lactantes, donde su contenido no debia sobrepasar el 3%, sobre grasa total

(Directiva 141/2006/CE). En 2010 la Comision Europea solicit6 al Parlamento la propuesta de
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limitar al 2% la grasa trans de origen industrial (IP-TFA), sobre grasa total, en los productos
para consumo humano (EFSA, 2010). La Comision Europea apel6 a los fabricantes para que
alcanzaran a cumplir dicha limitacion. Esgrimian que una declaracion en la etiqueta de menos
de 0,5 g de grasa trans por racion podria declararse como una declaracion nutricional de
propiedades saludables, ya que el producto reduce voluntariamente la cantidad de un
ingrediente perjudicial para la salud (Unién Europea, 2006).

En 2011 la Comision Europea debati6 sobre los problemas de salud que pueden ocasionar
las ingestas de grasa trans, y su presencia en los suministros alimentarios (Unién Europea,
2011). Desde esta fecha, la Union Europea y Suecia establecieron la obligatoriedad de declarar
en el etiquetado el contenido de aceite parcialmente hidrogenado (PHVO).

En 2014, la Union Europea ya puso un mayor énfasis en torno a la problematica de la
grasa trans, y realizd una sintesis de la evidencia cientifica hasta ese momento, en el que la
FDA se posicion6 de manera tentativa para prohibir el uso de los aceites parcialmente
hidrogenados (Mouratidou et al., 2014).

Al replantearse la situacién en Europa y en el mundo de la incidencia de la grasa trans, la
Comision insistid en tener en cuenta especialmente a los grupos de riesgo, sectores
poblacionales con problemas cardiovasculares, jovenes consumidores de “comida rapida”, y
los grupos socioecondmicamente mas desfavorecidos. Ademas, la grasa frans estaba presente
en el disefio del “Plan de Accion Europeo sobre Alimentacién y Nutricion 2015-2020”, cuyo
objetivo general era mejorar la calidad global de la dieta de los europeos y su estatus nutricional
(OMS, 2015).

Tras las presiones gubernamentales y de diversas entidades y asociaciones, la Comision
Europea redactd un informe para el Parlamento y el Consejo, donde se enfatizaba que seria
mucho maés acertado establecer limites de contenidos de acidos grasos trans en alimentos, como
ya hizo Dinamarca, que la obligacion de declarar en el etiquetado nutricional los contenidos de
grasa hidrogenada, o los contenidos de acidos grasos trans en la etiqueta, como estableci6 la
FDA en 2003 (Ros et al., 2015). Ya hizo hincapié¢ la Comisién en su informe del 2015 que una
alta ingesta de grasa trans se relacionaba, mas que con cualquier otro nutriente, con un elevado
riesgo de sufrir cardiopatias. Finalmente, se publico el Reglamento (UE) 2019/649 (Comision
Europea, 2019) por el que se limita la presencia en los alimentos de las grasas trans, que no
sean las presentes de forma natural en las grasas (leche, carne) de los animales rumiantes, a un

maximo de 2 gramos por cada 100 gramos de grasa en el alimento.
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El citado Reglamento entraba en vigor el 15 de mayo del 2019, pero hubo un periodo
transitorio de 2 afios, que se cumpli6 el 1 de abril del 2021, para que las industrias pudieran
adaptarse a las nuevas circunstancias. Este Reglamento era directamente aplicable en todos los
Estados miembros de la Unidon Europea, asi como del Espacio Econdmico Europeo. Afectaba
tanto a los alimentos destinados al consumidor final, como a los destinados al suministro de
minoristas. Asimismo, establecio la obligacion de transmitir informacion entre los productores
sobre los niveles de grasas frans, cuando se superase el limite establecido del 2%, sobre grasa
total, con el fin de garantizar su cumplimiento en el producto acabado. Esta iniciativa de la
Unién Europea se encamind a conseguir una prohibicién completa de la grasa trans en 2023.
Martin-Saborido et al.,, (2016) ya demostraron, manejando argumentos econémicos, que el
establecimiento de un limite legal de grasa trans en los productos alimentarios era una opcion

relevante desde el punto de vista de la sanidad publica.

2.5 Europa

Durante el cuatrienio 1998-2002 el “International Food Information Council” condujo 12
estudios en Europa con el objetivo de evaluar como interpretaban y/o usaban la informacion
resefiada en la etiqueta nutricional los consumidores. El 40% respondié que miraban las listas
de ingredientes solo “algunas veces”, y el 17% respondid “nunca”. Sélo el 12% tomaron en
consideracion la presencia de grasa trans, mientras que mas de la mitad (53%) no habian
pensado ni leido nada acerca de la grasa trans (List, 2004). Esto nos puede ilustrar sobre el
estado de la cuestion, previo a la aparicion de las primeras medidas legislativas tomadas por
Dinamarca. En un epigrafe previo ya se ha hecho referencia a este pais y a la Unidén Europea.

Pocos afios mas tarde imitaron la legislacion danesa otros paises europeos: Austria y
Suiza, en 2009; Suecia e Islandia, en 2011 (Comision Europea, 2013). El 4 de diciembre de
2009, el Comité Asesor de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2010)
dictamind que las ingestas de grasa frans deberian ser lo mas baja posible, siempre que se
mantenga una dieta adecuada. En 2011, ante la presion social y estimulada por via
gubernamental, los productores de alimentos procesados redujeron de forma voluntaria los
niveles de acidos grasos trans (TFAs) en Francia, Alemania y Reino Unido. En este ultimo pais,
en 2012, fabricantes, supermercados y cadenas de ‘“comida rapida” suscribieron
voluntariamente el llamado “Acuerdo de Responsabilidad en Salud Publica”, para eliminar en

el procesado, o retirar de la venta, la grasa trans de origen industrial; consecuencia directa fue
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que se produjo el descenso de las ingestas (0,4% - 0,6%) de TFAs a menos de 1E% (Rippin et
al., 2017).

La autorregulacion de los fabricantes en los paises escandinavos (Noruega, Finlandia)
consigui6d una reduccion de grasa trans en los aceites de fritura de los establecimientos de
“comida rapida” y que las ingestas descendieran a valores inferiores al 1E% (0,5 E% - 0,8 E%)
(Uauy et al., 2009). En Noruega, Finlandia y Paises Bajos los esfuerzos cooperativos entre las
agencias gubernamentales y las industrias alimentarias consiguieron una reduccion de la
ingesta, sin aumento en el coste de los alimentos ni merma de su calidad (Aro, 2006). El simbolo
o distintivo “Keyhole”, introducido por los paises escandinavos, y que distingue a los productos
“nutricionalmente mas sanos” (bajos en calorias y en azucares y sal, altos en fibras) se podria
aplicar también a los bajos en grasa trans (Larsson et al., 1999). Los Paises Bajos han
conseguido grandes logros desde 2003 a través de la actividad del Grupo de Trabajo neerlandés
para la mejora del perfil de 4cidos grasos en los alimentos. Este Grupo incluye a los principales
proveedores y compradores de aceites y grasas que se emplean en la produccion de alimentos
procesados. Esta iniciativa resultdé muy favorable para impulsar a los fabricantes hacia las
reformulaciones (Rippin et al., 2017).

En los paises del Este europeo existe un gran vacio legislativo en cuanto a sanciones
relacionadas con la grasa trans (Polonia, Hungria, Serbia, etc.). Pero en Eslovenia este tema fue
objeto frecuente de debate en los medios de comunicacion, lo que hizo que el gobierno esloveno
presionara a la industria alimentaria para que no usaran grasas parcialmente hidrogenadas, las
cuales descendieron entre 2015 y 2017. Finalmente, las autoridades eslovenas decretaron su

prohibicion en 2018 (Wilczek et al., 2017; Zupani€ et al., 2018).

2.6 Espaiia

En 2005, dentro de la estrategia para la Nutricion, Actividad Fisica y Prevencion de la
Obesidad (NAOS), implementada por el Ministerio de Sanidad y Consumo para prevenir la
obesidad (sobre todo la infantil), se firmaron algunos convenios con industrias alimentarias y
empresas de restauracion, para la reduccion progresiva y voluntaria de la grasa frans y acidos
grasos saturados en la elaboracion de sus productos, ademds de incentivar el consumo de
raciones mas reducidas (Martinez Martin & dePablos Velasco, 2007). Hasta entonces, solo se

habia limitado en nuestro pais el contenido #rans en leches infantiles, a menos del 4% sobre
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grasa total, siguiendo la Directiva Comunitaria 96/4, de 16 de febrero de 1996, publicada en el
BOE como RD 72/1998.

En 2010 la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN)
recomienda la menor ingesta posible de grasa trans, y envia una propuesta al Parlamento
Europeo para que solicite a la Comision un limite del 2% sobre grasa total, del nivel de IP-TFA
en los productos alimentarios (AESAN, 2010). La Ley de Seguridad Alimentaria y Nutricion
consigna en su articulado un marco legal que establece la reduccion del contenido de grasa
trans en los productos alimentarios (BOE, 2011).

Finalmente, en Espafia se adapto el 15 de mayo de 2019 el Reglamento (UE) 649/2019
de la Comision, de 24 de abril de 2019 que modifica el Anexo III del Reglamento (CE) no.
1925/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo. Se refiere a la limitacion de la grasa trans
que no esté presente de forma natural en leche (lacteos) y carne de animales rumiantes, a un
maximo de 2 gramos por cada 100 gramos de grasa. Se permitié un periodo transitorio (hasta
el 1 de abril de 2021) para que las industrias pudieran adaptarse a la nueva normativa (BOE,

2019).

2.7 Sudamérica

En la cumbre de Rio de Janeiro en 2008 la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS)
propuso el lema “las Américas libres de grasa trans” (Uauy, 2009), lo que estimuld una
actividad legislativa en el Cono Sur americano. Los paises del MERCOSUR legislaron
eficazmente sobre la obligatoriedad de consignar en el etiquetado la cantidad de grasa trans
(Brasil, Argentina, Uruguay y Paraguay). En afios sucesivos, Méjico, Costa Rica, Colombia (en
2013), Ecuador y Argentina (en 2014), y Peru (en 2018), limitaron el contenido admisible de
grasa trans de origen industrial al 2%, sobre grasa total, en aceites y margarinas, y al 5% sobre
grasa total, en todos los demas alimentos (OMS, 2019). Por su parte, Chile establecio el limite
de grasa trans al 2%, sobre grasa total, asi como informacion en guias nutricionales para la
poblacién, y dentro de su campafia “Escoge vivir sano”, reclamando de esta manera atencion
especifica para bolleria y patatas fritas. El Ministerio de Sanidad de Peru resolvio en 2014 que,
en aceites vegetales, margarinas y otras grasas los TFAs no debian exceder el 2%, sobre grasa
total, ni el 5%, en el resto de alimentos procesados y bebidas no alcohdlicas, y pronosticod

eliminar la grasa hidrogenada (PHVO) en 2018 (Pert, 2016).
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Brasil fue, junto a Dinamarca, Canadd y Estados Unidos uno de los primeros paises a
nivel mundial en tomar medidas restrictivas. A través de la Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) decretd en 2003 que en el etiquetado nutricional s6lo se podria consignar
“cero-trans” o “libre de grasa trans” si el producto contuviese, como maximo 0,2 g por racion
(la misma legislacion que en Canadd) (ANVISA, 2003). Se ejercieron presiones
gubernamentales sobre la industria para promulgar una reducciéon voluntaria de TFAs y la
busqueda de alternativas (Monge-Rojas ef al., 2011). En 2009, el Ministerio de Educacion
brasilefio aprobo una resolucion para limitar la grasa trans al 1 E% en los programas de comidas
escolares. Para facilitar su implantacion, se editd material educacional para los consumidores,
y se apoy0 la colaboracion inter-sectorial. Ademads, se acometieron vias para eliminar los aceites
parcialmente hidrogenados en 2018 (Monge-Rojas et al., 2017).

En 2010 se incorpord una normativa reguladora en el Cédigo Alimentario Argentino en
la que, siguiendo el ejemplo de Canadd, se especificaba que el contenido de grasa trans en
aceites vegetales y margarinas no debia exceder el 2%, sobre grasa total, y el 5% para el resto
de los alimentos. El gobierno argentino conminé a los fabricantes a cumplir dicha normativa
desde 2014. En el caso de que en los controles se detectase un incumplimiento, se aplicarian las
medidas correctoras oportunas. Estas medidas tuvieron bastante influencia en la reduccion
anual, cuantificada en un 1,3 — 6,3% de accidentes coronarios (Rubinstein et al., 2015).
Argentina se volco en el cultivo, por ejemplo, de plantas oleaginosas alto oleico, una medida
para sustituir a la grasa hidrogenada por grasa-MUFA en las reformulaciones (PHO, 2008). El
seguimiento de la normativa llegd a ser hasta del 93% en este pais, y se estimo que se evitaron
5.373 casos y 1.517 fallecimientos por cardiopatias coronarias agudas (Kakisu et al., 2018).

Los Estados miembros de la Region de las Américas aprobaron por unanimidad, en
octubre de 2019, un nuevo plan de accion para reducir las enfermedades cardiovasculares
mediante la eliminacion de la grasa trans de origen industrial en los alimentos, poniéndose
como objetivo el afio 2025. Las lineas estratégicas de accion propuestas por la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS, 2020) se resumen a continuacion:

- Combinar la prohibicion (produccion y venta) de aceites parcialmente hidrogenados
(PHVOs) con la imposiciéon de limites maximos de cantidades de TFAs en alimentos;

- Declaracion clara del contenido de grasa saturada, en el etiquetado nutricional;

- Aumento de las medidas de control y monitorizacién del cumplimiento legislativo;

- QGarantias de que los alimentos importados cumplen con la legislacion vigente en el pais;
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- Evaluacion del contenido de grasa saturada en productos alimentarios, fuentes
importantes de grasas trans reformuladas;

- Aumento de las campafias informativas y educacionales sobre los efectos perjudiciales
de las grasas frans, y los beneficios resultantes de su eliminacion;

- Estrategias de comunicacion dirigidas a productores, importadores y minoristas de
alimentos sobre las nuevas politicas, el marco legal, y posibles alternativas sanas y

ventajosas en torno a la grasa trans.

2.8 Asia

Empezaremos describiendo la situacion de Corea del Sur, donde en 2007 se decretd el
etiquetado obligatorio. Segun el “Korean Food Code”, del Ministerio de Seguridad, Alimentos
y Medicamentos, un alimento se considera “cero-trans” si contiene menos de 0,2 g por racion
de grasa trans (semejante a lo legislado por Canadé). En un control en supermercados, llevado
a cabo por la “Korean Food Drug Administration” (semejante a la FDA americana), el 85% de
los productos eran “cero-trans”. Esto se debia a que los aceites hidrogenados (PHVOs) se
sustituian en las reformulaciones por grasa lactea, estearina de palma, interesterificaciones y en
el caso de los aceites de fritura, por mezclas de aceites vegetales PUFAs y MUFAs (girasol y
soja alto-oleico). En 2013, Iran, que sufria de niveles muy elevados de grasa trans en sus
abastecimientos alimentarios, establecid el limite maximo en 10% de TFAs, sobre grasa total;
sin embargo, mas recientemente, lo ha reducido al 2%, en aceites vegetales y margarinas, y al
5% en los demas productos alimentarios (Wanders ef al., 2017).

En julio de 2018 las autoridades de Tailandia a través de su Ministerio de Salud Publica
prohibian la produccidn, importacion o venta de grasas con aceites parcialmente hidrogenados
(PHVOs), y alimentos que los contengan. Las autoridades tailandesas estaban preocupadas por
el aumento del consumo de alimentos que las contenian, como margarinas, rosquillas, hojaldres
y pasteles, y consumos en franquicias de “comida rapida”, con aceites de fritura no controlados.
Ante esta situacion los consumidores, fabricantes y agencias gubernamentales mostraron un
amplio apoyo a las reformulaciones (Chavasit et al., 2019).

Por su parte China (Ministerio de Sanidad), no publicé hasta enero de 2008 su primera
ley sobre la regulacion del etiquetado nutricional. A pesar de ello, la informacion sobre los
grupos basicos de nutrientes, como las grasas, era escasa e irregular. En lo que se refiere a los

acidos grasos saturados (SFAs) y a los acidos grasos trans (TFAs), las tasas de etiquetado eran
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muy bajas (8,6% para saturadas, y 4,7% para trans). Después de examinar 97 de las marcas mas
populares en el mercado chino, se encontraron niveles por encima del 0,5% de grasa trans,
sobre grasa total, en el 80% de los productos estilo-occidental, y 33% de productos estilo-chino.
Sin embargo, en ninguno de estos productos aparecia en la etiqueta que contuviera grasa trans.
Con esto se demostraba la necesidad de vigencia de una adecuada legislacion sobre declaracion
obligatoria en el etiquetado (Tao et al., 2011). China prepara un plan de acciéon que expresa un
compromiso con la reduccion o la eliminacion de la grasa frans en sus alimentos (OMS, 2019).

En 2009 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) organizé un encuentro con paises
de Oriente Medio y del Maghreb para desarrollar un taller cuyo objetivo era que estos paises
conocieran mejor las estrategias para la eliminacion de la grasa trans y sustentaran legislaciones
al respecto. Uno de los desafios que se encontro fue el déficit de laboratorios de control y
seguimiento para supervisar el adecuado cumplimiento de las normativas. Ante esta iniciativa
de la OMS, varios paises del Golfo Pérsico (Arabia Saudi, Bahrein, Kuwait) implementaron
regulaciones entre 2016 y 2017. Estos Paises colaboraron con las empresas alimentarias para
que, de forma voluntaria, eliminaran el uso de aceites parcialmente hidrogenados (PHVOs) en

el procesado y manufacturacion de alimentos (Li et al., 2019; Wang et al., 2016).

2.9 Africa

Aunque se estd empezando a tomar medidas en algunos paises del continente africano,
todavia queda mucho por avanzar. La eliminacion de grasa trans de los alimentos no es una
prioridad politica para sus gobiernos, lo que supone una seria limitacion.

En Sudafrica el contenido de grasa trans no puede exceder del 2% sobre grasa total, en
los productos con mayores niveles de grasa trans, tanto en los alimentos nacionales como en
los importados. Para que un producto se declare “libre de grasa frans” debe contener menos de
1 gramo de TFA por 100 g del producto. Es posible que, desde su iniciativa en 2011, haya
habido inconvenientes para implementar la normativa; pero, actualmente, Sudafrica se
encuentra entre los paises con las mejores practicas de politicas encaminadas a desterrar la grasa
trans, al mismo nivel que Dinamarca, Canadd, Estados Unidos y los paises escandinavos (OMS,
2019; Rashid ez al., 2020).

En Nigeria se cred en 2018 el proyecto NAFDAC para limitar el contenido de grasa trans

en sus alimentos, y bajo este proyecto limitd estos contenidos a un 2%, sobre grasa total.
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Mientras, en Uganda se han realizado controles del etiquetado nutricional para evaluar los

niveles de grasa frans en los alimentos més populares del pais (OMS, 2019).

2.10 India y Pakistan

Como se menciond con anterioridad, el vanaspati es un aceite fabricado a partir de
mezclas de aceites vegetales y aceites parcialmente hidrogenados (PHVOs), que sustituyo en
paises como India y Pakistan al “ghee” (especie de grasa de mantequilla deshidratada) tanto en
el consumo a nivel de cocinado y de frituras, como en el espacio doméstico, comercial, de
restauracion y de venta callejera. Las autoridades sanitarias de estos paises se sintieron
alarmadas, cuando conocieron la nocividad de la grasa trans de origen industrial (IP-TFA), y
los preocupantes datos epidemioldgicos de aumento de la enfermedad y mortalidad por
accidentes cardiovasculares y diabetes.

Como una primera medida de intervencion de choque, la agencia gubernamental “Food
Safety and Standards Authority of India (FSSAI)” a través de la “Ley de Prevencion y
Adulteracion de Alimentos” reguld por debajo del 10% TFA el contenido maximo permisible
de grasa trans. En 2008, se establecio un plazo de 3 afios para que vanaspati y los aceites
vegetales parcialmente hidrogenados (PHVOs) pasara a contener 5% TFA sobre grasa total
(FSSALI 2010). La citada ley, por otra parte, llegd a proponer, incluso, la presencia de menos
de 0,2 g de TFA por racion.

La agencia gubernamental sugirié que en cocinado y fritura se sustituyera el vanaspati
por aceites con altos niveles de MUFAs (aceites alto-oleico), en lugar de utilizar para ello
aceites tropicales de palma y coco (abundantes y baratos), para asi evitar un aumento de la grasa
saturada (SFA) en el producto final bajo-trans (Kala, 2012; Dows et al., 2013b). En cualquier
caso, existen dificultades de tipo técnico y tecnoldgico, y gran parte de las industrias que
fabrican el vanaspati se muestran poco dispuestas a modificar el proceso de hidrogenacion, y
los habitos sociales desarrollado durante afios (Downs ef al., 2013a). No obstante, las agencias
gubernamentales han limitado recientemente el contenido méaximo de grasa frans al 2%, sobre
grasa total, en aceites vegetales, vanaspati y grasas concretas (“shortenings’) como parte de su
objetivo de liberar sus alimentos de grasa trans (Rashid et al., 2020).

En Pakistan la situacion es similar a la de la India, con el consumo de vanaspati y otros

aceites de cocina parcialmente hidrogenados y, por consiguiente, con un aumento de
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cardiopatias en la poblacion. Aunque el gobierno ha introducido ciertas normativas, éstas varian
segun las jurisdicciones. Ademads, existe cierta ausencia de credibilidad sobre sanciones
efectivas para los que violan las normativas y cierta falta de interés por parte del consumidor.
Por todo esto, recientemente Rashid et al. (2020), han recomendado que se lleven a cabo:
- Esfuerzos multilaterales entre legisladores, productores y cientificos, que conduzcan a
una necesaria armonizacion;
- La sustitucion del vanaspati tradicional;
- Esfuerzos de comunicacion para cambios de comportamiento, promocion de
alternativas al vanaspati y empleo de grasas mas sanas, asi como un reforzamiento de

las capacidades de control por parte de los legisladores.

2.11 Australia y Nueva Zelanda

En los seguimientos anuales desarrollados entre 2005 y 2013 en Australia no se demostro
un descenso apreciable de grasa frans en los alimentos seleccionados como potenciales fuentes
principales de estos isomeros. Se superaba el limite del 2% sobre grasa total, en muchos de
ellos, y los niveles eran particularmente mas altos en algunos, como horneados, palomitas de
maiz y productos de confiteria. Pero esta situacion cambi6 en la tltima encuesta dietética,
representativa de la poblacion australiana y neozelandesa, pues so6lo el 10 % de la poblacion
excedia la ingesta recomendada por la OMS (1 E% de TFA); ademas, estas ingestas anormales
se daban en las capas socioecondmicamente menos favorecidas (OMS, 2019).

Normalmente, el etiquetado del contenido de grasa trans en estos paises ha sido
voluntario, pero con cierto control por parte del consumidor: si se diera alguna reclamacion en
este sentido, que afectara o incluyera al perfil lipidico o al colesterol, la declaracion pasaria a
ser obligatoria. En estos paises, las cadenas de “comida rapida”, como McDonald’s o Burger
King, pueden etiquetar sus alimentos con un logo (sefial con un corazon) si cumple rigurosos

criterios sobre contenido de calorias, sodio, grasa saturada, o grasa trans (Skeaff, 2009).
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2.12 Organizacion Mundial de l1a Salud (OMS)

En 2004 la Organizacién Mundial de la Salud, dentro de su estrategia global sobre dieta,
educacion fisica y salud, recomend6 una ingesta de grasa frans que no subiera del 1 E%, lo que,
sobre una dieta estandar de 2.000 kcal supondria 2,2 g/p/d (OMS, 2004).

En 2006 los cardidlogos, a través de la “Asociacion Americana del Corazén”
recomendaron la misma ingesta limite del 1 E% de grasa trans (Eckel et al, 2007).
Consideraban que incluso bajos niveles de consumo pueden ser nocivos. Asi, se demostrd que
una ingesta de 5 g/p/d (aproximadamente, 2 E% diario) se asociaba con un aumento del 23%
de la enfermedad cardiaca isquémica (Mozaffarian et al., 2006).

Como parte de la implantacion de la estrategia global sobre dieta, actividad fisica y salud,
la OMS estimuld un dialogo con las principales compaiiias en el campo de la alimentacion y la
nutricion para inducirles a que practicaran reformulaciones y alternativas a la grasa trans (OMS,
2003).

En 2019 existian limites obligatorios legislados para la grasa trans en 28 paises, el 31%
de la poblacion mundial ese afio. De estos 28, 12 paises (Estados Unidos, Canada, Dinamarca,
Noruega, Islandia, Austria, Hungria, Letonia, Eslovenia, Chile, Tailandia y Sudafrica)
presentaron las mejores estrategias legislativas (Li et al., 2019; OMS, 2019).

En la Unién Europea, donde se incluye Espafia, la reglamentacion de 2019 limita la grasa
trans al 2% sobre grasa total en todos los productos alimentarios. Pero quedan aun paises que
no disponen de una legislacion adecuada sobre este tema. Entre ellos, muchos paises de Europa
del Este y de las antiguas republicas soviéticas, varios paises asiaticos y muchos del continente
africano, a excepcion de Sudafrica.

El 14 de mayo de 2018 la OMS y la Organizaciéon “Resolve to Safe Lives”, de forma
conjunta, anunciaron la iniciativa REPLACE, que se puso como objetivo liberar al mundo de
la grasa trans en 2023. REPLACE provee a los paises de herramientas para que puedan llevar
a efecto la eliminacién de los acidos grasos trans de origen industrial (IP-TFA) en sus
suministros alimentarios. Se considera la primera iniciativa global para deshacerse de un
importante factor de riesgo de las enfermedades cardiovasculares. El mapa de ruta de
REPLACE se diversifica en seis campos de accion (Ghebreyesus & Frieden, 2018):

- REview: revisar las fuentes dietéticas de la grasa trans de origen industrial (IP-TFA);
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- Promote: Promover la sustitucion de aceites parcialmente hidrogenados (PHVOs) por
grasas y aceites mas saludables;

- Legislate: Legislar iniciativas de regulacion;

- Assess: Controlar y monitorizar el contenido de grasa frams en los suministros
alimentarios y los cambios en las ingestas poblacionales;

- Create: Crear una concienciacion sobre el impacto negativo para la salud de la grasa
trans entre las politicas, productores, distribuidores, y piblico en general;

- Enforce: Imponer el cumplimiento de las medidas legislativas.

En abril de 2019 el Dr. Ghebreyesus, director general de la OMS, y cientifico en el campo
de las grasas trans en su pais, solicité a las industrias alimentarias la reformulacioén universal
de sus alimentos para desterrar definitivamente el uso de aceites vegetales (o de pescado)
parcialmente hidrogenados (OMS, 2019).

Ese mismo afio el grupo de empresas pertenecientes a la “International Food and
Beverage Alliance (IFBA)” se comprometio6 a que aceites y grasas producidos industrialmente
no deberian superar los 2 g de grasa trans por cada 100 g del producto en 2023. Para tratar de
alcanzar este objetivo la red de empresas “Scaling Up Nutrition (SUN) Business Network” se
comprometid a aportar fondos y brindar soporte técnico a pequenas y medianas empresas para

la reformulacion adecuada de los productos implicados (IFBA, 2019).

.Cuales son los desafios e inconvenientes que plante6 la OMS para eliminar
universalmente la grasa trans, fijandose en el afio 2023 como objetivo? ;Qué recomendaba
para tratar de superar estas limitaciones? La OMS se fijo en tres situaciones de déficits:

- Déficit de capacidad reguladora:
Como las politicas a emprender para eliminar eficazmente la grasa frans de los
suministros alimentarios debieran ser aplicables y sostenibles en paises con limitaciones
de recursos humanos y financieros, esto podria constituir un problema. Muchos paises
tienen aln importantes sectores alimentarios que no estan regulados. La OMS ha
elaborado un plan de accion de capacitacion para el desarrollo de las medidas politicas

necesarias.
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Déficit de laboratorios y equipos de control:

En 2019 la OMS publicé una serie de protocolos para que sirvieran de ayuda a los
laboratorios de control de las grasas frans. Los laboratorios requieren a menudo apoyo
financiero y técnico adicional.

Déficit de datos precisos y fiables:

Muchos paises no poseen datos sobre los niveles de acidos grasos trans (TFAs) en sus
alimentos, o datos sobre sus ingestas poblacionales. Sin datos, la eliminacion de TFAs,
a menudo, no se considera un tema prioritario para invertir tiempo y recursos. La OMS
apoyaria el disefio y la realizacion de estudios, con la intencion de crear bancos de datos
sobre el contenido de grasa frans en los alimentos nacionales, como accidn prioritaria

para promover dietas mas saludables (OMS, 2019).

En 2018, 45 paises, la mayoria paises desarrollados, habian tomado decisiones efectivas

para reducir la grasa trans de origen industrial (IP-TFA), incluyendo:

Etiquetado voluntario u obligatorio;
Auto-regulacion en los productores;
Directrices para fabricantes y consumidores;

Restricciones legislativas o prohibiciones.

Sin embargo, gran parte de la poblacién mundial estaba desprotegida ante la presencia de

la grasa trans, y la mayor mortalidad se asociaba a paises pobres, o en vias de desarrollo

(Ghebreyesus & Frieden, 2018). La mayoria de estos paises tienen que implementar decisiones

politicas nacionales. Como alternativas a los aceites parcialmente hidrogenados se han

investigado y usado aceites alto-oleico y grasas técnicas (ceras, oleogeles). La condicion

esencial es que no se produzca un aumento sustancial en el contenido de grasa saturada, y no

se deben alterar las propiedades funcionales, reoldgicas y sensoriales, ni producirse un descenso

de la disponibilidad o un incremento significativo de los costes: solo el corazon notaria la

diferencia.
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Capitulo 3: Determinacion de grasa frans por el método
espectroscopico ATR-FTIR (-2D) de segunda derivada en margarina
reformulada

3.1. Introduccion

La margarina es un producto alimentario que consiste en una emulsion del tipo
agua/aceite, de cristales de grasa solida en una fase acuosa de gotitas mintsculas, grasas
vegetales, que puede contener leche en una cantidad no superior al 3,3%, sobre el contenido de
grasa total. Los cristales de grasa solida, que suministran dureza y textura, se disponen bajo las
formas polimorficas o, B, B, en orden de estabilidad, pero se prefiere la forma B~ porque no
comunica granulosidad a la margarina (European Council, 1999). En el Codigo Alimentario
Espafiol (CAE) se autorizaba en la fabricacion el empleo de grasas hidrogenadas alimentarias,
obtenidas por un proceso de hidrogenacion catalitica de grasas naturales refinadas comestibles
(CAE, 1997). La margarina podia contener como ingredientes adicionales:

- Emulsificadores, como lecitina (E-322) y mono- y diglicéridos;

- Reguladores del pH, como los 4cidos citricos (E-330) y lactico (E-270), o sus sales, que
evitan sabores dcidos o amargos;

- Acido sorbico (E-200) o sorbato potasico (E-202), como antimicrobianos o
antifingicos;

- P-caroteno, retinol, clorofilas, que adecuan el color amarillento, y son pro-vitamina A;

- Suero lacteo, en el rango 0 - 2,5%;

- Sal comun, rango 1 — 3,2% si es salada (0 — 1%, no se considera salada).

En la Figura 6 aparece un esquema del proceso de fabricacion de la margarina.
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PHVO
Hy (1) \
ACEITE VEGETAL Pre-tratamiento mezcla desodorizacién (4)

VIRGEN /
Refinacion(2) Blanqueamiento,

filtracién (3)

+ suero Emulsificacién Aditivos Fortificacion

PRODUCTO FINAL

lacteo, < 3% sal (optativo)

(1) Se reducen acidos grasos esenciales (EFAs). Se forma grasa saturada, e isdbmeros posicionales y
geométricos (TFAs).

(2) (3) Se eliminan acidos grasos libres, impurezas, metales, pigmentos y malos olores. Se pueden formar
CLAs.
(4) Se eliminan componentes del flavor y volatiles malolientes. Se pueden formar dimeros y polimeros.

Fig. 6. Esquema tradicional de la fabricacion de la margarina.

Las operaciones que se llevan a cabo podemos resumirlas en las siguientes etapas:
1.*) Recepcion y almacenado de los ingredientes y aditivos empleados en la fabricacion;
2.") Pesaje y dosificacion de los ingredientes;
3.*) Refinado:
= Neutralizacion: elimina acidez,
= Re-refinado: elimina jabones,
= Centrifugacion entre lavado y secado,
» Desodorizacion: elimina volatiles (malos olores);
4.*) Mezcla del aceite refinado con agua y aditivos y posterior homogenizacion;
5.) Enfriamiento-cristalizacion;
6.") Envasado-empaquetado;

7.*) Almacenamiento frigorifico.
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Las margarinas se clasifican en:
- De mesa, doméstica, casera: 80% grasa;
- Grasa untable, sustancia grasa para untar: 62-80% grasa;
- Margarina %4: 60-62% grasa (60% grasa, 40% agua);
- De mesa PUFA: > 40% PUFA y <20% SFA;
- Bajaen grasa: 25 a < 60% grasa;
- Sin sal, con sal;
- Blanda (“soft”): = 30% PUFA, poco SFA y poco PHVO, untables a 4 °C, poca
plasticidad a 21 °C;
- Dura (“hard”): 18-25% PUFA, alto SFA, presencia de PHVO, no untables a 4 °C,

plésticas a 21 °C.

El mercado global de la margarina espera alcanzar los 3.000 millones de ddlares en 2026
debido, sobre todo, a la expansion de las industrias de panaderia/bolleria/pasteleria, donde el
papel de la margarina es fundamental para otorgar propiedades esenciales, tales como
emulsificacion, aireacion y lubricacion. También hay que tener en cuenta a nivel mundial el
crecimiento de los consumidores veganos que optan por la margarina en lugar de la mantequilla,
y el consumidor habitual, que ahora vuelve a confiar en un producto reformulado cero-trans
(Silva et al., 2021).

En 1866 el gobierno francés promovi6 un concurso para descubrir un producto apropiado
para reemplazar a la mantequilla que tuviera un precio mas asequible y que se pudiera
conservar. En 1869 el farmacéutico Mege-Mouriés (1817-1880) gano el concurso, y al producto
lo denomind “margarina” (etimologicamente, del griego “margarit”, que significa “perla”). Se
postulé como una alternativa ventajosa al uso de mantequilla, por su ausencia de colesterol,
bajo contenido de grasas lauricas y alto contenido de PUFAs (Craig-Schmidt, 2006; Van
Alphen, 1964). En 1871 compro la patente el fundador de Unilever, Jurgens-Van de Bergh
(Morris & Vaisey-Genser, 2003). Este producto presentaba una consistencia untuosa, era
digestivo y econdomico.

Durante los primeros tiempos se empleo en la fabricacion sebo de bovino, curiosamente,
pero ante la precariedad del sebo, se intentd conseguir un producto graso semifluido, a través

de un proceso de hidrogenacion parcial de aceites vegetales comestibles refinados, proceso

83



Capitulo 3

Determinacion de grasa trans por el método espectroscopico ATR-FTIR (-2D) de segunda derivada en
margarina reformulada

puesto a punto por Normann en 1902 (Van Alphen, 1964). Los aceites vegetales parcialmente
hidrogenados (PHVO) fueron introducidos en USA en 1920 (Albers et al, 2008). En un
principio se creian una opcién mas sana que la grasa animal. Desde el punto de vista
tecnoldgico, eran bien aceptados, al presentar un punto de fusion adecuado para fundir en boca,
intermedio entre los puntos de fusion de los acidos grasos saturados (SFA) y los insaturados
(MUFA), no ofrecian regusto ceroso y constituian emulsiones plasticas facilmente extensibles.
Pero a partir de la década de 1980s los investigadores se dieron cuenta de que la presencia de
grasa parcialmente hidrogenada (PHVO) era la principal fuente industrial de grasa trans (acidos
grasos trans, TFA), que presentaban efectos nocivos para el sistema cardiovascular y otras
posibles dolencias. Las grasas trans (TFA) eran mas colesterolémicas que el acido laurico
(Kinsella et al., 1981).

En 1995, en paises como Escocia y Noruega, se alcanzaban valores muy altos de TFA en
sus margarinas, sobre todo, debido al uso de aceites de pescado parcialmente hidrogenado
(PHFO) en la elaboracion de sus margarinas, lo que sumaba un 13,9% de trans-20:1 y un 7,5%
de trans-22:1. Cuando se elimind esta practica, en 1998, los indices de trans-20:1 y de trans-
22:1, pasaron a ser muy bajos (0,1% TFA). Se demostrd que los aceites hidrogenados de
pescado inducian mayores niveles de TFA que los aceites vegetales hidrogenables. Los aceites
hidrogenados de pescado resultaban mas econdmicos, pero podian contener hasta un 50%
incluso de trans de PUFAs de cadena larga, como trans-20:1y trans-22:1 (Almendingen et al.,
1995). El consumo de margarinas fabricadas a partir de aceites de pescado hidrogenados
aumentaba significativamente la ratio LDL-C/HDL-C, en comparacion con la de una margarina
fabricada a partir de una cantidad iso-caldrica de aceite parcialmente hidrogenado de soja
(Ascherio, 2006).

En este Capitulo de la Tesis, se aborda la determinacion de los niveles totales de grasa
trans (en un 95-100%, trans — 18:1) en margarinas reformuladas del mercado espafiol. Se
emplea el método ventajoso, sobre la cromatografia de gases, de la espectroscopia infrarroja
ATR-FTIR (-2D) de segunda derivada oficializado por la “American Oil Chemists” Society”
(AOCS, 2009) como Cd 14e-09, que fue validado por estudio colaborativo inter-laboratorio

internacional en 2011 (Mossoba et al., 2011).
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3.2. Material y Métodos
3.2.1 Reactivos

- Trielaidina (TE) [1,2,3-tris(trans-9-octadecenoato) de glicerilo]. Se conserva en
congelador (-20 °C), hasta el momento de su uso. Banda de absorcion destacada a 966
cm! en el espectro ATR-FTIR (-2D) de TE puro (pureza > 99%, Sigma-Aldrich);

- Tripalmitina (TP) [1,2,3-tris (hexadecanoato) de glicerilo]. Se conserva en congelador
(-20 °C), hasta el momento de su uso. Banda de absorcion destacada a 956 cm™ en el

espectro ATR-FTIR (-2D) de TP puro (pureza > 99%, Sigma-Aldrich).

Hasta 2007, para el calibrado se empleo la mezcla de estandares trielaidina-trioleina (TO).
Pero en dicho afo se descubrid cromatograficamente que la trioleina comercial presentaba un
0,5% de trielaidina como impureza. Entonces se opt6 por la tripalmitina (TP) como sustituyente
de la trioleina, ya que era el reactivo cero-¢rans mas favorable entre los eligibles por presentar
una banda de absorcion de menor extincién y mas alejada de 966 cm™, la banda trans (Tabla
6). Ademas, la tripalmitina era més asequible comercialmente que la triaraquidina (Mossoba et

al., 2011).

Tabla 6. Caracteristicas espectrales de los posibles estandares cero-trans.

Estandar Configuracion | Maximo de absorcién (cm™') | Extincion especifica

Trilaurina 12:0 960 mayor
Trimiristina 14:0 962 mayor
Tripalmitina 16:0 956 menor
Triestearina 18:0 960 mayor

Triaraquidina 20:0 958 menor

- Sulfato sodico anhidro (Merck);
- Papel de filtro circular hidrofobo Metrical UM-1, de tamafio de poro 5 um (Gelman

Instruments, Co.), adaptado a embudo Biichner.
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3.2.2 Aparatos

- Espectrofotémetro infrarrojo Jasco FTIR-4200 A (Japon), con banco dptico compuesto
por interferometro de Michelson, monocromador con sustrato de bromuro potasico, y
detector del sulfato de triglicina deuterado (DTGS), que consigue la mejor linearidad.
Se aplica el software QAU-400 Quantitative Analysis Program (Jasco Analytica,
Japon), para manejo de los datos ATR-FTIR (-2D) de segunda derivada.

- Baio de agua termostatizado con agitacion Selecta, fijado a 70 °C, para disolucion de
las mezclas estandares del calibrado, y a 47 + 2 °C, para las muestras de margarina.

-  Embudo Biichner acoplado a Kitasato, y bomba de vacio Vacuubrand mpd.
Membranvakuumpumpe.

- Agitador Vortex Ika. Genius 3, mod VG3.

- Balanza de precision Precisa Gravimetric AC, CH-Dietikon (Swiss Made).

- Viales de vidrio Pyrex de 10 ml y 20 ml, con tapon de rosca.

- Micropipeta de 1-10 pL.

- Pipetas Pasteur.

3.2.3 Muestras

- Muestra de margarina A. Declara en el etiquetado aceites vegetales y grasas vegetales,
leche desnatada y sal (0,9%). 60% p/p de grasa, de la que 30% es saturada, 40% éacido
linoleico, y 5% acido a-linolénico. Se trata, por tanto, de margarina % (60 — 62% grasa),
sin sal (0 — 1% NaCl), y podria considerarse blanda (45% PUFA). No menciona
contenido de grasa trans. Declara 10 g como racion. Estd dentro de la fecha marcada de
caducidad. Se conserva en frigorifico (4 °C).

- Muestra de margarina B. Declara en el etiquetado aceites y grasas vegetales, lactosa
y proteinas de leche y sal (1,5% salada) 79% p/p de grasa, de la que 45,7% es saturada.
Se trata de materia grasa para untar (62-80% grasa). Se podria considerar semi-blanda.
En el etiquetado menciona un contenido de acidos grasos trans (TFA) menor de 0,5 g
por racion. Declara 10 g como racion. Esta dentro de la fecha marcada de caducidad. Se

conserva en frigorifico (4 °C).
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Ambas margarinas fueron suministradas por un proveedor comercial. En el espectro
ATR-FTIR (-2D) de ambas margarinas se distingue claramente un maximo de banda a 962-966
cm’'. No se observa un ancho de banda grande ni asimétrico, como podria aparecer para niveles

de TFA mayores del 1%, sobre grasa total.

3.2.4 Procedimientos

a) Recta de calibrado

Se preparan muestras estandares para el calibrado del método, mezclando TE y TP,
pesando, en balanza de precision (0,3 —x) g de TP y x g de TE, en viales de vidrio Pyrex de 10
mL, donde x es igual a 0,0007 g, 0,0010 g, 0,0015 g, 0,0030 g, 0,0062 g, 0,0155 g, 0,0227 gy
0,0301 g, para preparar porcentajes de TE (TFA) de 0,22, 0,34, 0,50, 1,00, 2,07, 5,17, 7,60 y
10,03 por ciento, respectivamente. Los viales de vidrio conteniendo los niveles estandares y
tapados se llevaron a un bafio de agua termostatizado a 70 °C, con agitacion hasta fusion de los
reactivos mezclados. Se retiran entonces los viales del bafo de agua, y se agitan para
homogenizar con un agitador Vortex, antes de llevarlos a la celda de medida del

espectrofotometro IR.

b) Muestras de margarina

Se pesaron aproximadamente 8 g de muestra de margarina en viales de vidrio Pyrex de
20 mL, con tap6én de rosca. Las muestras se llevaron a bafio de agua, con agitacion,
termostatizado a 47 £ 2 °C, durante 5 — 7 minutos, hasta fusion. Se provoca la desestabilizacién
y rotura térmica de la emulsion. El punto de ablandamiento de la margarina est4 entre 33,1 °C
y 37,4 °C, y a 40 °C, el contenido de so6lidos es practicamente 0%. Se sacan las muestras del
bafio de agua, y se homogenizan con un agitador Vortex. Se dejan decantar las fases. Con pipeta
Pasteur se toman volumenes de la fase oleosa superior. Se depositan sobre papel filtrante
circular hidrofobo, espolvoreado con Na>SO4 anhidro, acoplado a un sistema embudo Biichner-
Kitasato-bomba de presién a vacio. Con la filtracion se elimina la humedad y los solidos
residuales (sal, cuajada). La fase oleosa filtrada se trasvasa del Kitasato a un vial de vidrio de

10 mL, del que se toman 1 — 10 pL para la medida en el espectrofotometro IR.
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¢) Procedimiento espectrofotométrico ATR-FTIR (-2D) de segunda derivada

1 — 10 pL de la mezcla de calibrado, o de la fase oleosa de margarina, se depositan y se
extienden sobre el cristal ATR (diamante/ZnSe) cubriendo totalmente su superficie. La
temperatura no debe estar fuera del rango 20 — 40 °C, ya que el cristal ATR es muy sensible
térmicamente, y podria explotar (Mossoba et al., 2009 b). Si ha solidificado parcialmente la
muestra a medir se pulveriza y homogeniza en mortero de agata y luego se esparce
uniformemente sobre la superficie del cristal ATR. No es imprescindible que la muestra esté
fundida. Cuando se pasa del estado liquido al estado so6lido, sucede:

- Pequefio aumento de absorbancia;
- Estrechamiento del ancho de banda espectral;
- Desplazamiento espectral hipsocromico desde 966 cm™ hasta 963/961 cm™.

Pero la exactitud de la medida no se afecta, puesto que el pequefio aumento de absorbancia
se compensa con la disminucion del ancho de banda.

Antes de la medicion se co-adicionan 64 bandas, para mejorar la ratio sefial-ruido (SNR),
y poder detectar niveles de grasas frans inferiores a 1-2 %, sobre la grasa total. Entre medidas
consecutivas es importante la limpieza del cristal ATR, para evitar el conocido “efecto de
memoria”. Para ello se debe proceder de la siguiente forma:

- Retirar suavemente de la superficie del cristal ATR la muestra que se ha medido
utilizando papel tisu absorbente libre de hebras.

- Colocar unas gotas de n-hexano sobre la superficie del cristal ATR, uniformemente, y
retirar presionando suavemente con papel tisu.

- Disponer 1 — 2 pL de la nueva muestra, y proceder a la medida.

Desde la fuente, la luz IR penetra unos pocos micrémetros en el interior de la fase oleosa,
después de atravesar el cristal ATR (Figura 7). Al pasar desde un medio con alto indice de
refraccion (cristal ATR) a otro de menor indice de refraccion (fase oleosa), en vez de
transmitirse experimenta una reflexion interna, con un angulo de incidencia mayor que el
angulo critico. La intensidad de absorcion de la onda de radiacion IR decae con el paso de luz
(fijo) y debido al porcentaje de radiacion que absorbe la grasa. Se produce un interferograma
que posteriormente, por transformada de Fourier, pasa a espectro de rayo Unico. Se define el
espectro de absorcion IR frente al aire como fondo espectral de referencia. Como el tamaio del

paso de luz efectivo es muy pequefio, se pueden ensayar tamafios de muestra muy pequefios
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(1 —10 puL), sin necesidad de utilizar ningtin disolvente volatil y téxico y en unos 5 — 7 minutos

(Mirabella, 1992; Mossoba et al., 2007; Mossoba et al., 2009 a).

espesorl “«— grasa fundida
de 1 ..................
penetracioén cristal

ATR

radiacion IR

radiacion IR ) .
incidente

reflejada

Fig. 7. Penetracion por cristal ATR: reflexion total atenuada.

Los espectros ATR-FTIR se acumularon en el rango de nimero de onda 4.000 — 600 cm-!,
con una resolucion espectral de 4 cm™!. Para el procedimiento de segunda derivada ATR-FTIR
(-2D) se empled una extension espectral con un rango 1.070 — 830 cm™!. Se multiplica por (-1)
de forma convencional, con el proposito de que las bandas de absorcion se dirijan hacia arriba
en los espectros. Las condiciones experimentales empleadas son las mismas cuando se procede

a la calibracion del método que cuando se miden las muestras de margarinas.

3.2.5 Analisis estadistico

Los resultados se expresaron al 0,01% mads cercano. Se ofrece la media y la desviacion
estandar (SD), sobre 6 replicados de cada tipo de margarina. Se llevan a cabo la prueba
t-Student, para nj=n, y 61°=c2> (n= numero de replicados; c’=varianza), y la prueba F de
Fischer para el cociente de varianzas, considerando significativo para p < 0,05. Se hizo uso del

software SPSS Statistics v.20 (SPSS Inc., Chicago).
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3.3 Resultados

En la Figura 8, con fines ilustrativos, se muestra el espectro ATR-FTIR de segunda
derivada para una mezcla trielaidina-tripalmitina, con un nivel trans de 40,15% como porcentaje
de grasa total. Se distingue netamente la banda trans sobre las demds bandas en el espectro
(banda 8). Conforme desciende el porcentaje de TE en la mezcla se observa un desplazamiento
espectral hipsocrémico e hipocromico, que desplaza el maximo de absorcion desde 966 cm™
hasta 963/961 cm™. Este hecho, que fue confirmado por Mossoba et al., (2007), ya fue descrito
por varios autores (Jart, 1960; Hatt & Lamberton, 1955; Franko et al., 1994; Mitcham et al,,

1973; Yu et al., 2008).
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Fig. 8. Region del espectro que exhibe la banda de deformacion del doble enlace trans, en
escala expandida para el espectro de segunda derivada negativa, para una mezcla trielaidina-
tripalmitina, con un nivel trans de 40,15% (pico 8), como porcentaje sobre grasa total. La
altura de la banda de la segunda derivada negativa puede medirse exactamente, para cualquier
muestra que se ensaye, a partir de la misma linea-base horizontal (Y=cero). Se observa como
no hay solapamiento de la banda trans con las bandas colindantes.
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A partir de la representacion de altura de banda (mAU/cm™) vs porcentaje de TE en la
mezcla TE-TP, que representa %TFA, sobre grasa total, se obtiene una funcion de calibracion

lineal (y = 0,1479x + 0,1635; Figura 9).

Recta calibrado TFA

4 y = 0,1479x + 0,1635
3 - 2
2 R? = 0,9967
E2
1 -
0+ - 3 = : "
0 5 10 15 20 25

% TFA

Fig. 9. Recta de calibrado construida a partir de las mezclas estandares tripalmitina-
trielaidina mediante el método ATR-FTIR de la segunda derivada. El porcentaje (%) de
trielaidina en la mezcla binaria marca el nivel (%) de acidos grasos trans (TFA), sobre grasa
total.

Se obtiene un coeficiente de correlacion lineal muy proximo a 1 (R? = 0,9967), lo que
confirma una so6lida concordancia entre los valores de ordenadas y abscisas. El nivel de ruido
observado para la linea-base en los espectros de calibracion fue 0,01 mAU/cm™. Como la
ordenada correspondiente al nivel (%) de TE mas bajo (0,22%) en la mezcla de calibracion TE-
TP fue 0,19 mAU/cm™, la ratio sefial-ruido (SNR) era de 19:1 (0,19/0,01), mayor de 10:1, luego
satisfactoria para el uso del detector DTGS (Mossoba et al., 2011).

En los espectros ATR-FTIR (-2D) de las margarinas se aprecia claramente la banda
caracteristica de los TFA (966 — 961 cm™). Esta banda no se observa ni en los acidos grasos
saturados, ni en los cis-insaturados. Aparecen bandas proximas asignables a los acidos
linoleicos conjugados (CLAs) (985 cm™ y 945 cm’!, para cis, trans-y trans, cis-CLA; 990 cm
! para trans, trans-CLA), que no interfieren salvo que su nivel fuera superior al 1%, caso que
aqui no se da [los CLAs son caracteristicos de los TFAs procedentes de leche (lacteos) y carne
de animales rumiantes]. En el mundo vegetal, unicamente el aceite de ricino, debido a la
presencia de grupos -OH, podria modificar la intensidad de vibracion de deformacion fuera del

plano del enlace C-H trans (Jart, 1960).
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Sustituyendo en la ecuacion de regresion y = 0,1479x + 0,1635 el valor de la ordenada
por la altura de banda (mAU/cm™) obtenida en la medicion espectrofotométrica al nimero de
onda de méaxima absorcion frans de ambos tipos de margarina (A y B), y despejando “x”, se
consigue saber el porcentaje (%) de TFA (grasa trans), sobre el contenido de grasa total (Tabla
7). En la misma Tabla aparecen las cantidades en gramos de grasa trans por 100 g del producto
y por racion del producto. Aunque en el envase se considera 10 g el tamafio de racion, se ha
optado por 15 g, que se acerca mas al promedio de las margarinas, y a la porcion de cafeteria

(Requejo & Ortega, 2009).

Tabla 7. Contenido de grasas trans de las margarinas ensayadas (Galvin et al., 2016).

Descripcion Total grasa Grasa trans Grasa trans Grasa trans

(numero de (g/100 g (g/100 g (g/100 g (g por

replicaciones) margarina)?® grasa total)® margarina) racion)¢

Margarina blanda

(n=6)

60 0,21 £0,22 0,126 0,019

Margarina dura

(n=6)

79 0,33 £ 0,20 0,261 0,039

2 Declaracion etiqueta;
b Media + SD;
¢ 15 g de margarina.

La precision establecida para este método oficial ATR-FTIR (-2D) fue de 0,5% TFA,
sobre la grasa total (Mossoba et al., 2011). Los niveles de TFA (%) encontrados para estas
margarinas “cero-trans” estan por debajo de este limite, con lo que la desviacion estdndar es
alta; pero podemos considerar, o establecer, un rango confiable. Asi, en cuanto a su contenido
de TFA, el rango para la margarina A seria de aproximadamente de 0 — 0,4 % TFA mientras
que para la margarina B seria de 0,1-0,5% TFA sobre grasa total. Por las caracteristicas
presentadas, se podria considerar a la margarina A como margarina blanda, y a la margarina B

como semiblanda (20 — 40% de 4cido linoleico) (Larqué ef al., 2003).
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3.4 Discusion

Las margarinas ensayadas son “cero-trans”. La margarina blanda no hace mencion alguna
en el etiquetado a contenido alguno de grasa trans. La margarina semiblanda declara en el
etiquetado un contenido de grasa frans inferior al 0,5%, sobre la grasa total, y como declara
79% de grasa, esto supondria menos de 0,63 g de grasa trans por 100 g de margarina. En el
ensayo realizado se determind un contenido de aproximadamente 0,27 g de TFA por 100 g del
producto (Tabla 7). De aqui se deduce que es correcta la declaracion comercial.

Habria que considerar si los equivalentes de retinol afiadidos para el enriquecimiento legal
de las margarinas pueden interferir en la determinacion de los TFAs, debido a las bandas trans
caracteristicas a 964 cm™ y 966 cm™ de beta-caroteno y retinol. El contenido de equivalentes
de retinol de las margarinas es, como promedio, de 900 pg por 100 g del producto, o sea,
aproximadamente, 0,001% sobre la grasa total (Moreiras ef al., 2011). Por lo tanto, el contenido
de equivalentes de retinol es de 210 a 330 veces inferior al contenido de TFA calculado, y no
causa interferencias.

Cuando se aplicaron las pruebas estadisticas (t-Student, F-Fischer) no se dedujo
diferencias estadisticamente significativas entre los niveles promedio de %TFA de las dos
margarinas (p>0,05), ambos con niveles inferiores al 0,5% de TFA, sobre grasa total.

El indice aterogénico (Al= (SFA + TFA) / (MUFA + PUFA)) adquiere valores menores
de la unidad en ambas margarinas (0,43, para la blanda; 0,84 para la semiblanda) favorable para
el sistema cardiovascular (los &cidos grasos laurico y miristico, y la grasa frams son
aterogénicas, mientras que los &cidos grasos insaturados, MUFA y PUFA, son anti-
aterogénicos). Esto esta de acuerdo con los datos de Burdaspal et al., (2010), que ofrecia valores
para este indice de 0,3-0,6, en margarinas espafiolas, y contrasta grandemente con los valores
por encima de la unidad (aterogénicos) en margarinas de paises del Este Europeo (Vuci¢ et al.,

2015).

3.4.1 Limites de grasa trans

(Cuales serian los limites permisibles de grasa frans para considerar “cero-frans” una

margarina? Esto dependerd de la legislacion al respecto del pais considerado. Si tenemos en
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cuenta las legislaciones en este sentido de EE. UU., Canad4 y Dinamarca, y considerando las
raciones de 15 g, tendriamos:
- En EE. UU.: (0,5/15) - 100 = 3,3% de TFA, sobre el peso neto;
- En Canada: (0,2/15) - 100 = 1,3 % de TFA sobre el peso neto;
- En Dinamarca: 1% TFA, sobre la grasa total, y considerando 80% de grasa, 1,25% de
TFA sobre peso neto.

Como se puede comprobar (Tabla 7), las margarinas ensayadas cumplen con esta
condicion, para las tres legislaciones.

Si la ingesta energética diaria procedente del consumo de grasa frans aumenta del 0,9 E%
al 2,1 E%, el riesgo de enfermedad cardiovascular se incrementara en un 30% (Mozaffarian et
al., 2006). Dinamarca experiment6 una disminucion sustancial de un 60% en la incidencia de
sucesos cardiovasculares y cerebrovasculares, debido en parte a una ingesta progresivamente
menor de grasa trans procedente de margarinas (Stender & Dyerberg, 2004).

La “Asociacion Internacional de Margarinas de los Paises Europeos” se propuso como objetivo,
hace unos 20 afios, considerar un maximo permisible de 1,25 %TFA en la fase grasa de una
margarina tradicional, y no superar 5 %TFA, sobre grasa total, en margarinas industriales. Las
grandes corporaciones de la industria alimentaria (Unilever, Kraft-Foods, Nestl¢) adoptaron
medidas innovadoras para reducir la grasa frans, en sus productos y Unilever decidié eliminar
practicamente los acidos grasos frans en las margarinas europeas (Korver & Katan, 2006; Eckel

et al., 2007).

3.4.2 Niveles de grasa trans en margarinas

En la Tabla 8 se ofrecen los contenidos de grasa trans en las margarinas de algunos paises
representativos. Desde 1965 las margarinas de Canadé presentaban niveles promedios (20-25
%TFA, sobre grasa total), con rangos preocupantes de 12 — 65 %TFA. Si consumian margarinas
duras (algunas con menos del 5% de acido linoleico) fabricadas a partir de aceites vegetales
parcialmente hidrogenados (PHVO) se exponian a ingerir hasta 1,5 % de frans-18:1 (acido
elaidico, principalmente) (Ratnayake er al., 2007). Con las primeras reformulaciones de
margarinas en Canad4 (entre 2005 y 2007) se reformul6 el 72% de las margarinas reduciendo
los contenidos estimados de 26 = 13 %TFA, sobre grasa total, a niveles de 2-4 %TFA y, en
algunas blandas, al 0,8 %TFA sobre grasa total (Ratnayake et al., 2009). En EE. UU., al igual
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que en Canadd, los contenidos de grasa frams en margarinas han sido muy elevados
(generalmente dentro del rango 14,9 — 27,7% pero con algunos valores extremos de 40 — 50
%TFA), lo cual no era de extrafiar, teniendo en cuenta el uso casi masivo de aceite de soja
parcialmente hidrogenado en su fabricacion. Atn en 2012, el valor promedio en margarinas era
del 11,59 %TFA. Las mas sanas [sin uso PHVO, é4cidos grasos saturados menores al 20% y
acido linoleico (PUFAs) mayor del 40%] solian ser mas caras, y no estaban ampliamente
difundidas. En Canadd y EE. UU. se llegaron a encontrar niveles preocupantes de 2,1 — 4,0
%TFA en la leche de madres lactantes (Chen et al, 1995; Doell et al., 2012; Remig et al.,
2010).

Si se comparan los contenidos de grasa trans en las margarinas de Japon, los datos
también eran altos. En el periodo comprendido entre 1995 y 2003 se pas6 de aproximadamente
un 24 %TFA promedio a un 11 — 12% promedio, casi a la mitad. En Italia, con niveles de grasa
trans en margarinas similares a los de Espana en los ochenta (1980s), se paso a partir de 2004,
a una situacion con alternativas: aquellas fabricadas con aceites hidrogenados presentaban un
promedio muy variable (7,2 £ 8,3 %TFA), mientras que las variedades blandas y reformuladas
podrian considerarse “cero-trans” (0,47 £ 0,33 %TFA). Como se observa, al igual que sucede
con las margarinas ensayadas (Tabla 7) la desviacion estandar era alta, y la suma (trans-18:2 +
trans-18:3) duplicaba la de trans-18:1. En realidad, estos valores por debajo del 0,5 %TFA se
corresponden con los niveles de TFA encontrados en los aceites vegetales refinados, y son
consecuencia de las etapas de blanqueamiento y, sobre todo, de desodorizacion (Caponio &

Gomes, 2004; Yamada et al., 2010).
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Tabla 8. Contenido de grasa trans (porcentaje sobre grasa total) en margarinas de varios
paises.

% TFA
IR N N T I

1977 12,0-64,8
20-40
1090 2,2 (sin (
S con Ratnayake et al.,
Canada PHVO) Y
PHVO) 2007

1999 1,1-44,4 39,8

2007 0,8
1990s 14,2 24.8

EE. UU. 2003 17 Garsetti et al., 2016
2013 0,1-21,7

. 1990 2,9 6,2 Stender&Dyerberg,

Dinamarca

1996 0-1,9 2004
1996 0,2-0,6

Francia L’Abbé et al.,2009
2003 1,0 0,9

96



Capitulo 3

Determinacion de grasa trans por el método espectroscopico ATR-FTIR (-2D) de segunda derivada en
margarina reformulada

% TFA
IR N T T
1970s 7-35
1990 6,48 £9.,75
- Caponio & Gomes,
talia 7,26 + 8,35 (con
2000- 2004
PHVO) 0,47 £ 0,33
2010
(reformulados)
Finlandia 2012 0-1,10 Helldan et al., 2013
0,17- 16,30-
Serbia 2015 Vuci¢ et al., 2015
6,89 28,84
‘ Abramovic et al.,
Eslovenia 2018 0,11-6,37
2018
2002 22,0-34,8
-y Bhanger & Anwar,
akistan Menos
2004 1,6-23,1 2004
de 4,1

Los daneses han sido tradicionalmente grandes consumidores de margarina, de ahi sus
preocupaciones legislativas pioneras en torno a las grasas trans. En 1996 ya consiguieron, en
las margarinas blandas [4cido linoleico superior al 40%, segun la clasificacion de (Ovesen et
al., 1998)] niveles en el tramo 0-1,9 %TFA, sobre grasa total y, en general, el porcentaje de
grasa trans era inversamente proporcional al contenido de acido linoleico de la margarina en
cuestion:

- Si linoleico era menor de 20% (duras): 0-14,2 %TFA;
- Silinoleico era 20 — 40% (semiblandas): 0 — 5,8 %TFA (Ovesen et al., 1998).

Dinamarca experimentd una reduccion significativa del 60% en la incidencia de
enfermedades cardiovasculares debido en gran parte a un menor contenido de grasa trans de
sus margarinas. Con su legislacion restrictiva y el apoyo de la industria alimentaria
introduciendo sustituyentes de los aceites hidrogenados han posibilitado en la actualidad

disponer usualmente de margarina cero-trans (Pande & Akoh, 2014; Leth et al., 2006).
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En Francia, desde 1996, los contenidos de grasa frans en las margarinas “de marca”
descendieron considerablemente, pasando de 15 — 20 %TFA a valores por debajo del 1% (0,2
— 0,6%). En 2005, la “Agencia Francesa de Seguridad Sanitaria de los Alimentos (AFSSA)”
(equivalente a la AESAN en Espafia) propuso contenidos limites de menos de 1 %TFA, sobre
grasa total, en grasas visibles, como la margarina, sin aumentar el porcentaje de grasa saturada
(Combe, 2002; Morin, 2005).

En el Reino Unido se produjo un descenso de los niveles de grasa trans cifrado en un
70% en las margarinas blandas (2,5 %TFA) (Roe et al., 2013). Polonia alcanzaba en margarinas
duras valores cercanos al 60 %TFA, similares a los de Canad4 y EE. UU.. Serbia, en 2015,
comercializaba margarinas duras hasta con un 30 %TFA, sobre grasa total, y un alto porcentaje
de grasa saturada, de modo que sus investigadores clamaban por una pronta regulacion
administrativa. Este comportamiento es generalizado en los paises del Este Europeo (Republica
Checa, Bulgaria...) y solo recientemente Eslovenia parece aplicar reformulaciones (Silva et al.,
2021; Vuci€ et al., 2015).

En paises como India y Pakistan la preocupacion es maxima, por la gran influencia en los
accidentes cardio- y cerebrovasculares mostrada por el uso popular de aceites y margarinas
fabricadas con grasas hidrogenadas, y productos como el vanaspati de uso a nivel doméstico y
de venta callejera. En Pakistdn se han alcanzado niveles cercanos al 40 %TFA, con la
particularidad de niveles de frans-18:2 del 1,5%, indicios de grasa animal, niveles de PUFAs
inferiores al 20%, y una suma de grasa trans mas grasa saturada del 70%, cuando se aconseja
no sobrepasar el 40% para esta suma (Kandhro ef al., 2008).

Argentina y Brasil, en Sudamérica, han implementado medidas legislativas con respecto
a las grasas trans, a diferencia de otros paises sudamericanos como, por ejemplo, México. Los
niveles para margarinas argentinas ofrecen una mediana de 1,1%, sobre grasa total, con un
rango de 0,5 — 1,9%, que es bastante bajo (Kakisu ef al., 2018).

En varios paises, como EE. UU., Italia o Polonia, se han encontrado un rango de
resultados muy variable. ;A qué se debe esta variabilidad? Puede deberse a algunos factores,
como:

- Condiciones (tiempo-temperatura, presion, tipo y soporte del catalizador, velocidad de
agitacion en el reactor) del proceso de hidrogenacion parcial;
- Cantidad empleada de acidos grasos insaturados;

- Siseusa PHVO solo, o en mezclas con aceites no hidrogenados;
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- Ladisponibilidad y el precio de las materias primas grasas.
Evidentemente, la existencia de esta variabilidad afecta a la estimacion de las ingestas de

grasa trans en la dieta (Innis ef al., 1999).

3.4.3 Evaluacion de la grasa trans en las margarinas espainolas

En Espania, la evolucion de los contenidos de grasa trans en las margarinas se recoge en
la Tabla 9. A finales de los ochenta (1980s) abundaban en Espaia margarinas duras, con menos
de 40% de PUFAs, fabricadas con aceites de girasol o de maiz hidrogenados (que se
mencionaban en el Cédigo Alimentario Espafiol) y que, aunque con valores promedios de
8,4 %TFA se iban a valores proximos al 16 %TFA en el caso de las mas hidrogenadas
(Fernandez San Juan, 1991). Esta situacion continuaba en el 2000, con valores promedio de
8,18 %TFA, aunque aqui ya aparecia una variabilidad estimada en el rango de 0,15 — 20,21
%TFA, siendo las elaboradas con aceite de maiz parcialmente hidrogenado las de mayor
contenido en TFA (Alonso et al., 2000). En 2003, seguian estando comercializadas margarinas
con cerca de 20 %TFA, fundamentalmente de aceite de maiz hidrogenado, pero ya se disponia
de marcas de margarinas blandas (las de mayor consumo) con una elevada composicion
porcentual de PUFAs, o también semi-blandas, con niveles inferiores al 1% (0,4 — 0,6 %TFA,
sobre grasa total) (Larqué et al., 2003). Las reformulaciones en nuestro pais no se generalizaron
hasta hace no mucho tiempo, pues todavia en 2008 los valores promedios eran 2,8 %TFA
(Fernandez San Juan, 2009). Los resultados que se obtienen en este trabajo de Tesis (Tabla 7)
guardan perfecta concordancia con los obtenidos por autores espafoles en margarinas mas
recientemente, y son inferiores al 1 %TFA, sobre grasa total (Breton, 2014; Burdaspal et al.,

2010; Moreno Alcaide et al., 2014; Pérez-Farinos et al., 2016).
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Tabla 9. Contenido de grasa trans en margarinas en Esparia.

Afo % TFA, sobre grasa total Referencia

1988 15,80 Fernandez San Juan, 1991
1993 10,80 Boatella ef al., 1993
1996 16,80 Fernandez San Juan, 1996
2000 8,87 Alonso et al., 2000
2003 2,50 Larqué et al., 2003
2009 2,80 Fernandez San Juan, 2009
2010 0,70 Burdaspal et al. 2010
2016 0,30 Galvin et al., 2016

3.4.4. Ingestas de grasa trans por consumo de margarinas

La ingesta de niveles elevados de grasa saturada (SFA) y grasa trans (TFA) contribuyen
a la aparicion del sindrome metabolico y diversas enfermedades cardiovasculares (Te Morenga
& Montez, 2017). De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2019) el
consumo de grasa saturada debe ser inferior al 10% del consumo total de energia en la dieta (10
E%) y el de grasa trans, inferior al 1% sobre base energética (1 E%).

Adicionalmente, se recomienda la ingesta de acidos grasos omega-6 y omega-3, en la
ratio adecuada; hay que tener en cuenta que el acido linoleico contrarresta los efectos nocivos
de los acidos grasos frans a partir de una concentracion en el producto alimentario del 5%, sobre
grasa total (Zhang et al., 2021).

En los afios noventa (1990s) un tercio de la ingesta total de grasa frans procedia del
consumo de margarina (Ascherio et al, 1999). En los paises escandinavos los expertos
recomendaron la ingesta de 2/3 de blandas y 1/3 de duras, en el consumo de margarinas (Aro,
2006). En Brasil donde el consumo de margarina, con destacable proporcion de grasa trans (uso
de aceites hidrogenados), implicaba el 35% del consumo total de 4cidos grasos trans en la dieta,

cuando reformul6 en 2005 (sustituy6 el aceite hidrogenado con aceites de palma y palmiste),
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se pasd de una ingesta, sobre base energética, de 2,4 %TFA a otra de 1,4 E% TFA,
practicamente la mitad (de Castro ef al., 2009).

En los afios ochenta (1980s), el consumo promedio de margarina en Espafia era de 3,8
g/p/d. En esas fechas, el consumo de este alimento era de 16 g/p/d en EE. UU., y de 47,9 g/p/d
en Dinamarca. En paises como Canada, EE. UU. y Dinamarca, el consumo a nivel doméstico
de margarina se llegd a considerar como uno de los principales determinantes de los niveles
plasmaticos de TFA (Skeaff & Gowans, 2006). El consumo de margarina en Espafia descendi6
en mas de un 50% entre 1987 y 2003 (Larqué et al., 2003). Este descenso coincidi6 en el tiempo
con la controversia del empleo de aceites hidrogenados en la fabricacion de las margarinas,
fuente de grasa frans que podia ocasionar trastornos en el sistema cardiovascular. En 1998 se
consumié en Espana 1,6 g/p/d de margarina, habia descendido el consumo, pero aun asi era tres
veces superior el consumo de mantequilla (Alonso ef al., 2000); teniendo en cuenta los niveles
de grasa frans de las margarinas espafiolas entonces, supondrian un aporte de 0,22 g TFA/p/d
procedente de margarinas, el 10,5% de la ingesta total de TFA por persona [teniendo en cuenta
una ingesta de 2,1 g/p/d de grasa trans en Espana deducida del estudio TRANSFAIR (Hulshof
et al., 1999)]. Entre 2000 y 2005, la cifra de ingesta de margarina se estabilizé en 0,3 g/p/d, con
mayor consumo en Navarra y Pais Vasco, y una preponderancia en el estatus socioecondmico
medio-alto [Varela Moreiras, G (Coord), 2006]. Hay que hacer notar que si la contribucion de
la margarina a la ingesta total de grasa trans represent6 el 25% en EE. UU. (2003-2006), solo
representaba el 2-3% en Espafia (2001-2010) (Remig et al., 2010). Actualmente, la ingesta
promedio de margarina en Espana es de 0,55 g/p/d (MAPAMA, 2022). Suponiendo un
contenido medio de 0,5 %TFA, sobre grasa total, en las margarinas espanolas, y considerando
un 80% de grasa total, la contribucion de la margarina a la ingesta de grasa frans seria muy
baja, de 0,002 g TFA/p/d. El consumo es mas abundante en Andalucia, pero no pasa de 0,86

g/p/d, y es mas activo entre las clases media-baja.

3.4.5 Alternativas tecnologicas al uso de aceites parcialmente hidrogenados en la fabricacion
de margarinas

La “Food & Drug Administration (FDA)” americana tomo la decision en el 2013 de no

considerar ya mas como sustancia GRAS (“generally recognized as safe”) a los aceites
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parcialmente hidrogenados (PHVOs) y establecid una fecha limite de 3 afios para eliminar por
completo la grasa trans en los alimentos (FDA, 2013).

Como alternativas posibles para procurar margarinas “cero-frans”, o con muy bajos
niveles de grasa trans, se eligié primero el aceite de palma, y sus fracciones (oleina y estearina
de palma) que se podian obtener industrialmente por fraccionamiento. Su natural consistencia
semisolida puede endurecerse posteriormente mediante interesterificacion aleatoria (Ozay et
al., 1998) o por fraccionamiento, otorgandole una estructura cristalina con morfologia B
deseable, que proporciona una gran area superficial en los cristales y plasticidad considerable.
Se logran asi margarinas con contenidos inferiores al 1 %TFA, sobre grasa total. Dada la
notable diferencia en las extinciones de las bandas IR correspondientes a los acidos elaidico y
palmitico, y teniendo en cuenta que el dcido palmitico representa solo el 44% del aceite de
palma, se puede deducir la minima interferencia del acido palmitico en la determinacion de
TFA por ATR-FTIR (-2D) (Aini & Miskandar, 2007) que oscila entre 0,2 y 0,5%, sobre la grasa
total en la margarina, considerando el porcentaje habitual de aceite de palma. Hay que destacar
la interesterificacion enzimatica, que consigue margarinas “cero-trans”’, con buen sabor y coste
eficiente (Cowan & Holm, 2006; Kadhum & Shamma, 2017).

Las mas novedosas alternativas, y las expectativas de futuro para lograr margarinas mas
sanas consisten en reemplazar las grasas con organogeles (aceites vegetales estructurados). Se
trata de sistemas con fase organica liquida no polar y agentes estructurantes con bajas
concentraciones. Pueden aplicarse al desarrollo de emulsiones estructuradas, como margarinas
“cero-trans”, bajas en grasa saturada y ricas en acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) (Hwang,
2020). Como agentes estructurantes se han utilizado particulas cristalinas y filamentos
poliméricos (etilcelulosa, esteroles vegetales y ceras, entre otros); pero en margarinas se han
empleado, sobre todo, ceras vegetales. Los agentes estructurantes para uso alimentario deben
ser reconocidos como sustancias GRAS por la FDA, y ser capaces de lograr la estructuracion a
concentraciones bajas (Chaves et al., 2018).

Cualquier reformulacioén que se lleve a cabo para fabricar nuevas margarinas con bajos
valores de grasa trams, deben procurar un producto con las adecuadas caracteristicas
funcionales, esto es:

- Untuosidad;

- Suavidad;
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- De textura firme;
- Estable;

- Sanitariamente seguro.

Los principales desafios que implican las reformulaciones de las margarinas pueden
categorizarse en:
(1) La mejora de los pardmetros involucrados en la interesterificacion quimica y
enzimatica;
(2) Laposibilidad de uso de lipidos estructurales o nuevas bases lipidicas (ceras, poliésteres
de sacarosa) que puedan interesterificarse;

(3) El uso de mezclas y de organogeles.

El objetivo es producir margarinas “cero-frans”, con poca grasa saturada y propiedades

funcionales y sensoriales optimizadas (Silva et al., 2021).

3.5 Conclusiones

Desde el punto de vista practico y legislativo interesa cuantificar globalmente la totalidad
de los enlaces trans aislados (no conjugados), independientemente de que procedan de un acido
monoenoico (trans-18:1) o de un acido polienoico (trans-18:2, trans-18:3), con tal de que sean
aislados. En este sentido, la aplicacion de la espectroscopia de absorcion infrarroja, a través,
del método oficial AOCS de segunda derivada 2009 ATR-FTIR O.M Cd 14e-09 (Mossoba et
al., 2011) y utilizado por primera vez en el andlisis de aceites vegetales comestibles y
margarinas en 2004 (Milosevic et al., 2004) es mucho mas sencillo, rapido, eficiente y
economico que la técnica de cromatografia de gases, tanto a nivel de control legislativo
(seguridad alimentaria) como en el control de procesos. Este es el método que aplicamos en
esta Memoria para el control de margarinas espafiolas reformuladas.

Dentro de la espectroscopia IR se han ido produciendo sucesivos avances desde las
iniciales medidas dispersivas. Primero fue la aplicacién de las transformadas de Fourier, y

después, la incorporacion de la “reflexion total atenuada” (ATR). Esto permitio que:
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Aumentase la profundidad de penetracion de la radiacion IR, que se refiere al campo
eléctrico componente de la radiacion IR, penetrando una distancia micrométrica (menos
de 5 um) en la fase oleosa ensayada;

Al ser pequenia la capacidad del cristal ATR, es posible realizar la medida para tamafios
de muestra muy pequenios (1-10 pL). Esta circunstancia resulta muy ventajosa si se
compara con el tiempo que se consumia en la preparacion de disoluciones de muestras

(normalmente, al 10%) en disolventes que, ademas, eran volatiles y toxicos (CCls, CSz)

(Chalmers & Griffiths, 2001).

En el 2000 se validaron los métodos oficiales ATR-FTIR para la determinacion de las

grasas trans, tanto por la AOCS como por la AOAC (Adam et al., 2000; Mossoba et al., 2001).
Finalmente, en 2011 se valido el método de la segunda derivada, ATR-FTIR (-2D) (Mossoba

et al.,

2011), que presenta indudables ventajas, como son:
No hay inclinacién de la linea-base correspondiente a la banda trans a 966 cm™!, la linea
base es totalmente horizontal; esto ya se daba en los métodos oficiales del 2000
(Mossoba et al., 2007);
Se reduce el nivel de ruido espectral;
Al estrecharse el ancho de la banda, se aumentan la exactitud y la selectividad, sobre
todo para estos niveles de TFA inferiores al 1 %TFA, sobre grasa total; las bandas
vecinas asignables a la grasa saturada y a los 4cidos linoleicos conjugados, que eran
poco visibles en el método anterior (AOAC, 2000.10), ya se pueden distinguir
perfectamente y resolver en el método actual de la segunda derivada,;
No se necesita obtener previamente los ésteres metilicos de los acidos grasos (FAMEs),
mas laborioso, como si se recomendaba, para niveles inferiores a 15 %TFA, en el
método ATR-FTIR AOAC 2000.10, para evitar la banda interferente a 935 cm,
atribuible a la vibracion de deformacion fuera del plano del -OH del grupo funcional -
COOH (Mossoba et al., 1998);
El fondo de referencia espectral es aire, no se necesita ningun aceite estdndar nativo
cero-trans, de composicion lo mas proxima posible a la muestra que se me mide;

Se tarda muy poco tiempo, apenas unos 5 minutos;

104



Capitulo 3

Determinacion de grasa trans por el método espectroscopico ATR-FTIR (-2D) de segunda derivada en
margarina reformulada

En la actualidad, cuando tecnoldgicamente se puede prescindir del uso de aceites
parcialmente hidrogenados para su fabricacion, segun lo establecido por la “Food & Drug
Administration” (FDA, 2013), la margarina, que ha mejorado y equilibrado su composicion
grasa, vuelve a relanzarse como una alternativa no colesterolémica a la mantequilla. Ademas,

amplia sus aplicaciones en reposteria y pasteleria (Albers et al., 2008; Silva et al., 2021).
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Capitulo 4.1: Determinacion de grasa trans en productos
alimentarios escogidos

4.1.1 Introduccion

El conocimiento de la grasa frans se nutre de los datos que se consigan
experimentalmente sobre su contenido en los productos alimentarios que consumimos en
nuestra dieta diaria y las ingestas poblacionales en distintas edades, distintos paises y
distintas franjas sociales. La determinacion de los contenidos de grasa frans en distintos
tipos de alimentos ayuda a ampliar las bases de datos, y actualizar las Tablas de
Composicion de Alimentos que, por otro lado, estan en la base del calculo de las ingestas
poblacionales de grasa frans. Ademas, se suministra informacion de primera mano a las
agencias alimentarias oficiales (FDA, EFSA, AECOSAN, y otras).

Las iniciativas gubernamentales que tenian como foco a la industria alimentaria
para que usaran como alternativa a los aceites parcialmente hidrogenados (PHVOs),
grasas cis-insaturadas, no pasaban del nivel de las recomendaciones. La eleccion de los
sustitutos de los PHVOs se dejo entonces a lo que manifestaban las fuerzas del mercado.
Y la decision, en su momento, fue emplear como reemplazantes los aceites tropicales (de
palma, palmiste y coco), sobre todo, el uso del aceite de palma o sus derivados, como la
estearina de palma. Este producto presentaba facil abastecimiento, precios bajos, cierta
estabilidad y caracteristicas fisicas y sensoriales favorables. Ademas, es semisolido a
temperatura ambiente pero presenta una carga de 44% de acido palmitico, acido saturado,
lo que constituia un inconveniente (Skeaff, 2009). Se cred entonces una polémica, en
torno al uso del acido palmitico. De hecho, hace pocos afios (Marangoni et al., 2017) un
grupo de expertos reunidos en un Simposio sobre este tema organizado, por la Fundacion
de Nutricion de Italia, concluian que no parecian existir evidencias de los efectos sobre
la salud publica del aceite de palma, en comparacidon con otras grasas ricas en acidos
grasos saturados. Mas alld de la polémica, en los ultimos afios se ha mejorado los
productos procesados rebajando los componentes lipidicos (acidos grasos trans y
saturados) mediante el empleo de organogeles, hidrogeles monogliceridicos o mediante
el empleo de grasas interesterificadas (Chaves ef al., 2018).

Cuando se pretenden emplear nuevas alternativas al uso de los aceites hidrogenados

habria que tener en cuenta:
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Disponibilidad;
Logistica de las cadenas de suministro;
Costes;

Aceptacion del consumidor (Borra ef al., 2007).

La espectrofotometria de infrarrojo de segunda derivada, la técnica ATR-FTIR

(-2D), que se emplea en esta Tesis presenta indudables ventajas y mejoras respecto a las

técnicas infrarrojas anteriormente propuestas. Asi:

Presenta una alta tasa de operaciones de medida, siendo ideal para analisis
rutinario;

Debido a una mayor estrechez de la banda de 963-966 cm™!, el método gana en
selectividad y resuelve las posibles interferencias de acidos grasos saturados
(SFA) y acidos linoleicos conjugados (CLA);

Se evidencia una fuerte mejora de los componentes de baja frecuencia (bajo
numero de onda) en la descomposicion de Fourier del espectro de absorcion FTIR;
Buena resolucion: la banda de la grasa trans a 966 cm™ es puntiaguda y simétrica,
mientras que la banda de la grasa saturada (SFA), alrededor de 960 cm™, es mas
plana y asimétrica;

No se requiere la derivatizacion de los &cidos grasos hasta sus ésteres metilicos
(FAMESs) y la referencia espectral es el aire. Por lo tanto, no hay que utilizar una
grasa estandar especialmente refinada exenta de grasa frans (Mossoba et al., 2007,

2011).

En la primera parte de este Capitulo 4 se plantean como objetivos:

Determinar los niveles de grasas frans en productos alimentarios procesados que
no lo declaran en el etiquetado nutricional,

Determinar de forma concreta los niveles de grasa trans en productos etiquetados
como “cero-trans’’;

Determinar la posible presencia de grasa trans en productos procesados
sospechosos de contenerla;

Determinar posibles contenidos de grasa trans en productos alimentarios sin
etiquetado nutricional, o productos de establecimientos de “comida-rapida”

(“fast-foods™).
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Para ello se ha realizado una pequefia, pero representativa, seleccion de productos
alimentarios entre los que mas pueden predominar los acidos grasos trans (TFAs), de

acuerdo con experiencias previas en Espafia y en paises de nuestro entorno.

4.1.2. Material y Métodos

4.1.2.1 Reactivos y Aparatos
4.1.2.1.1 Reactivos

- Trielaidina (TE) [1,2,3-tris(¢trans-9-octadecenoato) de glicerilo]. Se conserva en
congelador (-20 °C) hasta el momento de su uso. Cuando se vaya a usar hay que
descongelar la muestra durante una noche. Banda de absorcion destacada a 966 cm™ en
el espectro ATR-FTIR (-2D) del producto (pureza > 99%, Sigma-Aldrich).

- Tripalmitina (TP) [1,2,3—tris(hexanodecanoato) de glicerilo]. Se conserva en congelador
(-20 °C) hasta el momento de su uso. Cuando se vaya a usar hay que descongelar la
muestra durante una noche. Banda de absorcion destacada a 956 cm™ en el espectro ATR-
FTIR (-2D) del producto (pureza > 99%, Sigma-Aldrich).

- Etanol absoluto, acido clorhidrico concentrado (12 M), pirogalol, éter etilico, éter de
petréleo, sulfato sddico anhidro, n-hexano. Todos estos reactivos eran de calidad analitica

(R.A), y 99.9% de pureza, de Merck, o marcas comerciales similares.

4.1.2.1.2 Aparatos

- Espectrofotometro de infrarrojo Jasco FTIR-4200 A, con software QAU-400
Quantitative Analysis Program (Jasco Analytica, Japon).

- Balanza analitica Mettler AE 100.

- Triturador-homogeneizador Waring-Blendor, con cuchillas de acero inoxidable.

- Rotavapor R-300 Buchi.

- Agitador Vortex Ika. Genius 3, mod. VG3

- Bafio de agua termostatizado Selecta, con agitador intermitente.

- Embudo Biichner para filtracion, acoplado a bomba de vacio.

- Embudo de decantacion para extraccion, de 250 mL.

- Viales de vidrio Pyrex de 10 mL y 20 mL, con tapones de rosca.

- Micropipeta de 1-10 pL.
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4.1.2.2 Muestras

Basandose en los principales ingredientes y caracteristicas de los articulos
alimentarios, asi como en la distribucion empleada en otros estudios similares recientes
(Albuquerque et al., 2018), se optd por el agrupamiento propuesto por la FAO para los
productos alimentarios que se eligieron (en funcidn de la posible preponderancia de grasa

trans) que se expone a continuacion (FAO / INFOODS, 2012).

Categoria de alimento Producto seleccionado

Horneado/bolleria Donete, donuts
Galletas, bizcochos, obleas Galleta “cookie”
Snacks Gusanitos, palomitas
Comidas listas para consumir Sopa deshidratada
“Comida rapida” Patatas fritas, hamburguesas

Los productos alimentarios se adquirieron en supermercados, hipermercados o
establecimientos locales y se analizaron lo mas pronto posible, antes de su fecha de
caducidad. Se ha omitido ensayar bolleria convencional (cruasan, suizos, palmeras,...)
porque en anteriores estudios en nuestro pais no se demostr6 contenidos de grasa trans

(Ansorena et al., 2013; Pérez-Farinos et al., 2015).

4.1.2.3 Calibracion del método

Se prepararon mezclas estandares de trielaidina (TE) y tripalmitina (TP) pesando
hasta la cuarta cifra decimal, con balanza de precision, en viales de vidrio Pyrex de 10
mL. Los viales, después de homogenizar y tapados, se llevaron a un bafio de agua
termostatizado a 70 °C, con agitacion intermitente, hasta fusion de los reactivos
mezclados.

Se retiran los viales del bafio, y se agita con Vortex para homogenizar, antes de la
medida en el espectrofotometro infrarrojo. Se obtuvieron los siguientes valores (Tabla

10).
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Tabla 10. Calibracion del método aplicado.

1 0,13 0,11
2 15,02 0,30
3 20,18 0,38
4 40,61 0,74
5 100 2,14

? Porcentaje de TE en la mezcla TE-TP, representa el % TFA, sobre grasa total.

Representando dichos puntos se obtiene la recta de calibrado. La ecuacion de regresion
es:
y=2-10"x + 2:10°°, Ecuacion 4
Donde:
x= % TFA;
y=mAU/cm™;
R’= 0,9900, muy elevado, lo que confirma la existencia de una alta dependencia lineal

entre los valores de mAU/cm™ y el % TFA.

A partir de la ecuacion de regresion se puede obtener el porcentaje de TFA (% sobre grasa

total) de cualquier grasa que se ensaya, despejando x=(y-2-10) / 2-10°~.

Se calcul6 la ratio sefial-ruido (SNR):

SNR=—2

Donde:

B=altura de banda (mAU/cm™) que corresponde al valor mas bajo de TE en la mezcla
de estandares TE-TP de la recta de calibrado;

A=nivel de ruido pico a pico, suministrado en los espectros IR de las mezclas de

estandares TE+TP de la recta de calibrado.
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En este caso, SNR=0,11/0,01=11:1. Como este valor supera a 10:1, puede emplearse con
seguridad el detector DTGS, y pueden detectarse niveles de grasa trans inferiores al 1%,

sobre grasa total (Mossoba et al., 2011).

4.1.2.4 Tratamiento de las muestras

Hasta su tratamiento las muestras se pueden guardar en frigorifico en bolsas LDPE
(polietileno de baja densidad) para uso alimentario. Se utiliza como procedimiento
estandar el Método AOAC 996.06 (AOAC, 2006): se lleva a cabo una hidrélisis con acido
mineral medianamente concentrado, previa a la extraccion de la grasa con mezcla 1:1 v/v
de éter etilico-éter de petroleo.

Los otros procedimientos que se han empleado para el tratamiento de las muestras
(método de Folch, método de Soxhlet) no correlacionaron bien con este tratamiento
propuesto por la AOAC. Ninguno de estos dos métodos lleva a cabo una hidrélisis
eficiente. El método de Folch es una extraccion en frio con cloroformo en un acido débil
(acido acético). El método de Soxhlet es una extraccion, generalmente con éter de
petroleo, a alta temperatura. En realidad, por los métodos de Folch y de Soxhlet sélo se
tendria en cuenta la grasa bruta, mientras que para referirnos a la “grasa total” del
alimento es necesario aplicar el método de hidrdlisis clorhidrica de la AOAC, que aqui se
propone (Hyvdnen, 1996).

Como el alimento es una matriz compleja que incluye proteinas, carbohidratos,
triacilgliceroles, acidos grasos libres, glicolipidos, fosfolipidos, esfingolipidos, ésteres de
colesterol y materia insaponificable (pigmentos, vitaminas...), se requiere una accion
hidrolitica intensa (HCI, 8,3N) para conseguir un extracto lipidico completo y cuantitativo
desde la matriz del alimento. Este extracto lipidico necesita estar libre de agua y de
cualquier impureza solida, para evitar la reflexion difusa de la sefial de infrarrojo
(Mossoba et al., 2009a). Como se emplea un dcido mineral en caliente, se hace necesario
anadir pirogalol que actia como antioxidante y evita que se oxiden los acidos grasos

poliinsaturados (PUFAs).

Procedimiento
Se tritura la muestra del producto alimentario, después de trocearlo, en una
trituradora-homogeneizadora Waring-Blendor, durante 1-3 minutos, a 5.000 ciclos por

minuto. Se pesan, exactamente, 2 g de la muestra triturada en un vaso de precipitados de

114



Capitulo 4.1

Determinacion de grasa trans en productos alimentarios escogidos

vidrio pequefio. Con ayuda de 2 mL de etanol absoluto se agita la muestra durante 1
minuto y luego se trasvasa a un tubo de vidrio Pyrex de 150 x 20 mm. A continuacion, se
adiciona un poco de etanol absoluto resbalando por las paredes interiores del tubo Pyrex
y procurando que se empapen bien las particulas del alimento. Se afiaden 10 mL de HCI
8,3N y 100 mg de pirogalol, introduciendo a continuacién el tubo en un bafio de agua
termostatizado a 80 °C, con agitacion de 80 ciclos por minuto, durante 40 minutos. Se
retira a continuacion el tubo del bafio y se deja enfriar hasta temperatura ambiente
(aproximadamente 25 °C). Se anaden 10 mL de etanol absoluto, se homogeniza con ayuda
de un Vortex, y se trasvasa a embudo de decantacién de 250 mL. Se anaden 12,5 mL de
éter etilico y 12,5 mL de éter de petroleo, y se agitaba durante 5 minutos. Las fases acuosa
y oleosa se dejan decantar hasta que la capa etérea superior no presenta turbidez. Se separa
la capa etérea superior, que se hace pasar a través de papel Whatman No. 42, recubierto
de sulfato sodico anhidro, acoplado a embudo Biichner. El filtrado se llevaba a un
rotavapor, donde se elimina a presion reducida y a 40 °C el disolvente etéreo. Las ultimas
trazas de disolvente se eliminan bajo corriente de N». La fase oleosa obtenida se guarda
en viales de vidrio de 10 mL provistos con tapdn de rosca a bajas temperaturas (5 °C)

hasta su andlisis en el espectrofotometro de infrarrojos tan pronto como sea posible.

4.1.2.5 Procedimiento espectrofotométrico ATR-FTIR (-2D) de segunda derivada
(AOCS, 2009)

La fase oleosa se deposita y extiende sobre el cristal ATR de ZnSe, cubriéndolo
completamente, procurando que no se formen gotitas. La temperatura debe estar dentro
del rango 20-40 °C, ya que el cristal ATR es sensible al frio y al calor, y podria explotar
(Mossoba et al., 2009b). Si la muestra solidifica parcialmente, se pulveriza en mortero de
agata, pero la exactitud no se resiente, pues un aumento de la altura de banda se compensa
cuantitativamente con un estrechamiento del ancho de la misma.

La radiacion infrarroja, procedente de la fuente, se interna en la fase oleosa, después
de atravesar el cristal ATR. Al pasar, desde un medio de alto indice de refraccion (cristal
ZnSe) a otro de indice de refraccion mas bajo (fase oleosa), en lugar de transmitirse
experimenta una reflexion interna, siempre que el angulo de incidencia sea mayor que el
angulo critico. Se produce una onda evanescente conforme se aleja del cristal, cuya

intensidad desciende por el paso de luz y la absorcion de radiacion por la muestra, de ahi
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el nombre de “reflexion total atenuada (ATR)”. El paso de luz es inherentemente preciso
y muy pequefio, con lo que se pueden ensayar tamafios de muestra muy bajos (1-10 pL).
La luz internamente reflejada produce un interferograma (datos infrarrojos sin refinar)
que luego se transforma matematicamente (transformadas de Fourier) en espectros de
rayo unico y se pueden medir tomando como referencia espectral el aire.

Para cada muestra se co-adicionan 64 exploraciones, que son suficientes para, por
una parte, mejorar la ratio sefial-ruido (SNR), y por otra, posibilitar detectar niveles de
grasa trans inferiores al 1-2%, sobre grasa total. Los espectros ATR-FTIR se acumulan
en el rango de nimero de onda 4.000-600 cm™!, con una resolucion espectral de 4 cm™.

Para el procedimiento de segunda derivada (AOCS Official Method Cd 14e-09)
(AOCS, 2009), se us6 una extension espectral, con un rango 1070-830 cm'. La precision
del método es 0,5 %TFA, sobre grasa total (Mossoba et al., 2011). Se ha propuesto un
método de 9 reflexiones internas, que puede alcanzar una precision del 0,1 %TFA, sobre
grasa total (Mossoba et al., 2012). Entre medida y medida, el cristal ATR se limpia
suavemente con papel tisu sin hebras, y luego con n-hexano, secandolo posteriormente.
Las condiciones experimentales son las mismas cuando se procede a la calibracion del

método, que cuando se procede a la medida de las muestras.

4.1.3 Resultados

En las Tablas 11 y 12 se resumen los resultados obtenidos. Como se puede observar
(Tabla 11) los valores de grasa trans son muy bajos, inferiores al 1 %TFA, sobre grasa
total, excepto para las palomitas de maiz y las patatas fritas de McDonald’s, que estan
entre el 1% y el 2% TFA, sobre grasa total. En cualquier caso, ninguno de los productos
ensayados supera el 2% TFA, sobre grasa total, limite que marca la actual legislacion
Comunitaria y espanola, vigente desde el 2021. Se ofrecen también los valores (Tabla 11)
para gramos de TFA por racion (o porcion) y gramos de TFA por 100 gramos de producto
alimentario. Se pueden considerar “cero-trans”, de acuerdo con la legislacion americana
(FDA, menos de 0.5 g de TFA por racion) y la legislacion canadiense (“Health Canada”,
menos de 0,2 g de TFA por racién). Todos los productos contienen < 0,2 g TFA por 100

g de peso, excepto las palomitas de maiz, que contienen 0,3 g TFA por 100 g de peso.
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Los datos de porcentaje (% p/p) de grasa del alimento, asi como su porcentaje (%) de
grasa saturada, y el peso de las raciones estan recogidos de su declaracion nutricional,
bien en el etiquetado, bien en la pagina WEB de la empresa.

Los donuts, sobre todo los recubiertos con capa de chocolate (donetes) presentan
signos de aterogenicidad (indice de aterogenocidad > 1). En los demas casos, no existen
estos signos (indice de aterogenicidad <1) (Tabla 12). Este indice fue propuesto en 1991
por Ulbrich & Southgate (Vuci€ et al., 2015).

4.1.4 Discusion

De acuerdo con los resultados obtenidos (Tablas 11y 12) los productos alimentarios
ensayados cumplen con lo estipulado en la ultima Reglamentaciéon de la Comision
Europea (2019) sobre los niveles permitidos de grasa frans en los alimentos (que entr6 en
vigor el 2 de abril de 2021) y que establece la limitacion al 2% TFA, sobre grasa total, en
el contenido de grasa frans de origen industrial en los productos alimentarios. Galletas,
productos de bolleria/confiteria (donuts), y snacks (gusanitos) ofrecian niveles inferiores
al 1% TFA, sobre grasa total. Las sopas deshidratadas, que solian presentar niveles altos
de TFAs, ahora son inferiores al 0.5 %TFA, sobre grasa total. Patatas fritas y
hamburguesas de establecimientos conocidos de comida rapida (“fast foods”)
presentaban contenidos inferiores al 1 %TFA, sobre grasa total, salvo en una de las
franquicias, donde se encontraron niveles de 1-2 %TFA en las patatas fritas, no

superando, de cualquier modo, el 2 %TFA, sobre grasa total, limite legislativo.
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Tabla 11. Contenido de grasa trans de los productos alimentarios ensayados.

Producto alimentario Y%TFA? g TFA por racion g TFA por 100 g”

Donete (A) 0,3 0,023 0,104
Donuts comerciales (B) 27 0,75 0,101 0,202
Donuts pasteleria (C) - 0,65 - -
Galletas “cookie” (D) 24 0,51 0,017 0,122
Gusanitos (E) 20 0,25 0,015 0,051
Palomitas Hipermercado (F) 28 1,11 0,093 0,311
Palomitas sin envasar (G) - 1,44 -—- ——
Sopa deshidratada (H) 2 0,28 -—- -—-
Patatas McDonald s (I) 14 1,36 0,152 0,1904
Patatas KFC (J) 13,7 0,42 0,053 0,057
Hamburguesas McDonald’s (K) 8,2 0,20 0,017 0,016
Hamburguesas Burger King (L) 8,6 0,61 - 0,052

2 Sobre grasa total;
Por 100 g de producto alimentario.
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Tabla 12. indices de aterogenicidad (IA)°.

% Grasa p/p % SFA | %TFA? (%SFA + %TFA) (%MUFA + %PUFA) -

Donete (A) 0,3 17,37 10,63 1,63

Dénuts comerciales (B) 27 15 0,75 15,75 11,25 1,40
Galletas “cookie” (D) 24 12 0,51 12,51 11,49 1,09
Gusanitos (E) 20 2,3 0,25 2,55 17,45 0,15
Palomitas (F) 28 3,1 1,11 4,21 23,79 0,18

Sopa deshidratada (H) 2 0,2 0,28 0,48 1,52 0,32
Patatas McDonald’s (1) 14 1,3 1,36 2,66 11,34 0,23
Patatas KFC (J) 13,7 1,3 0,42 1,72 11,98 0,14
Hamburguesas McDonald’s (K) 8,2 3,2 0,20 3,40 4,80 0,71
Hamburguesas Burger King (L) 8,0 3,1 0,61 3,71 4,89 0,76

@ [ndice aterogénico (IA)= (%SFA + %TFA) / (%MUFA + %PUFA).
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- Donuts

Se han ensayado donetes (declara en la etiqueta aceite de palmiste totalmente
hidrogenado, grasa de palma y aceite de girasol) y donuts comerciales (declara en la
etiqueta aceite de palmiste totalmente hidrogenado, grasa de palma y cubrimiento de
cacao). Parece ser que se ha usado como alternativa una interesterificacion entre un aceite
totalmente hidrogenado y un aceite vegetal.

Los valores obtenidos (Tabla 11) son inferiores al 1 %TFA, sobre grasa total.
Parcerisa et al. (1999) encontraron valores en el rango 0.6-11.89 %TFA, sobre grasa total
en donuts. Ya en el presente siglo se inform6 de contenidos en el rango 0.15-5.94 %TFA
(Vicario et al., 2003) en bolleria espafiola, y descendieron a menos del 2 %TFA en 2015
(Pérez-Farinos et al., 2016). Este descenso se mantiene por los resultados hallados en
nuestras muestras (Tabla 11) y satisface las exigencias legislativas comunitarias actuales.

Estos resultados contrastan con lo observado en los donuts “Berliner”
(22-27 %TFA, sobre grasa total), que alcanzaron los valores mas altos de grasa trans entre
los productos de bolleria alemanas (Fritsche et al., 2010), o los contenidos de 10-20
%TFA en los donuts australianos (McCarthy et al., 2008). Los valores hallados en los
donuts argentinos fueron variables (0.9-5.6 %TFA) (Kakisu ef al., 2018).

- QGalleta

Se ensaya una galleta con gotas de chocolate (“‘cookie’), que declara grasa de palma
y manteca de cacao. El valor obtenido ha sido 0,51 %TFA, sobre grasa total, inferior al
1%. En galletas espafiolas han descendido los contenidos de grasa frans notablemente,
desde los valores de 0,15-5,94 %TFA de principios de este siglo (Vicario ef al., 2003),
hasta 0,54 -1,0 %TFA (Ansorena ef al., 2013), o el més reciente de 0,62-0,83 %TFA en
galletas industriales (Gutiérrez-Luna et al., 2019). Nuestros resultados corroboran esta
tendencia (Tabla 13). En el estudio de Gutiérrez-Luna et al., (2019) se ensayaron también
galletas artesanales, y el resultado (0,99-3,50 %TFA) no fue el mismo. Los autores
aducian falta de estandarizacion en las formulas de elaboracion de las galletas, mala

practica de fabricacion, o empleo de aceites tropicales.
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Tabla 13. Evolucion del contenido de grasa trans en las galletas.

Espana 5,20-9,30% Vicario et al., 2003
Portugal <1% Costa et al, 2016

Espana 0,5-1,02% Ansorena et al., 2013

Brasil 1,2% Aued-Pimentel & Kus-Yamashita, 2021
Espafia 0,62-0,83% Gutiérrez-Luna et al., 2019
Espana 0,51% Resultado presente Tesis

* Sobre grasa total

En Portugal han conseguido rebajar la cifra a 0,20 %TFA, sobre grasa total, para el
grupo de galletas, bizcochos y obleas (Alburquerque et al., 2018). En Suecia el porcentaje
de TFA en galletas era inferior al 1 % y las ingestas de grasa trans en la poblacion son de
las mas bajas, 0,3 E %TFA, sobre base energética (Trattner ef al., 2015). Logicamente, al
utilizar como alternativa al aceite parcialmente hidrogenado grasas de palma, subia el
porcentaje relativo de grasa saturada, y, como en nuestro caso (Tabla 12), el producto era
ligeramente aterogénico (indice aterogénico un poco superior a la unidad). El descenso
por debajo del 1 %TFA estd confirmado en Portugal y Espana (Pérez-Farinos et al., 2016).
Lo mismo ha ocurrido en Brasil entre 2003 y 2018, llegandose a niveles de 1,2 %TFA en
galletas y bizcochos, aunque con contenidos de grasa saturada muy altos (mas del 40%),
consecuencia directa del uso de aceites de palma; Gltimamente se estan empleando como
alternativa grasas interesterificadas en las galletas (Aued-Pimentel & Kus-Yamashita,
2021).

En Europa y Norteamérica los niveles de TFA en galletas eran variables, aunque
superaban en muchos casos el 2-3 %TFA. Asi, tenemos los datos de:

- Alemania: 0-3,8 %TFA (Kuhnt ef al., 2011);
- Suiza: 0,64-12,26 %TFA (Richter ef al., 2009);
- Estados Unido: 8,4 %TFA (Albers et al., 2008), con alrededor de 40% de grasa

saturada.
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Estos valores estdn muy alejados de los que se dan en Pakistan (9,3-34,9 %TFA) y
en India (hasta 30-40 %TFA). La Agencia de Seguridad Alimentaria y Estandares de la
India recomendo la elaboracién de galletas y panecillos, de amplio consumo en estos
paises, descartando el empleo de vanaspati y sugiriendo el empleo de aceites de soja y de
lino que, ademas de no introducir grasa trans, aportaban omega-3 y acido a-linolénico.
La situacion era tal en la India que la Agencia permitié temporalmente el uso de vanaspati
conteniendo hasta un 10 %TFA. La OMS certifico que los fallecimientos en la India por
causas cardiovasculares se duplicaron en el periodo 1985-2015 (Ghafoorunissa, 2008;
Tarar et al., 2020).

A partir de 2013 se observa un descenso significativo del contenido de grasa trans
en galletas de Espafa, Portugal y Brasil (Tabla 13). De tal forma que el contenido en
galletas espafiolas estuvo por debajo del 1 %TFA, sobre grasa total, ya en 2015, con
respecto a 2010 (Robledo de Dios et al., 2015) y se ha estabilizado, como demuestran los
resultados (Tabla 13). En Portugal el descenso en contenido de trans de las galletas fue
de un 80 %, y se llegaron a conseguir buenas reformulaciones para evitar, conjuntamente,
los contenidos de acidos grasos trans y saturados, aunque esto repercutio en el precio de

venta (Santos et al., 2015).

- Gusanitos (snacks)

Los gusanitos se declaran como sémola de maiz horneado con aceites de maiz o de
girasol. Constituyen un producto-aperitivo y presentan un consumo usual entre la
poblacién infantil. En el estudio TRANSFAIR se ofrecian contenidos medios de 0,82
%TFA entre los aperitivos salados (Aro et al., 1998). El contenido en snacks americanos
erade 1,5 %TFA, sobre grasa total (Albers et al., 2008). Los aperitivos salados en Espaia
presentaban un contenido medio de 0,23 %TFA (Robledo de Dios ef al., 2015) que alin
descendié mas entre 2010 y 2015 (Pérez-Farinos et al., 2016) y que se acerca al valor
obtenido, 0,28 %TFA, sobre grasa total, en nuestro ensayo de gusanitos. En Portugal se
dieron cifras similares para snacks, 0,40 %TFA, sobre grasa total (Albuquerque et al.,

2018).
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- Palomitas de maiz

Se declaran un producto de aperitivo de maiz horneado (sémola de maiz, aceite de
girasol). Habria que distinguir entre las palomitas de microondas y las palomitas
confeccionadas a partir de la fritura del grano de maiz con aceite de girasol, u otro aceite
vegetal refinado. Las primeras, debido a la probable presencia de aceite parcialmente
hidrogenado contenian habitualmente elevados niveles de grasa trans. Asi, McCarthy et
al. (2008) encontraron niveles que se aproximaban al 30 %TFA, sobre grasa total en
palomitas de microondas australianas, mientras que en las ya confeccionadas en bolsas
los niveles eran 0,8-1,4 %TFA. En Norteamérica, Albers et al., (2008) encontraron
niveles superiores al 30 %TFA, con 37% de grasa saturada. En Espafia se reportaron cifras
de 36 %TFA, y de 1-2 %TFA en las ya confeccionadas en bolsas para comercializarlas
(Fernandez San Juan, 2000). La situacion no era diferente en Dinamarca y otros paises
europeos donde expertos ya advertian que una racion (bolsa) de 30 gramos podria
contener hasta 12 gramos de grasa trans (Stender et al., 2012). Nuestros resultados en las
palomitas de maiz son de 1,44 %TFA, sobre grasa total (palomitas sin envasar, ambigu
de cine) y de 1,11 %TFA, bolsa comercializada de hipermercado. Estan, pues, en el
intervalo 1-2 %TFA, no superan el limite legislativo comunitario del 2 %TFA, y son
valores en consonancia con los obtenidos en otros estudios espafioles (Pérez-Farinds et
al., 2016). Practicamente, se corresponde con el valor que alcanza el aceite vegetal

empleado en la fritura del maiz.

- Sopa deshidratada

En el estudio TRANSFAIR se obtuvieron cifras muy elevadas de grasa trans en
sopas deshidratadas (7,61-19,13 %TFA) donde, en su fabricacion, se solia usar grasa
vegetal y grasa animal parcialmente hidrogenada (Aro et al., 1998). Por ese tiempo, se
detectaron en cubitos de caldo italianos, fabricados con grasas animales, grasas vegetales
de palma y aceite parcialmente hidrogenado, niveles de 10-23 %TFA, sobre grasa total
(Strocchi & Marascio, 1992). En Espana, sucedia lo mismo, alcanzandose cifras
variables, pero altas, con un promedio de 15,4 + 9,4 %TFA en sopas de sobre (Fernandez
San Juan, 2000).

Ya en el presente siglo, los niveles se redujeron. En Alemania, fueron mas bajos,

aunque variables: 2,02 + 5,91 %TFA (Kuhnt et al., 2011). En la muestra de sopa de sobre
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deshidratada que se ensayo se obtuvo un valor de 0,28 %TFA, sobre grasa total, muy
bajo, que se sitia dentro del intervalo 0-1 %TFA que se ha obtenido en sopas
deshidratadas espafiolas mas recientemente (Pérez-Farinds ef al., 2016). Esto demuestra
que han cambiado la férmula e ingredientes de elaboracion de este producto. De hecho,
la muestra ensayada declara aceite de oliva como el componente graso empleado en su
elaboracion. Coincide, asimismo, con el rango 0,3-0,5 %TFA encontrado en sopas

deshidratadas argentinas (Kakisu et al., 2018).

- Comida rapida

Se han ensayado muestras de patatas fritas y de hamburguesas de establecimientos
de comida rapida (“fast-foods”) de locales distintos. S6lo en un establecimiento (Burger
King), y para las hamburguesas, ofrecia la franquicia en su pagina WEB el contenido de
grasa trans (0,1 %TFA), cifra que fue inferior a lo que obtuvimos en el procedimiento
experimental aplicado.

Las cadenas de comida rapida (McDonald’s, Burger King...) en los 1990s
empleaban en Norteamérica y Sudamérica aceites de fritura con alrededor de 23 %TFA,
y en paises europeos con 10 %TFA (es decir, contenian aceites parcialmente
hidrogenados), mientras que en las franquicias de Espafia los niveles eran del 5 %TFA, y
en Dinamarca, tan s6lo del 1 %TFA (sin duda, obligadas a las exigencias legislativas
danesas) (Stender et al., 2006) al inicio del presente siglo (2000-2005).

A la entrada en vigor, en 2006, de la regulacion legislativa de la FDA 2003 sobre
declaracion en las etiquetas, se redujo ostensiblemente el contenido de grasa trans (patatas
fritas, 2,76 %TFA; hamburguesas, 0,86 %TFA) en las franquicias estadounidenses de
comida répida (Kohn & Mitchell, 2006), con respecto al panorama que se solia encontrar
antes del emprendimiento legislativo citado (Satchithanandam ez al., 2004). En China, en
los considerados “alimentos occidentalizados™ (establecimientos de comida rapida) se
daban niveles de grasa frans dentro del rango 0,66-4,46 %TFA, sobre grasa total (Fu et
al,, 2010). Y en Japon, en muchos establecimientos de comida rapida se superaba
facilmente el 2 %TFA, sobre grasa total, y se comparaban con los alimentos tradicionales
de la cultura japonesa, que contenian menos de 1 %TFA (Yamada et al., 2010).

Es muy interesante considerar la evolucion en los Estados Unidos, pais, si se piensa,

inductor de la comida rapida (“fast-food”). Antes de las medidas legislativas operativas
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en este pais y programadas por la Agencia “Federal Food & Drug Administration” (FDA),
la situacion era bastante caotica, pudiéndose alcanzar en patatas fritas de franquicias
niveles de hasta 24,7-38,2 %TFA, sobre grasa total (Stender et al., 2006) y llegandose a
24 gramos de grasa trans por racion (Mozaffarian et al., 2010). Después de la entrada en
vigor en 2006, de la ley reguladora FDA 2003, coincidiendo con concienciacion de la
sociedad sobre el peligro de la grasa trans y la reformulacion llevada a cabo por las
industrias alimentarias, los niveles descendieron ostensiblemente. Sobre la misma época
(2012) se realizaron estudios que incluian indagaciones hasta en mas de treinta
establecimientos de comida rapida. Los trabajos de Tyburczy et al., (2012) (patatas fritas:
0,51-12,51 %TFA; hamburguesas: 2,79-5,70 %TFA) y de Mossoba et al., (2014) (patatas
fritas: 0,65-10,62 %TFA; hamburguesas: 3,39-5,69 %TFA) demuestran que todas las
hamburguesas analizadas, y una parte sustancial de las patatas fritas analizadas excedian
el limite preceptivo del 2 %TFA, sobre grasa total. Los datos mas recientes, aplicando el
procedimiento ATR-FTIR (-2D), que es el empleado en la presente Tesis, volvian a
ofrecer datos globales de productos de comida rapida (0,47-11,40 %TFA) que estaban un
poco por debajo de los anteriores, pero donde seguian apareciendo muestras que
superaban el 2 %TFA, sobre grasa total (Karunathilaka et al., 2018).

Las muestras analizadas en esta Tesis, de tres establecimientos de comida rapida,
ofrecen valores bajos, inferiores al 1 %TFA, sobre grasa total, excepto en el caso de las
patatas fritas de McDonald’s que se sitian en el intervalo 1-2 %TFA (Tabla 11); en
cualquier caso, estan por debajo del 2 %TFA, y contrastan grandemente, y positivamente,
con la situacion de estas mismas franquicias en Estados Unidos. Los valores obtenidos
estan de acuerdo con el promedio de 1,96 % resultante en alimentos espafioles (Robledo
de Dios et al., 2015), o con los mas recientes de Astiasaran et al., (2017), en el tramo
0,49-0,89 %TFA, sobre grasa total (Tabla 14). Destaca el valor obtenido en
hamburguesas, inferior a los valores 2,3-3,3 %TFA, que suministran para este producto
en Espafa Burdaspal et al., (2010). Igualmente, se ha confirmado el bajo valor (0,1-0,3)
del indice aterogénico en patatas fritas (Tabla 12). También es asumible (alrededor de
0,7) este indice en hamburguesas (Tabla 12).

En la Tabla 14 se puede observar un apreciado descenso a partir de 2008 del
contenido de grasa trans en patatas fritas de restaurantes de comida rapida, descenso bien
patente en Espana y Portugal. Hay excepciones, como en el caso de Polonia, donde es

usual la tendencia a valores muy altos de grasa trans, comportamiento bastante comtn en
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los paises del Este Europeo. En la Figura 10 se traza la linea del tiempo en Espafia para
las patatas fritas de comida rapida. Se contempla un descenso parabdlico acusado desde
la situacion en el estudio TRANSFAIR, a finales de los afios noventa (Aro et al., 1998).
Se ha demostrado la importancia de consumir en lugares de restauracion de
franquicia controlada. Por ejemplo, en Alemania los niveles medio de contenido de grasa
trans en patatas fritas, hamburguesas, y otros productos de comida rapida (“nuggets” de
pollo, pastel de manzana, etc.) fueron de 0,22 %TFA, en franquicias controladas; sin
embargo, en establecimientos sin autocontrol, los niveles subieron hasta el 15 %TFA
(Kuhnt et al., 2011). Asimismo, en India se produjo una reduccidon importante para dicho
pais, alcanzandose niveles de 1,57-3,83 %TFA, sobre grasa total, si el establecimiento de
comida rapida empleaba buenas practicas y evitaba el uso del vanaspati como aceite de
cocinar (Khan et al., 2017). En Pakistan se rebajo hasta contenidos de 2,32-6,10 %TFA,
en establecimientos con autocontrol, frente a niveles del 15-24 %TFA, que aparecian en
establecimientos de comida rapida no franquiciadas e incontroladas (Bhanger & Anwar,

2004).
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Tabla 14. Evaluacion de los niveles de grasa trans en patatas fritas de establecimientos
de comida rapida.

1997
1997
2000
2000
2003/2006
2003/2006
2006
2008
2008
2008

2010

2010
2012
2013
2014
2014
2015

2017
2017
2018
2018
2021
2021

Europa
Espafia
Austria
Espafia
Espafia
Polonia
EEUU
Espafia
Austria
Australia
Alemania
Espafia
EEUU
Reino Unido
Pakistan
EEUU
Espafia
Espana
India
EEUU
Portugal
Espafia

Espana

12-35 %
33,57%
1,9-18%

20,9 £ 12,9%
4-13%

42%
2,76%
2,50%
1,72 + 3,04%
1,4-3,4%
0,09-0,3%
0,6 -1%
0,5-12,5%
0,11%
0,11-2,4%
0,65-10,62%
1,96%
0,49-0,89%
1,57-3,83%
0,47-11,40%
1,63%

1,36% (McDonald’s)

0,42% (KFC)®

3 El aflo hace referencia a la publicacion del articulo;

b Sobre grasa total;

¢KFC: Kentucky Fried Chicken.

Aro et al., 1998
Aro et al., 1998
Wagner et al., 2000
Fernandez San Juan, 2000
Stender et al., 2006
Zbikowska, 2010
Kohn & Mitchell, 2006
Barrado et al., 2008
Wagner et al., 2008
McCarthy et al., 2008

Fritsche et al., 2010

Burdaspal et al., 2010
Tyburczy et al., 2012
Roe et al., 2013
Karim et al., 2014
Mossoba et al., 2014
Robledo de Dios ez al., 2015

Astiasaran et al., 2017
Khan et al., 2017
Karunathilaka et al., 2018
Alburquerque et al., 2018
Resultado presente Tesis

Resultado presente Tesis
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Tabla 15. Datos para construir la linea del tiempo para patatas fritas de comida rapida
en Esparnia.

1997 33,57% Aro et al., 1998
2003/2006 4-13% Stender et al., 2006
2008 2,5% Barrado et al., 2008
2010 1,61% Burdaspal et al., 2010
2017 0,49-0,89% Astiasaran et al., 2017
2021 0,42-1,36% Resultado presente Tesis

2 El afio hace referencia a la publicacion del articulo;
bSobre grasa total.

40
35
30
25

% TFA 20

15

10

1997 2003/2006 2008 2010 2017 2021
Afio

Fig. 10. Linea del tiempo para patatas fritas de comida rapida en Esparia.

4.1.5 Conclusiones

Los resultados obtenidos parecen confirmar la tendencia en los ultimos afios en
Espana, y en algunos paises europeos, como Portugal y Reino Unido, de una reduccion
de los contenidos de grasa trans en alimentos procesados. Reflejan cantidades inferiores
al 2 %TFA, sobre grasa total, tal y como establecio de forma pionera Dinamarca y que
luego han acogido asociaciones e instituciones internacionales, encabezadas por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la FDA y, mas recientemente (desde 2021) la

Comision Europea. Tanto la declaracion obligatoria, limitaciones o prohibiciones, la

128



Capitulo 4.1

Determinacion de grasa trans en productos alimentarios escogidos

adopciodn de buenas practicas de fabricacion y autocontrol, como las reformulaciones para
sustituir a los aceites parcialmente hidrogenados, ya periclitados, permitieron el empleo
de grasas saludables, interesterificadas o hidrogeles (grasas con bajo nivel de grasa trans,
grasa saturada, y cantidades adecuadas de 4cido linoleico, que contrarrestan a los acidos
grasos trans), que resultan eficaces para que se consigan ya, o en un futuro préximo, los
objetivos planteados (la OMS se fij6 como plazo el afio 2023).

No hay que olvidar, en esta batalla contra la grasa trams, la presion de los
consumidores, a titulo individual, o a través de sus asociaciones. También, la labor
fundamental de los Grupos de Trabajo, creados al efecto para tratar la dimension del
problema, y la predisposicion voluntaria de la industria alimentaria, cuando la hubo (por
ejemplo, en los Paises Bajos y en el Reino Unido ha existido una colaboracion a imitar
entre la industria y distintos estamentos, que resultdé muy positiva).

Han colaborado a los logros conseguidos las buenas practicas y el autocontrol en la
industria, el empleo eficaz de alternativas saludables (fraccionamiento,
interesterificacion, empleo de hidrogeles y oleogeles), junto a la labor legislativa y de
asesoramiento de organismos internacionales y agencias de salud, como FDA, OMS,
EFSA vy las asociaciones del corazdn, en diversos paises, como la “American Heart
Association”.

Muchas de las reformulaciones acometidas por la industria alimentaria se han
introducido bajo patente, y se han ido extendiendo paulatinamente desde el 2003 y, sobre
todo, después del golpe de gracia de la FDA a las grasas parcialmente hidrogenadas (foco
principal de los acidos grasos frans de origen industrial) en 2013, al no considerarlos ya
como sustancias GRAS. Con la introduccion de las nuevas alternativas (entre las que se
incluyen ceras, hidrogeles y oleogeles) se pretende, en lo posible, descartar el uso como
alternativas de los aceites tropicales (de palma, palmiste, y coco), que presentan el
inconveniente de la introduccion de grasa saturada. Actuando de esta forma se pretende
conseguir alimentos procesados de adecuadas propiedades reoldgicas y organolépticas,
estables, de costes reducidos, que no contengan grasa frans (o con menos de 1-2 %TFA,
sobre grasa total) y con bajo porcentaje de grasa saturada.

La eliminacion de la grasa frans en los surtidos de alimentos [y aqui nos estamos
refiriendo a la de origen industrial, pues la de la leche (lacteos) y carne de rumiantes, en
las cantidades que normalmente se consumen en la dieta no parecen ser nocivas] ayudara

a reducir, sobre todo en determinados paises, la mortalidad y morbilidad por causas
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cardiovasculares, ademas de las desigualdades en expectativas de salud asociadas a los
diversos estratos socioeconémicos.

A pesar de que, en promedio, se pueden tener ciertas seguridades, por los bajos
contenidos de grasa trans en los alimentos procesados ensayados en Espafia, habria que
mantener la vigilancia, dada la variabilidad de algunos resultados, y las posibilidades de
ocultaciones y empleo de eufemismos (algo que parece darse en algunos paises, como
Brasil (de Barros et al., 2022); Kenia y Nigeria (Huang ef al., 2023).

Otro aspecto importante podria ser la posibilidad de contemplar medidas
legislativas para obligar a los productores a declarar obligatoriamente en el etiquetado
nutricional la cantidad concreta de contenido de acidos grasos trans, desde 0%; en
intervalos de 0,1%. De esta manera, el consumidor recibiria la informacion adecuada a la

hora de seleccionar un producto alimentario para su compra.
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Capitulo 4.2: Determinacion de grasa trans y parametros de calidad
y autenticidad en aceites vegetales comestibles de oliva, girasol y
maiz

4.2.1 Introduccion

El aceite de oliva, componente basico de la dieta mediterrdnea, se ha utilizado
tradicionalmente como aderezo usual y aceite culinario en los paises mediterraneos,
destacando Italia, Espafia y Grecia como grandes productores y consumidores. Su
popularidad ha crecido mucho a nivel mundial hasta desplazar a otros aceites comestibles
debido a su alto contenido en 4cidos grasos monoinsaturados (proverbialmente, el acido
oleico), polifenoles y compuestos bio-activos, de propiedades anti-colesterolemiantes,
anti-inflamatorias y antioxidantes (Guasch-Ferré et al., 2022; Jiménez-Lopez et al,
2020). El aceite de oliva contiene 98% de componentes mayoritarios (acidos grasos, con
predominio del oleico, 55-83%), y 2% de componentes minoritarios (triterpenos,
polifenoles, esteroles, tocoferoles, carotenoides, quercetina), donde se podrian incluir los
acidos grasos trans, originados en las etapas de blanqueamiento y desodorizacion del
proceso de refinacion de los aceites virgenes.

El deterioro hidrolitico y oxidativo puede conducir a la formacion de acidos grasos
libres (acidez hidrolitica), hidroperdxidos (oxidacion primaria), aldehidos, cetonas,
alcoholes, hidrocarburos (oxidacion secundaria), que afectan al flavor del aceite y
originan rancidez. De hecho, las calificaciones “aceite de oliva virgen” y “aceite de oliva
virgen extra” sélo se conceden si el indice de perdxidos no supera determinados limites
establecidos por la Comision Europea.

El Consejo Oleicola Internacional (C.0O.1), asi como la Comisién Europea, a través
del articulo 118 del Reglamento (CE) No. 1234/2007 define seis tipos principales de
aceites de oliva (que incluyen los aceites de orujo de oliva). Los aceites de oliva virgenes
se caracterizan por obtenerse mediante procesos mecanicos (presion, centrifugacion,
decantacion, filtracion y lavado), en condiciones térmicas especificas que no provocan
ningun tipo de alteracién quimica. Los valores de acidez mas bajos garantizan un aceite
de alta calidad, demostrando que se ha obtenido de aceitunas tomadas en su punto 6ptimo

de madurez, libre de lipasas y en condiciones ideales (Malvis et al., 2019).
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El aceite de oliva virgen extra es el de mayor calidad, presenta una baja acidez (<
0.8%) y un grado sensorial superior a los 6,5 puntos. La elevacion de la acidez libre
supone degradacion hidrolitica, tiene su origen en las lipasas de la pulpa o del hueso de
la aceituna y es importante en la etapa de filtracion. El indice de peroxidos debe ser, como
maximo de 20 meq/kg, aunque las reacciones en cascada de las lipo-oxigenasas procuran
notas sensoriales positivas. La extincion especifica K»3» debe ser igual o inferior a 2,50
(indicador de calidad) y la extincion Ka7o igual o inferior a 0,22 (indicador de
autenticidad) (Lozano-Castellon et al., 2022).

De las semillas oleaginosas se extraen aceites vegetales, que para su comestibilidad
es obligatorio refinar. Las técnicas tradicionales de extraccion involucran el uso de prensa
mecanica (prensado en caliente o en frio) y la utilizacion de disolventes organicos
autorizados que actian como extractores de grasas y estan legalmente limitados sus
residuos. Uno de ellos es el aceite de girasol que es ampliamente usado en Europa (en
Espana es el segundo en uso, después del aceite de oliva) y Latinoamérica. Después de la
extraccion permanece liquido a temperatura ambiente y presenta una vida ttil de mas de
un afio, a 10 °C y en la oscuridad (Adeleke & Babalola, 2020). Existen tres modalidades
de aceite de girasol: de acuerdo con el porcentaje de 4cido oleico que contengan:

- Menor o igual a 54,9%;
- Entre 55,0% y 74,9% (medio oleico),
- Mayor o igual a 75,0% (alto oleico);

El aceite de girasol alto-oleico se obtuvo por seleccion o modificacion genética de
las semillas de girasol. Es un aceite de perfil lipidico similar al del aceite de oliva, presenta
buena estabilidad térmica (cuando se usa en fritura se forman menos acidos grasos trans
que con el aceite de girasol convencional), bajo coste, amplia disponibilidad y difusion.
Por su parte, el aceite de maiz podria ser mas estable frente a la oxidacion por la presencia
de ubiquinona y contenidos de a- y B-tocoferoles. Los aceites de orujo de oliva también
tienen su mercado. Se extraen agotando los orujos de aceituna (pasta de pulpa, hueso,
ramaje) una vez desecados a no muy elevada temperatura, consiguiendo el aceite crudo,
que luego experimenta el proceso de refinado para obtener el aceite de orujo de oliva
refinado (Gonzalez-Ramila et al., 2022). El aceite mas consumido en los hogares

espanoles en 2021 fue el aceite de oliva (4,01 L/p/afio); seguido por el aceite de girasol
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(3,36 L/p/ano), y el aceite de oliva virgen extra (3,00 L/p/afio), en tercer lugar

(MAPAMA, 2022).

En este subcapitulo se determinan parametros de calidad e identidad, incluidos los

acidos grasos trans, de aceites de oliva, girasol y maiz, de distintos tipos y distintas

categorias de venta (premium, estandar, marca blanca o de empresa) y se analizan

criticamente los resultados obtenidos en base, o tomando como referencia, los valores

normativos que para cada uno de los parametros y cada tipo de aceite ofrece de manera

oficial la Comision Europea, en sus distintas regulaciones. Se discutirdn los resultados y

se extraeran las conclusiones debidas.

4.2.2 Material y Métodos

4.2.2.1 Reactivos y Aparatos

4.2.2.1.1 Reactivos
- Hidréxido potésico,

- Fenolftaleina,

- Toduro potasico,

- Tiosulfato sodico,

- Engrudo de almidon,

- Sulfato sédico anhidro,
- Ftalato acido de potasio,
- Dicromato potaésico,

- Acido acético glacial,

- Etanol 96%,

- Cloroformo,

- Eter etilico,

- Ciclohexano.

Todos los reactivos fueron de pureza y calidad analiticas, de la marca Merck, o similar.
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4.2.2.1.2 Aparatos

- Espectrofotometro de infrarrojos Jasco-FTIR 4200 A, con software QAU-400
Quantitative Analysis Program (Jasco Analytica, Japon).

- Espectrofotometro UV-visible Shimadzu (Japon), con cubetas de cuarzo de 1,0 cm de
paso de luz.

- Refractometro de Abbe UNICAM WYA-15, termostatizado a 25 °C.

- Balanza analitica Mettler AE100.

- Bureta y material de vidrio para volumetria.

- Viales de vidrio de 10 mL y 20 mL, provistos de tapon de rosca.

- Micropipeta de 1-10 pL.

4.2.2.2 Muestras

Se estudian 23 tipos de muestras de aceites vegetales comestibles de oliva, girasol,
y maiz, y de cada muestra-tipo de aceite se escogen tres categorias (premium, estandar,
marca blanca) (excepto para el aceite de maiz). Las muestras, codificadas desde la A hasta

la W, alfabéticamente, aparecen descritas en la Tabla 16.
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Tabla 16. Muestras de aceites vegetales comestibles estudiadas.

Muestra codificada? Tipo de muestra

A

—

0 O v O Z Z2 - R

< cC H wn

4

Aceite de oliva virgen extra
(prensado en frio)

Aceite de oliva virgen extra
Aceite de oliva virgen extra
Aceite de oliva virgen extra
Aceite de oliva virgen
Aceite de oliva virgen
Aceite de oliva virgen
Aceite de oliva 1°
Aceite de oliva 1°
Aceite de oliva 1°
Aceite de oliva 0,4°
Aceite de oliva 0,4°
Aceite de oliva 0,4°
Aceite de orujo de oliva
Aceite de orujo de oliva
Aceite de orujo de oliva
Aceite de girasol
Aceite de girasol
Aceite de girasol
Aceite de girasol 80% oleico
Aceite de girasol 65% oleico
Aceite de girasol 26% oleico

Aceite de maiz

Premium
Premium
Estandar
Marca blanca
Premium
Estandar
Marca blanca
Premium
Estandar
Marca blanca
Premium
Estandar
Marca blanca
Premium
Estandar
Marca blanca
Premium
Estandar
Marca blanca
Premium
Estandar
Marca blanca

Premium

2 Las muestras de aceites de orujo de oliva, aceites de girasol y aceite de maiz son aceites refinados.
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Las muestras de aceite se mantuvieron hasta su ensayo en sus envases, a
temperatura adecuada, y protegidas de la luz. Las muestras se adquirieron en
supermercados o hipermercados o en tiendas reconocidas. Las tres categorias establecidas
se fundamentaron, basicamente, en su precio de venta al consumidor. Todos los ensayos
se realizaron, después de adquirirlas, lo mas pronto posible, se hicieron replicados y, en

todos los casos se analizaron antes de su fecha de caducidad.

4.2.2.3 Procedimientos

Indice de acidez

Se disuelven 10 + 0,2 g, exactamente pesados, del aceite en 50 mL de una mezcla
éter dietilico-etanol 96 % 1:1 v/v, en matraz Erlenmeyer de 250 mL. Se adicionan 0,15
mL de una disolucion de fenolftaleina. Se valora desde la bureta con disolucion etanolica
de KOH 0,IM (previamente estandarizada con el patron ftalato acido de potasio) hasta
viraje al rosa del indicador. Se realiza la lectura del valorante gastado hasta la
neutralizacion. Se calcula el indice de acidez, expresado en porcentaje (%) de acido

oleico. Se realiza el ensayo por triplicado.

Indice de peréxidos

En matraz Erlenmeyer de 250 mL, con boca y tapén esmerilado, se pesan,
exactamente 2 g de la muestra de aceite. Se afiaden 10 mL de cloroformo, y se agita hasta
que se disuelva el aceite. Luego, se anaden 15 mL de acido acético glacial, y 1 mL de
disolucidn acuosa saturada de ioduro potasico. Se tapa el matraz y se agita vigorosamente
durante 1 minuto, manteniéndolo 5 minutos en la oscuridad a 15-25 °C. Se afiaden 75 mL
de agua destilada. Se destapa el matraz, y se valora lo mas rapidamente posible,
manteniéndolo en agitacion, con una disolucion, previamente estandarizada, de tiosulfato
sodico 0,01 N. Cuando resta poco para llegar al punto final, se afiade engrudo de almidon
como indicador. Se continta la valoracion hasta decoloracion del color azul del aducto

1odo-almidon. El resultado se expresa en mEq de oxigeno por kg. Se realizan duplicados.
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Indice de refraccion

Se utiliza el refractometro de Abbe. Se filtra previamente la muestra de aceite sobre
papel de filtro, que tiene una capa de sulfato sodico anhidro, para eliminar la posible
humedad. Las lecturas en el refractometro se toman con 4 cifras decimales. Hay una
temperatura de lectura (t") y una temperatura de referencia (t). La temperatura de
referencia es 25 °C: Se corrige el indice de refraccion por la diferencia de temperaturas.
Sucede:

a) Sit>t,n®=n"+F (t'- 25)
b) Sit'<t,n®=n"+F (25-1t)

donde F=factor de conversion de temperatura = 0,00035
En los aceites vegetales comestibles puros el intervalo de n' es 1,4400 — 1,4700.
A 25 °C los rangos de indice de refraccion para los aceites ensayados son:

e Aceite de oliva: 1,4665 — 1,4683;

e Aceite de girasol: 1,4706 — 1,4740;

e Aceite de girasol medio oleico: 1,4684 — 1,4705;

e Aceite de girasol alto oleico: 1,4683;

e Aceite de maiz: 1,4710 — 1,4725.

Se realizan duplicados.

Extinciones especificas en el ultravioleta

Antes de realizar las medidas en el espectrofotometro UV-visible, provisto de
cubetas de cuarzo de 1,0 cm de paso de luz, se comprueba la exactitud y precision del
aparato utilizando una disolucioén patréon de dicromato potasico al 0,2 %, disuelto en
disolucion de KOH 0,05 N. Su absorbancia a 275 nm, frente a la potasa como blanco de
referencia, debera encontrarse en el intervalo 0,200 + 0,005.

Se pesan, en vaso de precipitado de 50 6 100 mL, 90 mg de aceites de oliva virgenes, 60
mg de aceites de oliva refinados, 6 40 mg de aceites de semillas. El aceite debe de estar
completamente nitido y transparente; en caso contrario, se requiere una adecuada
filtracion. Se disuelve el aceite en ciclohexano, se trasvasa a matraz aforado de 10 mL y
se diluye y enrasa con ciclohexano. Se mide en el espectrofotometro UV-visible, en
cubetas de cuarzo de 1,0 cm de paso de luz, a 232 nm, 266 nm, 270 nm y 274 nm,

utilizando ciclohexano puro como blanco de referencia. La lectura de la absorbancia debe

139



Capitulo 4.2
Determinacion de grasa trans y parametros de calidad y autenticidad
en aceites vegetales comestibles de oliva, girasol y maiz

situarse dentro del intervalo 0,200-0,800. De no ser asi, habria que repetir la medida, bien
diluyendo convenientemente con ciclohexano puro o bien procediendo a una nueva
pesada del aceite y preparacion.
La extincidn especifica (ngf;l) se calcula a través de la expresion:

Ay
cxe

Kioh =
cm
Donde:

A= Absorbancia a la longitud de onda A,
c= concentracion de la muestra de aceite disuelta en ciclohexano, expresado en gramos
por 100 mL de disolucion,

e= espesor de la cubeta de cuarzo (1,0 cm).

Determinacion de grasa frans

Se utiliza el procedimiento basado en la espectroscopia de infrarrojos de segunda
derivada AOCS “Official Method” Cd 14e-09 (AOCS, 2009) que se detalla en el
Apartado 4.1.2.5 anterior. Las muestras de aceite se extienden directamente y expanden
sobre el cristal ATR, y se lleva a cabo la medida. Se aplica la misma recta de calibrado
que se explica en el Apartado “4.1.2.3. Calibracién del método”.

Analisis estadistico: Se ofrece la media y la desviacion estandar de los resultados.

Se calcula el coeficiente de correlacion de Pearson. Se utiliza el paquete estadistico SPSS

Statistics V. 20 (SPSC Inc., Chicago).

4.2.3 Resultados

Los procedimientos utilizados son los oficializados por la Comision Europea (CEE,
1991, 1992, 2003) para aceites vegetales comestibles. En los Anexos Il y IX del
Reglamento CEE No. 2568/91 aparecen los valores normativos para los parametros y
medidas realizadas en las muestras de aceites vegetales comestibles (Tabla 17). Los
resultados obtenidos para los distintos parametros de calidad y autenticidad se recogen en

las Tablas 18, 19, 20, 21 y 22.
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Tabla 17. Valores normativos de la CEE para los parametros de autenticidad y calidad de los aceites vegetales comestibles ensayados.

_ Aceite de oliva Aceite de oliva Aceite de oliva Aceite de orujo de G e TS
virgen extra virgen oliva

Acidez (%) <0,8 <2,0 <1,0 <0,3 <2,0
Indice de peroxidos <20 <20 <15 <5 <10
K232 <2,50 <2,60 <5,50
K270 <0,20 <0,25 <0,90 <1,10
AK <0,01 <0,01 <0,15 <0,25 <0,16
n? 1,4665-1,4683 1,4700-1,4740

Aceite de girasol 26% Aceite de girasol 65% Aceite de girasol 80%
Aceite de maiz
oleico oleico oleico

Acidez (%) <2,0 <2,0 <2,0 <20
Indice de peroxidos <10 <10 <10 <10
n? 1,4706-1,4740 1,4684-1,4705 1,4683 1,4710-1,4725
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Tabla 18. [ndice de acidez (% oleico) de los aceites vegetales comestibles ensayados.

Indice de acidez (%
oleico)
(media £ desviacion

Muestra
Tipo de muestra

(Cédigo) Categoria

A

n A O v O zZz Z2 0 R 4 ~ T O o @O U O w

= < c A

Aceite de oliva virgen extra
(prensado en frio)

Aceite de oliva virgen extra
Aceite de oliva virgen extra
Aceite de oliva virgen extra
Aceite de oliva virgen
Aceite de oliva virgen
Aceite de oliva virgen
Aceite de oliva 1°
Aceite de oliva 1°
Aceite de oliva 1°
Aceite de oliva 0,4°
Aceite de oliva 0,4°
Aceite de oliva 0,4°
Aceite de orujo de oliva
Aceite de orujo de oliva
Aceite de orujo de oliva
Aceite de girasol
Aceite de girasol
Aceite de girasol
Aceite de girasol 80% oleico
Aceite de girasol 65% oleico
Aceite de girasol 26% oleico

Aceite de maiz

Premium

Premium
Estandar
Marca blanca
Premium
Estandar
Marca blanca
Premium
Estandar
Marca blanca
Premium
Estandar
Marca blanca
Premium
Estandar
Marca blanca
Premium
Estandar
Marca blanca
Premium
Estandar
Marca blanca

Premium

estandar)

0,164 +£ 0,016

0,170 £ 0,009
0,210 £ 0,009
0,229 + 0,009
0,205 £ 0,007
0,263 £0,013
0,258 £ 0,009
0,136 £ 0,024
0,186 + 0,000
0,318 £ 0,006
0,147 £ 0,006
0,105 £ 0,020
0,171 +£0,013
0,178 £ 0,007
0,159 £ 0,007
0,147 £ 0,007
0,043 £ 0,007
0,074 £ 0,006
0,066 + 0,007
0,062 + 0,007
0,097 £ 0,007
0,097 £ 0,007

0,097 £ 0,006
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Tabla 19. indice de peréxidos de los aceites vegetales comestibles ensayados.

Indice de peréxidos
(mEq O activo/kg)
(media £ desviacion

Muestras

(Cédigo) Tipo de muestra

Categoria

o O o 9 a @ >

P

—

5 < 4 »n ®m O w O zZ Z2 - R

Aceite de oliva virgen extra
(prensado en frio)

Aceite de oliva virgen extra
Aceite de oliva virgen extra
Aceite de oliva virgen extra
Aceite de oliva virgen
Aceite de oliva virgen
Aceite de oliva virgen
Aceite de oliva 1°
Aceite de oliva 1°
Aceite de oliva 1°
Aceite de oliva 0.4°
Aceite de oliva 0,4°
Aceite de oliva 0.4°
Aceite de orujo de oliva
Aceite de orujo de oliva
Aceite de orujo de oliva
Aceite de girasol
Aceite de girasol
Aceite de girasol
Aceite de girasol 80% oleico
Aceite de girasol 65% oleico
Aceite de girasol 26% oleico

Aceite de maiz

Premium

Premium
Estandar
Marca blanca
Premium
Estandar
Marca blanca
Premium
Estandar
Marca blanca
Premium
Estandar
Marca blanca
Premium
Estandar
Marca blanca
Premium
Estandar
Marca blanca
Premium
Estandar
Marca blanca

Premium

estandar)
152+3,6
21,7+0,6
22,1+1,1
17,0+2,4
242 +3,0
19,1 +£0,6
17,8 £1,2
15,7+ 0,6
12,3+0,6
8,6+0,1
149+1,8
6,8+1,2
6,8+1,2
3,8+0,6
42+12
34+12
7,2+0,6
89+0,6
37,8+ 0,6
51+1.2
11,0+0,0
23,8+ 1,2

6,4+0,6
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Tabla 20. /ndice de refraccién a 25 °C de los aceites vegetales comestibles ensayados.

Indice de refraccion a

Muestras

(Codigo)

Tipo de muestra

Aceite de oliva virgen extra

Categoria

25°C

(media £ desviacion

estandar)

A (prensado en frio) Premium 1,4666 + 7,0 - 10
B Aceite de oliva virgen extra Premium 1,4669 +2.8 - 10™
C Aceite de oliva virgen extra Estandar 1,4670 2,1 - 10*
D Aceite de oliva virgen extra Marca blanca 1,4665+4,9 - 10*
E Aceite de oliva virgen Premium 1,4663+3,5-10*
F Aceite de oliva virgen Estandar 1,4673 +2.1 - 10*
G Aceite de oliva virgen Marca blanca 1,4668 £9.9 - 10™
H Aceite de oliva 1° Premium 1,4669 + 0,0000

I Aceite de oliva 1° Estandar 1,4670 + 8,5 - 10™
J Aceite de oliva 1° Marca blanca 1,4668 + 6,4 - 10™
K Aceite de oliva 0,4° Premium 1,4660 + 7,1 - 107
L Aceite de oliva 0,4° Estandar 1,4667+9.2 - 10*
M Aceite de oliva 0,4° Marca blanca 1,4663+7,1-107
N Aceite de orujo de oliva Premium 1,4671+7,1 - 10
O Aceite de orujo de oliva Estandar 1,4676 £ 7,1 - 107
P Aceite de orujo de oliva Marca blanca 1,4675+ 1,4 - 10*
Q Aceite de girasol Premium 1,4720+ 1,3 - 10*
R Aceite de girasol Estandar 1,4719+ 1,4 - 10*
S Aceite de girasol Marca blanca 1,4718 + 0,0000

T Aceite de girasol 80% oleico Premium 1,4673 +7,1 - 10°
U Aceite de girasol 65% oleico Estandar 1,4680 = 0,0000

A% Aceite de girasol 26% oleico Marca blanca 1,4699 + 1,4 - 10
W Accite de maiz Premium 1,4712+42 - 10*
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Tabla 21. Extinciones especificas en el UV de los aceites vegetales comestibles

ensayados.

Muestra

(Cédigo)

B
C
D
18

™ Q =

© z £ o =~

©nn " O U

< c -

A\

Tipo de muestra

Aceite de oliva virgen extra
(prensado en frio)

Aceite de oliva virgen extra
Aceite de oliva virgen extra
Aceite de oliva virgen extra
Aceite de oliva virgen
Aceite de oliva virgen
Aceite de oliva virgen
Aceite de oliva 1°
Aceite de oliva 1°
Aceite de oliva 1°
Aceite de oliva 0,4°
Aceite de oliva 0.4°
Aceite de oliva 0.4°
Aceite de orujo de oliva
Aceite de orujo de oliva
Aceite de orujo de oliva
Aceite de girasol
Aceite de girasol
Aceite de girasol
Aceite de girasol 80% oleico
Aceite de girasol 65% oleico
Aceite de girasol 26% oleico

Aceite de maiz

@ AK= K270 — (K266 + K274) / 2.

Categoria

Premium

Premium
Estandar
Marca blanca
Premium
Estandar
Marca blanca
Premium
Estandar
Marca blanca
Premium
Estandar
Marca blanca
Premium
Estandar
Marca blanca
Premium
Estandar
Marca blanca
Premium
Estandar
Marca blanca

Premium

1,616

1,940
1,824
2,121
1,889
1,998
1,683
1,956
2,096
1,926
2,185
2,007
1,925
3,626
3,336
3,363
3,275
3,539
3,437
1,938
2,669
3,409

2,633

0,170

0,354
0,225
0,272
0,272
0,244
0,140
0,581
0,472
0,305
0,672
0,572
0,395
1,576
1,252
1,205
2,020
3,479
1,481
0,936
0,699
1,593

2,672

0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,00
0,00
0,04
0,04
0,07
0,05
0,02
0,14
0,11
0,10
0,21
0,28
0,13
0,13
0,07
0,14

0,29
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Tabla 22. Contenido de acidos grasos trans en los aceites vegetales comestibles

ensayados.

Muestra
(Céodigo) Tipo de muestra Categoria % TFA?

Aceite de oliva virgen extra

(prensado en frio) g Wb

B Aceite de oliva virgen extra Premium 0,02
C Aceite de oliva virgen extra Estandar 0,05
D Aceite de oliva virgen extra Marca blanca 0,05
E Aceite de oliva virgen Premium 0,05
F Aceite de oliva virgen Estandar 0,05
G Aceite de oliva virgen Marca blanca 0,05
H Aceite de oliva 1° Premium 2,34
| Aceite de oliva 1° Estandar 1,74
J Aceite de oliva 1° Marca blanca 1,38
K Aceite de oliva 0,4° Premium 0,89
L Aceite de oliva 0,4° Estandar 1,27
M Aceite de oliva 0,4° Marca blanca 1,19
N Aceite de orujo de oliva Premium 0,02
O Aceite de orujo de oliva Estandar 0,05
P Aceite de orujo de oliva Marca blanca 0,05
Q Aceite de girasol Premium 1,93
R Aceite de girasol Estandar 1,51
S Aceite de girasol Marca blanca 2,19
T Aceite de girasol 80% oleico Premium 1,88
U Aceite de girasol 65% oleico Estandar 1,36
v Aceite de girasol 26% oleico Marca blanca 1,74
AW Aceite de maiz Premium 1,31

2 Porcentaje (%) de acidos grasos frans sobre grasa total.
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De las 23 muestras de aceites vegetales comestibles ensayados, solamente en 7
muestras se incluia en el etiquetado nutricional informaciéon de la empresa sobre los
parametros de calidad y autenticidad. No obstante, en estas 7 muestras no se ofrecia
ninguna informacidn ni referencia al valor del indice de refraccion, ni a contenidos de
acidos grasos trans (TFA). En la Tabla 23 se puede comprobar por nuestros datos
experimentales que la informacion ofrecida era correcta. Sin embargo, queda patente que
solo un 30% de los aceites escogidos ha facilitado dicha informacion, que deberia

generalizarse.

4.2.4 Discusion

Acidez

Expresa el porcentaje (%) de acidos grasos libres, expresado en oleico. Representa
la calidad sensorial del aceite y refleja las posibles alteraciones debidas a la hidrolisis
quimica o enzimatica (lipasas), desde la obtencion del fruto o la semilla, hasta las Gltimas
etapas (desodorizacion) del proceso de refinacion de los aceites vegetales. Las lipasas se
encuentran presentes en la pulpa o hueso de la aceituna, y en las semillas. Este parametro
puede ofrecer idea sobre el grado de madurez del fruto o la humedad de las semillas
oleaginosas. Afectan a este indice la variedad de aceituna, el tipo de semilla, las
magulladuras, y las condiciones de almacenamiento en la almazara o en los silos; incluso
se ve afectado este pardmetro por la permeabilidad del envase y su exposicion a la luz

(Alvarruiz et al., 2020).
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Tabla 23. Parametros de calidad y autenticidad de los aceites vegetales comestibles ensayados que lo declaran en el etiquetado nutricional.

Indice de
Acidez (% oleico) peroxidos (meq K232 K270 AK
O/Kg aceite)

Muestras de aceites

Aceite de oliva virgen extra  <0,40 0,229 <20 <2,50 2,121 <0,22 0,272 <0,01 0,00
(marca blanca) (D)

Aceite de oliva virgen (marca < 0,60 0,258 <20 17,8 <2,60 1,683 <0,25 0,140 <0,01 0,00
blanca) (G)

Aceite de oliva 1° (premium) <l1 0,136 15 15,7 1,15 0,581 0,15 0,00
(H)

Aceite de oliva 1° (estandar) (I) <1 0,186 <15 12,3 <1,15 0,472 0,15 0,04
Aceite de oliva 0,4° (premium) <04 0,147 <15 14,9 <0,90 0,672 <0,15 0,07
X)

Aceite de oliva 0,4° (estandar) <04 0,105 <15 6,8 <115 0,572 0,15 0,05
@)

Aceite de oliva 0,4° (marca <04 0,171 <15 6,8 <0,90 0,395 <0,15 0,02
blanca) (M)

2 Etq= etiquetado; ® Exp=experimental.
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Todas las muestras ensayadas se situan de acuerdo con los valores normativos

comunitarios para la acidez (Tablas 17 y 18). Se confirma la distribucion siguiente:

Aceites de oliva virgenes 0,2-0,3%
Aceite de oliva, aceite de orujo de oliva 0,10 — 0,18%
refinado
Aceites refinados de girasol y maiz <0,10%

En aceite de oliva virgen, la muestra E (premium) presenta menor acidez (mayor

calidad sensorial) que las muestras F (estandar) y G (marca blanca). Aceite de oliva 1°
(acidez, 0,15 — 0,32%) y aceite de oliva 0,4 ° (acidez 0,10 — 0,18%) cumplen con lo
declarado en la etiqueta, siendo el valor experimental obtenido menor que el declarado
(CEE, 1992). En la muestra de aceite de oliva 1°, la acidez es mayor en la marca blanca
(muestra J). Sin embargo, de las tres muestras de aceite de orujo de aceituna refinado, la
marca blanca (muestra P), perteneciente a una cadena de hipermercado extranjera, es la
que presenta menor acidez.
La categoria “aceite de oliva” es una mezcla, a criterio del productor, de aceite de oliva
refinado y aceite de oliva virgen. Este tltimo suele aparecer en un porcentaje del 20% 6
del 25% en la mezcla con el refinado. De todas las muestras aqui estudiadas, s6lo uno de
ellos declaraba este porcentaje (20% de aceite de oliva virgen) (muestra M). Conforme
mayor sea la aportacion de aceite de oliva virgen a la mezcla, mayor sera la acidez del
“aceite de oliva”. Asi, las muestras J y M, ambas marcas blancas o de empresa (Tabla
18), se intuye que contienen un mayor aporte (%) de aceite de oliva virgen, y menor aporte
(%) de aceite de oliva refinado.

Las muestras de aceites refinados de girasol y de maiz son las de menor acidez entre
todas (la refinacion elimina los acidos grasos libres, que causan “olores extrafios” (off-
flavors)), es menor de 0,15 %, lo que estd de acuerdo con lo indicado en el Cddigo

Alimentario Espafiol (CAE).
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Indice de perdxidos

Se calcula mediante una iodometria, y se expresa en miliequivalentes de oxigeno
activo por kg de aceite. Viene a indicar el grado de oxidacion incipiente en la muestra de
aceite. Los resultados aparecen en la Tabla 19. En general, se cumplen los valores
normativos (Tabla 17), salvo tres excepciones que comentaremos.

Se observan valores mas altos en los aceites de oliva virgen que en los aceites de
oliva refinados, como consecuencia de la accién prooxidante de los pigmentos
carotenoides (415, 455, 485 nm) o las clorofilas (610, 670 nm) (Lozano-Castellon et al.,
2022). Por otra parte, la muestra de aceite de oliva virgen extra prensado en frio (muestra
A) ofrece un menor indice de perdxidos que los otros aceites virgenes, lo que demuestra
su menor inclinacién a la alteracion oxidativa.

Una marca blanca de aceite de girasol refinado (muestra S) presentaba un indice de
peroxidos muy alto (mayor de 35), que coincidia con un valor extralimitado para el
parametro K270 (mayor que 1,10). Se podria diagnosticar que presenta sintomas de
oxidacion. En otra muestra de aceite de girasol enriquecido en oleico (muestra V) se
sobrepasaba, por poco, el indice de peroxidos, que coincidia con un valor de K270
superior a 1,10 y con un valor del indice de refraccion, a 25 °C, por debajo del normativo:
se trataba de un aceite destinado a frituras, y es sospechoso de oxidacién incipiente.
También es sospechosa una muestra premium de aceite de oliva virgen (muestra E) que
ofrecia un indice de perdxidos de 24,2 y una K270 de 0,272 (que es mayor que 0,25, el
valor normativo).

Indice de refracciéon (n®)

Todos los valores experimentales de este indice caen dentro de lo que exige la
normativa comunitaria para los aceites vegetales comestibles (Tabla 20). Hay una
excepcion, y se trata de la muestra de aceite de girasol refinado enriquecido con 26% de
acido oleico (muestra V) que muestra un indice por debajo del valor normativo. Coincide
con un valor de indice de peroxidos superior a 20, y ya nos hemos referido a esta

circunstancia.
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Extinciones especificas en el UV: K232, K270. AK

Las extinciones (absorbancias) especificas a determinadas longitudes de onda del
espectro ultravioleta ofrecen idea sobre el estado oxidativo incipiente de las muestras.
Representan tanto a los dienos conjugados, como a los hidroperoxidos formados, primera
fase del proceso oxidativo lipidico. Proporcionan informacion sobre:

- @Grado de calidad;
- Estado de conservacion;
- Cambios en los procesos tecnologicos, desde la recogida y extraccion del aceite,

hasta el proceso de refinacion de este.

Como se observa en la Tabla 21, se cumple que K232 es mayor en aceites vegetales
refinados, pues este pardmetro aumenta durante la etapa de blanqueamiento (Passaloglou-
Emmanouiliden, 1990). También una mala conservaciéon de las aceitunas, como una
extraccion con disolventes (n-hexano) defectuosa desde la semilla oleaginosa, influencian
este parametro K232.

El parametro K270 viene a representar a los trienos conjugados y a productos de la
oxidacion secundaria (aldehidos y cetonas insaturados), resultantes de la descomposicion
de los hidroperoxidos. Una mala praxis en las etapas de blanqueamiento y desodorizacion
eleva el valor que adquieren K270 (Endo, 2018).

En los aceites de oliva virgenes no se encuentran valores anormales de K270 (Tabla
20), por lo que se descarta adulteracion de estos aceites con aceites refinados, mas baratos.
Una muestra de aceite de oliva virgen extra (muestra B) presenta un valor K270 >0,3,
supera al normativo, y esto coincide con un indice de perdxido en el limite normativo.
Otra muestra de aceite de girasol, marca blanca, presenta un K270=1,481 (muestra S,
superior al normativo para este tipo de aceite (1,10), coincidiendo también con un indice
de peroxidos muy alto (37,8). Ambas muestras muestran sintomas de oxidacion lipidica,
mas acentuado en la segunda.

AK de todos los aceites ensayados se encuentra dentro de los valores normativos,
excepto dos muestras de aceite de girasol refinado (Q y R), y la muestra de maiz refinado
(W) (Tabla 21). Con referencia al “aceite de oliva”, las muestras de aceite de orujo de

oliva refinado presentan un AK un poco superior (aunque para ambos tipos de aceite AK
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esta dentro de los valores normativos). Esto se debe a la desecacion previa con turbina de

aire caliente del orujo de aceituna, que antecede a la extraccion con n-hexano.

Aceite de oliva virgen extra prensado en frio

Es el aceite obtenido por procedimientos mecanicos suaves, como prensado o
centrifugacion, de la materia prima, ademas de lavado y filtrado. Se pueden tratar con
corriente de vapor, pero a menos de 40 °C y presion reducida. No se pueden neutralizar,
blanquear, ni desodorizar. Tienen un mayor coste, debido a la necesidad de emplear mas
materia prima, y al tipo de tecnologia empleada (Briihl, 1995). Los aceites prensados en
frio han llegado a alcanzar en algunos paises, como Alemania, la mayor cuota de mercado
entre los aceites nativos. Presentan un flavor tipico, un color mas intenso que el del aceite
de oliva convencional y el aceite de orujo de oliva, a pesar de una menor vida comercial
(Briihl, 1996).

La muestra A, de aceite virgen extra de oliva prensado en frio declaraba una acidez
inferior al 0,2%, y su acidez calculada fue 0,164%. Es la mas baja de todos los aceites de
oliva virgenes ensayados, lo que ofrece idea de su elevada calidad sensorial. Ademas,
presenta el valor més bajo de indice de perdxidos (15) entre todos los aceites nativos
ensayados, y bajos valores para las extinciones especificas en el UV (K232, K270, AK)
(Tablas 18, 19y 21).

Aceites de orujo de oliva refinados

Estas muestras satisfacen todos los valores normativos para los indices de calidad
y autenticidad, y s6lo contienen cantidades trazas de grasa frans (menos de 0,1 % TFA,
sobre grasa total). Se confirman como de muy buena calidad, a pesar de emplear calor en
la desecacion industrial del orujo de oliva y en el acondicionamiento del proceso de
extraccion con n-hexano. Se trata de las muestras N, O, P, que han sido sometidas, sin
duda, a muy buenas practicas de fabricacion (incluida la marca blanca) (Tablas 18, 19, 21
y 22). A pesar de esto, el aceite de orujo de aceituna no es de los mas consumidos por la

poblacion, en parte por cierto prejuicio injustificado.

Aceite de girasol refinado — 80% oleico

En 1994, la identificacion y clonacion del gen FAD:> (que codifica la enzima de

entrada en la biosintesis de 4cidos grasos poliinsaturados (PUFAs), proporciond las
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herramientas necesarias para disefiar lineas de cultivo de plantas de oleaginosas con alto
contenido en &cido oleico y bajo contenido de PUFAs. De esta forma se disefiaron como
nuevos productos los aceites de girasoles enriquecidos en acido oleico.

Se ha evaluado el aceite de girasol refinado -80% oleico (muestra T, premium), que

presentaba buenos resultados en sus parametros de calidad (Tabla 24):

Tabla 24. Parametros de calidad aceite de girasol refinado 80% oleico.

Parametro Valor experimental Valor normativo

Acidez 0,062% <2,00%
indice de peroxidos 5,1 <10
K270 0,936 <1,10
AK 0,13 0,16

El aceite de girasol enriquecido en acido oleico se ha recomendado por combinar
las propiedades del aceite de oliva y del aceite de girasol, para su uso en frituras
(progresan menos los acidos grasos frans) y para la salud cardiovascular (Gonzalez-

Ramila et al., 2022).

Acidos grasos trans

Como se observa en la Tabla 22, las muestras de aceites de oliva virgen ensayadas
(muestras A hasta G) s6lo presentan cantidades trazas (< 0,1%) de 4cidos grasos trans,
como era de esperar. Las otras muestras que solo contienen trazas de grasa trans son las
de aceite de orujo de oliva refinado (N, O, P). Las muestras de aceite de oliva 1°
presentaban valores en el tramo 1-2%, mientras que las de aceite de oliva 0,4° tenian
valores mas bajos, alrededor del 1%. En los aceites refinados de girasol y de maiz los
valores obtenidos fueron de 1-2%, aunque menores en los aceites de girasol enriquecidos
en acido oleico. Las muestras no superan (salvo la muestra H, de aceite de oliva 1°, la
cual sobrepasaba ligeramente el valor normativo del indice de peroxidos, y la muestra S
de aceite de girasol, marca blanca, con claros indicios de alteracion oxidativa, por sus

valores elevados tanto de indice de peroxidos (>30) como de K270) el limite del 2%TFA,
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sobre grasa total, marcado por Dinamarca desde el 2004, y por la legislacion comunitaria
mas recientemente, desde 2021.

Est4 bien demostrado que durante el proceso de refinacion de los aceites vegetales
para lograr su comestibilidad se forman &cidos grasos trams. Pero, ademads, estas
sustancias se pueden formar en el pretratamiento de la materia prima (aceitunas, semillas
oleaginosas) y/o durante su almacenamiento. Los valores de grasa trans que se han
obtenido coinciden con los suministrados por otros autores. Wolff (1992) en muestras
francesas de aceites comestibles de soja encontr6 un rango de valores de 0,16-2,99 %TFA
(los aceites de soja y colza, debido a la presencia de acido a-linolénico presentan valores
mas elevados de grasa frans) y el 72% de las muestras superaban el 1 %TFA.

En muestras de aceites vegetales comestibles centroeuropeas se obtuvo un rango de
0,26-1,61 %TFA (De Greyt et al, 1999). Aunque la Agencia Francesa de Seguridad
Alimentaria (AFSSA) y la Comision Europea (CEE, 1991, 1992) recomendaran que en
un aceite vegetal refinado no se deberia sobrepasar el 1 %TFA, sobre grasa total, la
realidad fue que en el control de muestras realizado por el Instituto Francés de estudio de
la materia grasa se encontré un rango de 0,3-1,8 %TFA (Morin, 2005). Los valores
obtenidos de TFA en aceite de maiz refinado (Tabla 22) aparecen dentro del rango 1,2-1,4
%TFA encontrado por otros autores (da Costa Filho, 2014).

La carga de isomeros trans va a depender de distintos factores, como son:
- Temperatura y tiempo de estancia en la camara de blanqueamiento y en el
desodorizador;
- Diseflo y geometria del desodorizador
- Un calentamiento no homogéneo;

- Una mala recirculacion interna del aceite que se refina.

Si se utilizan tierras decolorantes activadas al acido y una temperatura en el
desodorizador que exceda los 240 °C, la probabilidad de que se supere el 1 %TFA, sobre
grasa total, en el aceite refinado es grande (Sherazi et al., 2009). Pero la carga de acidos
grasos trans se puede rebajar si en la etapa de blanqueamiento con tierras decolorantes,
en vez de carbdn activo, no se sobrepasan los 85 °C, y en el desodorizador no hay una
estancia superior a las 2-3 horas; en ensayo piloto se ha comprobado que al pasar de 3
horas a 6 horas de estancia en el desodorizador se duplicaban las cantidades de 4cidos

grasos trans (Leén-Camacho et al., 1999).
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En los aceites de semilla, las semillas oleaginosas de las que se ha de extraer el
aceite vegetal se tratan previamente a 100 °C, para desecarlas, favorecer la extraccion con
disolventes y eliminar las lipasas, que poseen efecto hidrolitico. Si esta operacion no se
controla adecuadamente, el efecto del calor puede incidir en un aumento de los 4cidos
grasos trans (Tasan et al., 2011). También influye la calidad de las semillas y sus
condiciones de almacenamiento.

En la refinacién fisica (que sustituyd en muchas plantas de refinacion de aceites
vegetales a la primitiva refinacion quimica) se evita la etapa de neutralizacion de los
acidos grasos libres, adquiriendo mas protagonismo la etapa de desodorizacion, donde se
hace necesario aumentar la temperatura unos 20-30 °C, con respecto al proceso de
refinacion quimica. Habia que reducir la presion dentro del desodorizador, pero esta
operacion presentaba dificultades técnicas y hubo que aumentar la superficie de contacto
entre el vapor de agua, que arrastra la acidez libre, y el aceite que recircula (Tasan &
Demirci, 2003).

Indudablemente, la refinacion fisica tiene sus ventajas respecto al proceso quimico,
como un aumento de la eficacia y reduccion de la polucion ambiental. Pero si la
temperatura en el desodorizador superaba el umbral de los 240 °C, se podian formar
nuevos artefactos como polimeros no polares de triacilgliceroles (oligdbmeros) que se
correlacionaban con los 4cidos grasos trans formados por efecto de las altas temperaturas
(De Greyt et al., 1999; Ferrari et al., 1996). Se debe, por tanto, escoger una solucion de
compromiso. Asi, se deben elegir temperaturas en el desodorizador lo suficientemente
altas para que destilen y se volatilicen los llamados “olores-sabores extrafios” (“off-
flavors™) pero que a la vez sean lo suficientemente suaves como para que no se formen
acidos grasos trans y no se produzca isomerizaciéon geométrica por efecto de las
temperaturas muy altas.

En las etapas de blanqueamiento y desodorizacion la isomerizacion geométrica
afecta, fundamentalmente, a los acidos grasos insaturados linoleico y a-linolénico. En el
caso de los aceites que aqui se estudian, es el 4cido linoleico, presente en cierta extension
en los aceites de girasol y de maiz, el que puede suftrir dicha isomerizacion ya que estos
aceites tan solo contienen cantidades traza (<0,1 %) de 4cido a-linolénico. Los isomeros
posicionales y geométricos son en un 90% trans-18:2. La isomerizacion del acido oleico
hasta trans-18:1 (fundamentalmente, 4cido elaidico) no suele observarse, bajo las

condiciones normalmente establecidas en la etapa de desodorizacion. La reaccion
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isomérica sigue un mecanismo de primer orden, y la constante cinética (k) varia con la
temperatura de acuerdo con la ecuacion de Arrehnius (Hénon et al., 1999; Schwarz et al.,
1995).

En la refinacion fisica, si se quieren evitar cifras mas elevadas de acidos grasos
trans, es mas conveniente desacidificar en el desodorizador empleando como fluido de
arrastre vapor de agua mejor que nitrogeno (Bada Gancedo ef al., 2002; Leén Camacho
et al., 1999).

En muestras de aceite de girasol refinado en la India (este aceite es el mas usado en
estos lugares, cuando no acuden al uso del vanaspati), la mayoria presentaban valores de
TFA en el rango 2 — 4,4%, sobre grasa total, superando pues el limite del 2% que rige en
Europa. Los aceites los suelen importar crudos, y luego los refinan en el pais, exceptuando
la palmitoleina, el mas econdmico, pero que contiene < 1%TFA. Hay que tener en cuenta
que contribuyen a que aparezcan estos niveles mas altos de TFA:

- Un defectuoso proceso de refinacion, con el empleo de temperaturas demasiado
elevadas en las etapas de blanqueamiento y desodorizacion;
- Uso de alcalis;

- Equipamiento metélico ya anticuado y muy usado (Amrutha Kala, 2012).

Diversos estudios han demostrado que, si no se optimiza el proceso de refinacion
y, sobre todo, si se aplica la refinacion fisica resulta dificil mantener los niveles de acidos
grasos trans en el limite del 1 %, como pretende la legislacion europea (CEE, 1991) en
los aceites refinados, salvo que se optimice y regule de manera oficial las etapas de
blanqueamiento y desodorizacion en el proceso general de refinacion de los aceites
vegetales. Diversas asociaciones europeas € internacionales propusieron a la Comision
Europea guardar cierta tolerancia y establecer el limite en aceites vegetales refinados en
2 %TFA, sobre grasa total, que, en realidad es lo que se ha legislado para todos los
alimentos.

Con las muestras ensayadas se ha intentado establecer posibles correlaciones entre
los niveles de grasa trans encontrados en estos aceites vegetales y los otros parametros

de calidad y autenticidad. Se han obtenido los siguientes resultados (Tabla 25):
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Tabla 25. Nivel de correlacion entre el %6TFA en las muestras de aceites vegetales
ensayadas y los parametros de calidad y autenticidad.

. ez Coeficiente de correlacion (r) de
Tipo de correlacion
Pearson

%TFA vs K270 0,3854
%TFA vs n® 0,4699
%TFA vs indice de acidez 0,5964

En las muestras de aceites de oliva virgen extra se cumple que K232 <2,50, lo que
es indicio de calidad. Pero la muestra B presenta un valor K270=0,354 (alto), y podria ser
sospechosa de adulteracion con aceites refinados mas econémicos. El pardmetro K270,
coordinado con el indice de peroxidos, podria insinuar indicios de oxidacion incipiente y
esto podria provenir de una mala praxis en las etapas de desodorizacion y blanqueamiento
(proceso de refinacion). Existe una cierta correlacion, aunque no es muy significativa,
entre K270 y formacion de acidos grasos trans (R = 0,40). Dado los niveles de % TFA
que se han obtenido en los aceites refinados, parece que en las refinerias de aceite han
optado por la refinacion fisica, mas eficiente energéticamente que la quimica, pero que
necesita de un estricto control de las temperaturas y tiempo de tratamiento en el
desodorizador, y evitar superar los 240 °C y las 3 horas, a riesgo de la formacion de acidos
grasos frans 'y de oligdmeros.

También se ha apreciado cierta correlacion entre la formacion de acidos grasos
trans y el valor del indice de refraccion (n?°) (R = 0,4699). En una muestra (V) de aceite
de girasol con oleico, con un indice de peréxidos > 20, el valor de n* estaba por debajo
de su valor normativo correspondiente.

Si exceptuamos las muestras H, I, J, de aceite de oliva 1°, en general, hay una
correlacion inversa (R = - 0,6) entre acidez y presencia de acidos grasos trans (Tablas 18

y 22). Asi, las correspondencias (Tabla 26):
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Tabla 26. Correlacion inversa entre acidez y %TFA en aceites vegetales ensayados

Aceites de oliva virgenes 0,2 - 0,3% 0,0 —0,05%
Aceites de oliva 0,4 °y
aceites de orujo de oliva 0,10 -0,18% 0,05 -1,3%
refinado

Aceites de girasol y de

, <0,10% 1,3-2%
maiz refinados
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Capitulo 5: Incidencia de cancer de mama asociado a las ingestas
de grasa trans: meta-analisis de estudios caso-control

Durante todo el procedimiento y relato que se sigue se aplican directrices
propuestas por el sistema PRISMA (“Preferred Reporting Items for Systematic Reviews
and Meta-Analysis”) (Urrutia & Bonfill, 2010).

5.1 Introduccion

El cancer de mama es el principal tipo de cancer diagnosticado en mujeres
espanolas (Galceran et al., 2017). En la génesis pueden encontrarse grasas especificas.
Asi, un consumo elevado de 4cidos grasos omega-6 y grasas trans se ha asociado con un
mayor riesgo en mujeres post-menopdusicas (Sczaniecka et al., 2012). Por lo tanto, una
dieta poblacional con una carga importante de grasa trans puede afectar al desarrollo de
este tipo de canceres (Stepien ef al., 2016).

Los primeros ensayos para investigar la posible asociacion entre la grasa trans y el
cancer se llevaron a cabo en modelos animales, pero los resultados se tomaron con cautela
y se considerd6 que no eran muy representativos debido a las concentraciones
desmesuradas de acidos grasos trans que se empleaban en los ensayos.

En 1990, a partir de la confirmacién del ascenso de colesterol total y LDL-C séricos
por ingestas de grasa trans, los trabajos se focalizaron mas en la relacion entre la grasa
trans y las enfermedades cardiovasculares. Paralelamente se disefiaron estudios
epidemiologicos y experimentales en torno a una posible asociacion entre la carga de
grasa trans y la incidencia de cierto tipo de cénceres, centrandose, sobre todo, en los de
colon, préstata y mama.

En la base de los mecanismos se encuentra, por una parte, la alteracion en presencia
de acidos grasos trans de la desaturacion y elongacion de la cadena de los acidos grasos
esenciales hasta los metabolitos PUFAs de cadena larga. El acido graso trans compite por
las desaturasas y puede reducir la produccion de eicosanoides de serie-3. Al mismo
tiempo, suben los margenes de factores pro-inflamatorios, y radicales libres, y en algunos
modelos experimentales se ha asociado la presencia de grasa trans con roturas y

disfunciones cromosomicas (Kohlmeier et al., 1997).
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Los estudios caso-control, elegidos para el meta-analisis en el presente capitulo con
respecto a los de cohorte prospectivos, son estudios a mas corto plazo, requieren menos
participacion, y son menos costosos. La evidencia que se podria perder por un
seguimiento mas corto y una menor participacion se puede compensar con la potencia
que concede la utilizacion de controles sanos en las mismas condiciones del ensayo y la
certeza de obtener evidencias a corto plazo.

El meta-analisis combina y relaciona estadisticamente datos experimentales a través
de los estudios incluidos en el mismo, con el objetivo de estimar y cuantificar el efecto
de exposicidn, con una precision y confiabilidad mayor que las que son posibles con un
unico estudio. El meta-andlisis que se desarrolla en este Capitulo 5 tiene como objetivo
evaluar la posible asociacion entre la ingesta de grasa trans y el riesgo de incidencia de
cancer de mama, en colectivos de mujeres de distintos paises, etnias y edades, manejando
estudios representativos caso-control. Es importante para la enfermedad que el meta-
andlisis cubra una amplia perspectiva (Gotzsche, 2000). Se sigue la estrategia de la

declaracion PRISMA, desarrollada por primera vez en 2009 (Moher et al., 2009).

5.2 Metodologia

5.2.1 Elegibilidad. Extraccion de datos

Se llevé a cabo una exhaustiva revision bibliografica en las bases de datos:
- PubMed;
- Embase;
- Scopus;
- SciFinder;

- Web of Science;

entre los afios 1995 y 2020. Los términos de busqueda en las bases de datos citados
fueron:

- “trans fatty acids” AND “breast cancer”;

- “trans fat” AND “breast cancer”;

- “trans fatty acids” AND “breast cancer morbidity”;

- “industrial” AND/OR “ruminant trans fatty acids” AND “breast cancer”.

Se usaron los mismos términos de busqueda en todas las bases de datos exploradas.
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Las citas bibliograficas seleccionadas se revisaron por titulo, autores y localizacion
para comprobar si habia duplicaciones. Una vez eliminadas las duplicaciones se revisaron
por titulo y resumen para ver cuales eran potencialmente elegibles.

En una revision final se revisaron a texto completo y nos centramos en los articulos
de investigacion (no se tienen en cuenta comunicaciones breves, revisiones sistematicas,
procedimientos de congresos y otras reuniones cientificas, patentes). Se decidid cudles
eran los estudios que se integraran finalmente en el desarrollo del meta-analisis. Se
evitaron datos troceados de diferentes publicaciones sobre el mismo estudio. Los articulos

de investigacion escogidos debian estar redactados en inglés, espaiol, francés o italiano.

5.2.2 Criterios de exclusion

Se excluyeron:

estudios con animales, lineas celulares, o células madre;

- estudios de cohorte prospectivos, ensayos controlados aleatorizados, ensayos
clinicos;

- estudios sin una poblacidn control adecuada;

- estudios que no presentaran expresion cuantitativa del efecto de exposicion;

- poblaciones con deficiente estado de salud;

- estudios con menos de 6 meses de seguimiento.

Las consecuencias de la exposicion a la grasa trans se tomaron sobre la base de:
- autoinforme;
- informe médico especializado;

- importancia biologica y clinica en relacion con el desarrollo del cancer de mama.

5.2.3 Riesgo de sesgo (calidad del estudio)

El tamafio del efecto puede variar de acuerdo con la calidad metodologica del
estudio. Dicha calidad estd en funcion de la ausencia de sesgos en los estudios. El
investigador puede que no obtenga toda la informacion disponible, por defectos en la
busqueda: seria un sesgo de recuperacion. O el investigador puede que no obtenga toda
la informacion porque se publiquen unos resultados y otros no: se trataria de un sesgo de

publicacion. A todo esto, habria que afiadir los estudios no publicados, lo que se conoce
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como “literatura gris” (tesis doctorales, comunicaciones a congresos, informes de
agencias gubernamentales, comunicaciones privadas).
(Qué otros parametros pueden provocar sesgos? Entre otros:
- la existencia de participantes a los que no se asignen consecuencias (patologias),
actuando como si en realidad hubieran sido asignadas;
- la incidencia de un cierto porcentaje de pérdidas (falta de control) en el
seguimiento del estudio;
- detencién prematura del estudio, con la intencion de obtener un resultado
beneficioso;
- cometer errores en la extraccion de datos;
- posibles diferencias percibidas entre sub-grupos del estudio;
- laadopcion de informacion selectiva;
- la no inclusién de algunos estudios cuyos resultados no eran estadisticamente
significativos;

- fijar la atencién solo en estudios que se creen mas relevantes.

La calidad de un meta-analisis expresa, pues, la confianza en la estimacion del
efecto de exposicion o tratamiento.

Existen diversas estrategias para evaluar el riesgo de sesgo. La “Newcastle-Ottawa
Scale” (NOS) y la escala NutriGrade pueden utilizarse para determinar la calidad de los
estudios definitivamente implicados en el meta-analisis.

En la presente Tesis haremos uso de una de ellas, la més extendida: se trata de la
escala NOS, disefiada para estudios no aleatorios (Gebauer et al,, 2007). Este método
consiste en otorgar un maximo de 9 “estrellas” (puntos) posibles a cada uno de los
estudios:

- 4, por seleccion en la definicion y representatividad de casos y controles;
- 2, por control de estudios por variables (factores de confusion);

- 3, para evaluacion de los resultados.

A cada item se le asignan 0, 1, 2 estrellas, y luego se suma. A mayor puntuacion,
mayor calidad del estudio, y menor riesgo de sesgo.

Un método generalizado y sencillo para evaluar la posible existencia de sesgo seria
el uso del grafico en embudo (“funnel plot”) (Sterne & Egger, 2001). Se representa la

magnitud del efecto de exposicion a la grasa trans (log OR) frente a una medida de la
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precision como podria ser el error estandar. Se representa cada estudio primario por un
punto, y se observa la nube de puntos. Si la distribuciéon de los puntos es simétrica, esto
indicaria ausencia de sesgo. Por el contrario, si esta distribucion de los puntos (que
representaban a los estudios bajo meta-analisis) es asimétrica, seria distintivo de la
existencia de sesgo. La asimetria podria indicar:

- estudios que no se reflejaron en el meta-analisis;

- informacién incompleta dentro de los estudios resefiados;

omision de estudios pequetios con resultados negativos;

diferencias en la calidad de los estudios.

La prueba grafica del embudo es, sobre todo, una prueba visual y hay que
confirmarla mediante la prueba grafica de Egger. Esta prueba es mas especifica que la de
Begg (que calcula el estadistico Z y el valor p). Consiste en la representacion de la
precision (la inversa del error estdndar) (variable independiente) frente al efecto

estandarizado (variable dependiente), y ajuste de la recta de regresion (Egger et al., 1997).

5.2.4 Heterogeneidad

La heterogeneidad refleja el porcentaje (%) de variabilidad entre los estudios que no se
puede explicar por el error de muestreo aleatorio sino por caracteristicas diferenciales de
los estudios implicados. Se denomina inconsistencia al porcentaje (%) de variabilidad
total a través de los estudios, como consecuencia de la heterogeneidad.

Para calcular la heterogeneidad se emple6, en un principio, la prueba Q-Cochrane,
o prueba del estadistico “chi-cuadrado”, cuando se trataba de menos de treinta estudios
(Dersimonian & Laird, 1986). Un valor “chi-cuadrado” superior a los grados de libertad,
o un estadistico p < 0,05 indicaria la existencia de heterogeneidad en el meta-analisis de
los estudios finalmente seleccionados.

Hay que tener en cuenta que si el nimero de estudios considerados es bajo (menos
de diez, en nuestro caso), desciende la capacidad para detectar heterogeneidad (baja
potencia de contraste). En estos casos es preferible emplear el estadistico, o indice I,
universalmente utilizado. El indice I no depende del numero de estudios, e indica
variabilidad entre los estudios, mas alla del azar. A continuacion, se ajustan los valores

de I? (Tabla 27):
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Tabla 27. Indice I'y grado de heterogeneidad.

Valor de I? Grado de heterogeneidad

<25% no hay
26-50% moderada
>75% alta

Si el indice de 12 es bajo (I < 25 %), el estadistico p es alto, y viceversa (Higgins

& Thompson, 2002).

5.2.5 Sintesis de resultados. Modelos de efectos fijos y efectos aleatorios

En los estudios caso-control el tamafio del efecto (sintesis cuantitativa) viene
representado por el estadistico “cociente de probabilidades” (“odds ratio, OR™). Se
calcula el OR mas ajustado, y su correspondiente intervalo de confianza (95% IC),
tomando en consideracion el mayor nimero de co-variables que actian como factores de
confusion. Se trata de una medida cuantitativa de la asociacion entre los niveles ingeridos
de grasa trans por la poblacion y el riesgo de padecer cancer de mama.

Para el analisis de los resultados se pueden emplear dos tipos de modelos (Hunter &

Schmidt, 2000):

Modelo de efectos fijos

Las diferencias entre los resultados de los estudios reflejarian variaciones aleatorias.
Soélo podria existir variabilidad “dentro del estudio”. Aparecen intervalos de confianza

mas estrechos, lo que denota mayor precision.

Modelo de efectos aleatorios

La variabilidad entre los resultados refleja cambios asignables a las particularidades
de los estudios: existiria variabilidad “entre los estudios”. Cada estudio presenta un

efecto paramétrico propio, diferenciandose entre ellos.

La eleccion entre ambos modelos dependera del valor del indice I2. En ausencia de

heterogeneidad entre los estudios (I < 25%), coincidirian practicamente las estimaciones
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por ambos modelos. En caso de una alta heterogeneidad seria contradictorio aplicar el

modelo de efectos fijos.

Diagrama de bosque (“forest plot™)

Los resultados cuantitativos del meta-analisis se ofrecen a través del diagrama de
bosque (Lewis & Clarke, 2001). Este diagrama presenta los estudios acumulados que
constituyen el bosque, donde los arboles son los estudios primarios incluidos en el meta-
analisis. Cada estudio se representa por un cuadrado, cuya area es proporcional a su
contribucion al resultado global.

El cuadrado se sitlia sobre una linea, que representa en la escala el intervalo de
confianza: mientras menor sea este intervalo, mayor precision tendra el estudio. El
resultado global (100% de ponderacidn) se representa en el diagrama por un rombo, cuyo
centro indica su estimacion puntual, y su amplitud, el intervalo de confianza.

OR, razon de probabilidades, es una medida confiable de la consecuencia (cancer
de mama) del efecto de exposicion (ingestas de grasa trans). OR, al igual que RR (ratio
de riesgo) miden efectos relativos de la exposicion (poblaciéon objeto vs poblacion
control), y es mas consistente que RD (diferencia de riesgo), que mide tamafios del efecto
absolutos. Los paquetes estadisticos estandares facilitan el diagrama de bosque a partir

del 2002.

5.2.6 Analisis adicionales

Dentro de los andlisis adicionales se consideran el andlisis de sensibilidad y el
andlisis de subgrupos. Ambos nos ayudan a comprobar si los resultados obtenidos son

robustos.

5.2.6.1 Analisis de sensibilidad

Se puede examinar la influencia que pudiera ejercer un estudio primario sobre la
estimacion del OR global. Este analisis esta relacionado con la estabilidad de la medida
final obtenida (Fleiss, 1993).

El andlisis de sensibilidad consiste en la repeticion del meta-analisis tantas veces como
estudios se han seleccionado definitivamente, de forma que cada vez se omite un
estudio, combinandose todos los restantes. Se trata de la estrategia “omitir uno” o

“dejar uno fuera”.
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Si los resultados de los distintos meta-analisis presentan un efecto en una misma
direccion, magnitud y significacion estadistica, se podria concluir que los resultados
son robustos. Si algiin o algunos resultados se desvian de la tendencia general del
efecto, habria que esgrimir posibles causas para que se dé esta desviacion. Incluso en
el caso en que la magnitud del efecto se desvie lo bastante, por exceso o por defecto,
del resultado global, habria que plantearse si incluir o no dichos estudios en el
meta-andlisis globalizado. Se considerara un caso atipico o estudio espurio cuando el

estudio omitido altere el tamano del efecto un 10% o mas.

5.2.6.2. Analisis de subgrupos

Esta herramienta puede servir para identificar fuentes, o focos potenciales de
heterogeneidad, a través de una estratificacion. Dicha estratificacion dentro de los
estudios podria ser por géneros, duracion del seguimiento (> 10 afos y < 10 afios),
localizaciones geograficas de las poblaciones, tipo de evaluacion dietética, entre otros.
En nuestro caso no se lleva a cabo el andlisis de subgrupo, debido al bajo nimero de

estudios (menos de 10) implicados en el meta-analisis.

5.2.7 Estadistica

Se emplean dos paquetes estadisticos. Uno de ellos es el software Rev. Man 5,
elaborado por la Colaboracion Cochrane. El otro paquete es el Epidat, desarrollado por el
Servicio de Epidemiologia de la Xunta de Galicia, con el apoyo de la Organizacion

Panamericana de la Salud (OPS-OMS).
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5.3 Resultados y Discusion

5.3.1 Seleccion de los estudios

De acuerdo con las condiciones de elegibilidad y los criterios de exclusion
expuestos en la seccion “Metodologia”, se llevd a cabo la seleccion de los estudios para
el meta-analisis, canalizandolo a través de un diagrama de flujo.

Definidas las fuentes de informacion y los términos de busqueda, o palabras-clave,
tal como se detalla en “Metodologia”, se emprendio la estrategia de busqueda electrénica
completa. Se recogen las citas bibliograficas para autores, titulo y resumen, en las
primeras fases, y mas adelante el articulo completo, si esta redactado en inglés, espaiiol,
francés, o italiano. Se confecciona el diagrama de flujo (Figura 11).

Se emplearon los mismos términos de busqueda en el manejo de todas las bases de
datos exploradas. A partir de la busqueda se acumulan un gran numero de registros
bibliograficos. Se revisa para ver si existen duplicaciones. Una vez eliminados éstos, se
repasan las citas para titulos y resumenes, para ver cudles son potencialmente elegibles.
Se realizan eliminaciones secuenciales. Llegado el momento, para seguir excluyendo, hay
que repasar el texto completo del articulo. En cuanto al tipo de comunicaciones (articulos
de investigacion, comunicaciones breves, procedimientos de congresos o reuniones
cientificas) se optod por los articulos de investigacion. Se evitaron datos troceados de
diferentes publicaciones sobre el mismo estudio.

Se obtuvieron un total de 372 entradas bibliograficas, de las cuales 38 fueron
duplicados (Figura 11). Eliminados los duplicados, restaron 334 citas, que se evaluaron,
aplicando los criterios de exclusion y elegibilidad, excluyendo 312 citas que no cumplian
con los requisitos preestablecidos. Restaron 22 citas, de las que 14 fueron estudios de
cohorte prospectivos, o ensayos aleatorizados controlados, que se excluyeron.
Finalmente, quedan incluidos 8 estudios caso-control para someterlos al meta-analisis.

El hecho de admitir solo los estudios caso-control, y rechazar los de cohorte
prospectivos, se debe a que la pretension con este meta-analisis es la obtencion de
resultados con estudios que no exijan un tiempo excesivo, requieran menos participacion,

y sean menos costosos que los de cohortes.
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5.3.2 Caracteristicas de los estudios

Para cada uno de los 8 estudios seleccionados para el meta-analisis se precisa

informacion sobre:

numero de participantes;

- edad de los participantes;

- anos de publicacion de los estudios;

- duracion del seguimiento;

- paises involucrados;

- evaluacion del efecto de exposicion a la grasa trans,

- ajuste de variables de confusion.

En la Tabla 28 se resumen las caracteristicas principales de los estudios
seleccionados. El niimero total de poblacion participante fue de 22.441 mujeres. La
poblacion expuesta a la grasa trans fue variable, yendo de los 387 participantes, en el
estudio de Takata et al., (2009), a los 7.401 participantes, en el estudio de Hu et al,
(2011).

Total de citas bibliogréficas identificadas
en las bases de datos (n=372)

Citas revisadas para

Citas duplicadas

. . —_.‘
duplicacién (n=372) (n=38)
Citas revisadas por Citas excluidas segtn
titulo, resumen y > | criterios de exclusién
texto (n=334) (n=312)
Articulos de investigacion Articulos excluidos por tratarse
elegidos para > de estudios de cohorte o
meta-analisis (n=22) aleatorizados controlados (n=14)

l

Articulos caso-control definitivamente
incluidos para meta-andlisis (n=8)

Fig. 11. Diagrama de flujo para la busqueda bibliogrdfica.
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Tabla 28. Caracteristicas de los estudios implicados en el meta-analisis.

Edad Seguimiento (0] 24 Variable
Estudio Casos/Controles Muestra
(afios) (afos) (90%IC) ajustada*

Ziirich
Malaga
Kohlmeier et Tejido 1,40 (1,02-
209/407 50-74 1990-1992 Coleraine 1,3,4,10, 13
al., 1997 adiposo 1,95)
Berlin
Zeist
Chajes et al., 1,45(0,90- 1,2,3,5,7,8,
363/702 40-65 1995-2002 Francia FFQ, sangre
2008 2,34) 9,10, 17
San 1,2,3,5,7,9,
Wang et al., 1,58 (1,20-
1.703/2.045 35-79 1995-1999 Francisco FFQ 11, 14, 15, 16,
2008 2,08)
(EEUU) 17
Irvine,
Takata et al., Seattle, 1,41 (0,61-
130/257 50-69 1985-1994 Sangre 1,3,4,19
2009 Portland 3,26)
(EEUU)
1,60 (1,10- 1,3,4,5,6,7,
Huetal, 2011 2.362/5.039 20-76 1994-1997 Canada FFQ
2,33) 8, 13,18, 19
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Seguimiento

(afios)

Estudio Casos/Controles
Chajés et al.,
2982/2982
2017
Hirko et al.,
794/794 32-54
2018
Lope et al.,
795/795 18-70
2020

1993-2002

1996-2007

2006-2011

(0] 24 Variable
Muestra
(90%IC) ajustada*
Europa (10 2,01 (1,03- 1,2,3,5,7,8,
Sangre
paises) 3,92) 9,10, 18
1,30 (0,92- 1,3,4,6,8,9,
EEUU Sangre
1,84) 14, 16, 17, 20
1,14 (0,86- 1,3,5,6,7,8,
Espana Sangre, FFQ
1,31) 9,11, 14,17

* Ajustado por: Indice de masa corporal', altura?, ingesta de alcohol®, tabaquismo?, nivel educacional®, actividad fisica®, nimero de embarazos’, afio del primer

embarazo®, historia familiar de cancer de mama’, uso de terapia hormonal'’, estado menopausico!!, subtipo de cancer'?, nivel socio-econémico'?, afio de menarquia'4,

etnia®, lactancia materna'®, historia de enfermedad benigna de mama'’, ingesta energética'®, centro de estudios'’, uso habitual de AINES?.
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La edad de los participantes oscilaba entre los 18 y los 79 afos. La duracion del
seguimiento variaba entre los 2 y los 14 afios. Solamente el estudio estadounidense de
Hirko et al. (2018) superaba los 10 afios de seguimiento. Los ocho estudios presentan
publicacion reciente, entre 1997 y 2020, y corresponden a seguimientos poblacionales

entre 1985y 2011.

Las ingestas de grasa trans se median mediante cuestionarios de frecuencias de
consumo de alimentos (cuestionario FFQ), o a través de los bio-marcadores en tejido
adiposo o en sangre. Algunos cuestionarios se aplicaron bianualmente a través del
seguimiento del estudio. Los estudios fueron realizados en Estados Unidos, Canada y
varios paises europeos, incluido Espafia. En cada estudio se llevaron a cabo ajustes para
las variables de confusion, como se indica en la Tabla 28. De todos estos factores de
confusion los de mayor incidencia fueron: indice de masa corporal (IMC), alcohol-tabaco,
nivel educativo, estado menopausico, historia familiar de enfermedad benigna, e historia
familiar de cancer de mama. La patologia se confirmaba por autoinforme, registros
médicos, registros hospitalarios.

En los estudios no discriminaban entre poblacion urbana y poblacion rural. Solo
algunos de los estudios emplearon el ensayo ciego, o fases de adaptacion. Ninguno de los
estudios tuvo fases de seguimiento inferior a 6 meses, el de menor seguimiento fue de 2
anos (Kohlmeier et al., 1997).

Ademas de las caracteristicas mas relevantes de cada estudio, que se resumen en la

Tabla 28 completamos con la informacion sobre otras caracteristicas:

e Kohlmeier et al., 1997

Se trata de mujeres post-menopdusicas (50-74 afios). Participaron 5 ciudades
europeas entre ellas una espafiola, Malaga. El estudio se llevd a cabo en centros
hospitalarios, y fue de baja duracioén (2 afos). Para la toma muestral se empleo tejido
adiposo (biopsia de gliteos). Los niveles encontrados de grasa trans fueron 1,30 %TFA
(casos) y 1,11 %TFA (controles), sobre grasa total. El tamafio (magnitud) del efecto fue

OR=1,46, sin ajuste, y OR=1,40, con ajuste para factores de confusion.
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e Chajés et al., 2008

Los participantes eran profesoras francesas pertenecientes a una misma mutualidad
de salud. Se empled toma muestral, por extraccion sanguinea, y también cuestionario de
historia dietética validado. Se determind por cromatografia de gases la carga de acidos
grasos trans en los fosfolipidos séricos. La magnitud del efecto de exposicion a la grasa

trans (OR) se calcul6 por regresion logistica condicional.

e Wang et al., 2008

En este estudio realizado en San Francisco (USA) participaron distintas etnias
(blancos, afroamericanos, latinos). Las mujeres con datos olvidados fueron excluidas del
estudio, por riesgo de sesgo. Un 10% de los participantes no dieron el consentimiento
para la medida normativa del peso y la altura (calculo del indice de masa corporal, factor
de riesgo). Se utiliz6 el cuestionario de frecuencias (FFQ) “Block Health History and
Habits Questionnaire”, con 106 items, que se completaba con alimentos usuales de las
respectivas etnias, alimentos ricos en fito-estrogenos, desnatados, y grasas para cocinar.
Este estudio presenta como novedad que se compararon sub-tipos de cancer de mama

(grado histologico, estatus receptor de estrogenos, estatus receptor de progesterona).

e Takata et al., 2009

La toma muestral es sangre. Se determina por cromatografia de gases, los niveles
de acidos grasos trans en los fosfolipidos de las membranas de eritrocitos. La magnitud
del efecto (OR) solo ajusta por indice de masa corporal, alcohol y tabaquismo. Pero no
ajusta por otros factores intermediarios de confusion (como actividad fisica, estado
menopausico, terapia hormonal, afo del primer embarazo...). El tabaquismo estaba

implicado en el andlisis de subgrupos.

e Huetal, 2011

Participantes con edades muy tempranas (20 afnos). Uso de los cuestionarios de
frecuencias de consumo clasicos de Block y de Willett, adaptando los items

estadounidenses a los consumos en Canada. Inclusion de 69 items y cuestiones
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especificas, como consumo de patatas fritas, bolleria y empanadillas. Emplean la base de
datos de composicion de alimentos “Archivo de Nutrientes de Canada (Health Canada)”.

Amplio ajuste de OR para variables de confusion.

e Chajésetal, 2017

Participantes del estudio EPIC, donde estaban implicados mas de medio millon de
participantes en 10 paises europeos, en los que se incluia Espafia, con un seguimiento de
10 anos. Las consecuencias patoldgicas de la exposicion a la grasa trans se dictaminaron
a través de registros poblacionales, informacion derivada de compafias y mutualidades
de seguros de salud, y autoinformes.

Se determinaron los niveles de acidos grasos frans, acumulados en los fosfolipidos
de membranas eritrocitarias mediante cromatografia de gases. Se detectaron subtipos de
cancer de mama, de acuerdo con el estatus de receptor hormonal (estrogeno, progesterona

+ 0 -), y estado menopdausico (pre-, post-), cuando se extrae la sangre.

e Hirkoetal, 2018

Se trabajé sobre la base de la segunda cohorte del “Nurses” Health Study II”.
Comenzo en 1989, con seguimiento bianual, a través de 14 estados de Estados Unidos.
En 1996 se tomo una sub-cohorte (edades en el rango de 32-54 afios), libres de cancer,
donde se realizaron diagnosticos de cancer de mama antes del 1 de junio de 2007.

Caso-control ciego. Cada caso se igualdé con un control, tomando, como base la
edad, estado menopdusico, y la etnicidad. Andlisis por cromatografia de gases de los
acidos grasos trans en fosfolipidos de membranas eritrocitarias. Se distinguen los
isomeros trans-18:1y trans-18:2.

Buen ajuste de OR para factores de riesgos intermediarios, entre ellos, uso de
farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs). En los analisis de sensibilidad se
comprobd la posible influencia del ayuno (extraccion de sangre) o de enfermedad

preclinica.
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e Lopeetal, 2020

Incluye participantes jovenes (18 afnos). Cada participante elegia un control de su
entorno (amigo, vecino, compaiiero de trabajo). Se trata de un estudio multicentro, que se
conduce en Espana (departamentos de oncologia en hospitales de nueve Comunidades
Autonomas). Se usaba un cuestionario de frecuencia de consumo (FFQ) semicuantitativo,
con 117 items, similar al Cuestionario Harvard, validado en poblaciones espaiolas
adultas. También se detectaron los niveles de acidos de acidos grasos trans en los
fosfolipidos de membrana eritrocitaria, empleando la combinacion cromatografia de
gases-espectrometria de masas. OR estaba bien ajustada para factores de confusion
medianos.

Se detectaron subtipos de cancer de mama, basandose en el estatus de los receptores
hormonales. En el analisis de sensibilidad se considero la influencia sobre la OR, tanto
del indice de masa corporal, como las situaciones pre- y post- menopausicas, al ser tan

diversa las edades de los participantes (18-70 afios).

5.3.3 Riesgo de sesgo

El grafico en embudo fue propuesto como una prueba visual sencilla para detectar
un posible riesgo de sesgo. En la Figura 12 aparece representado el grafico en embudo,
error estandar vs log OR: cada estudio primario viene representado por un punto, y
aparece la nube de puntos. Se observa como los puntos se distribuyen simétricamente en
torno a la estimacion global del efecto, lo que indica ausencia de sesgo de publicacion.
Esta simetria y ausencia de riesgo de sesgo se da, a pesar de que varios son estudios
pequefios, donde podria haber existido la tendencia a publicar s6lo los estudios que

muestran diferencias.
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Griéfico en embudo (Funnel plot)
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0 005 01 015 02 025 03 035 04
(SE)

Fig. 12. Grdfico en embudo

Para confirmar los resultados del grafico en embudo se ha acudido a la prueba de
Egger, més especifica que la prueba de Begg (que calcula el estadistico Z y el valor p).
Consiste en la representacion grafica de la precision de los estudios (valor inverso del
error estandar) (variable independiente) frente al efecto estandarizado (estimacion del
efecto controlado por error estandar) (variable dependiente), y ajustar la recta de
regresion. La prueba de Egger contrasta la hipdtesis nula de ausencia de riesgo de
publicacion. La regresion se pondera por la inversa de la varianza. Esta basada en la
prueba de significacion para el término independiente de la recta ajustada. En la Figura
13 se representa. El valor P=0,3567 es mayor que 0,05, y el estadistico que representa el
coeficiente de regresion es muy alto (0,9982), agrupandose los estudios a ambos lados de
la recta de regresion. Todo esto conforma las deducciones extraidas del grafico en
embudo, de ausencia de sesgo de publicaciéon. Como la recta de regresion no pasa por
Y=0, sino por Y=1, cabe asumir que existe algun estudio que podria introducir algo de

sesgo.
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Grafico de Egger
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Fig. 13. Grdfico de Egger

En la Tabla 29 se desarrolla la escala NOS (Newcastle-Ottawa Scale) que nos
permite una evaluacion de la calidad de los estudios comprometidos por ausencias de
riesgos de sesgo. Se puede observar que los mayores riesgos de sesgos se centran en:

- Control de estudios por ingesta energética;

- Seguimiento del estudio inferior a 10 afios.

El estudio de mayor calidad metodoldgica es el ultimo de Chajés et al., (2017), con
9 estrellas, seguido con 8 estrellas por los estudios de Takata et al., (2009) y el de Hu et
al., (2011), que presenta un control por ingesta energética, mientras que el de Takata et

al., (2009) consigue un seguimiento superior (o igual) a 10 afios.
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Tabla 29. Confeccion de la Newcastle Ottawa Scale (NOS) para evaluar los riesgos de

sesgo en los estudios del meta-analisis.

Kohlmeier 1997

Chajés 2008

Wang 2008

Takata 2009

Hu 2011

Chajés 2017
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5.3.4 Magnitud del efecto: sintesis cuantitativa

Si la magnitud y direccion del tamafio del efecto son similares es procedente
someter a meta-analisis los estudios escogidos. Si se pretende evaluar si los estudios
seleccionados se parecen lo suficiente como para intentar combinarlos, se acude al célculo
de la heterogeneidad objetiva, a través del estadistico I°. Los estudios primarios deben ser
lo suficientemente homogéneos (I>= 0%) como para poder “mezclarse” en un analisis de
sintesis (meta-analisis).

En la Figura 14 se representa el diagrama de bosque para la sintesis cuantitativa.
Como ya era de prever a partir del grafico en embudo y de la prueba de Egger, existe
homogeneidad entre los estudios (I = 0%). Los dos modelos mas frecuentemente usados
para conducir un meta-analisis son el de efectos fijos y el de efectos aleatorios. Cada uno
de ellos maneja la heterogeneidad estadistica diferentemente (Sutton & Higgins, 2008).
La comprension de los supuestos de cada modelo nos hara ver cudndo un modelo es mas
apropiado que otro.

En el modelo de efectos fijos se cumple que entre una serie fijada de estudios existe

un efecto de tratamiento comin, y que la diferencia en los resultados entre dos estudios
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se debera al azar (Deeks et al., 2001). En el caso de nuestro meta-analisis, donde los
estudios muestran una gran homogeneidad (I* = 0%), se adopté el modelo de efectos fijos.

La magnitud globalizada del efecto de exposicion a las ingestas de grasa trans se
aborda a través del diagrama de bosque (Figura 14). La conclusion a la que se llega es
que las ingestas de grasas trans poblacionales aumentaban en un 41% (OR=1,41) el riesgo
de incidencia de cancer de mama. El peso de cada estudio en el resultado globalizado
aumentaba conforme lo hace la precision del estudio ponderado. En dicha ponderacion
destacan los estudios de Wang et al., (2008) y de Lope et al., (2020). Como se observa
en el diagrama de bosque, la mayoria de los efectos de exposicion se posicionan a un solo
lado de la linea de referencia que pasa por OR=1, lo que de nuevo confirma la
homogeneidad de los estudios. Esto otorga una mayor robustez a la incidencia asociativa
grasa trans-cancer de mama.

Hay que tener en cuenta cierto grado de globalizacién en los estudios analizados.
Asi, existe cierta versatilidad en las edades (hay mujeres muy jovenes, 18 afios, o
excesivamente mayores, 79 afios), y en la diversidad geografica. El valor mas alto de la
magnitud del efecto aparece en el estudio de Chajes et al., (2017), con un OR=2,01 (1,03-
3,92). Dicho estudio se llevo a cabo en 10 paises europeos, entre 1993 y 2002. En estas
fechas, algunos paises participantes, como Dinamarca y Paises Bajos, presentaban
grandes consumos de margarina, o alimentos procesados con ellos, incluso para la grasa
de cocina, y sucedia que atin no estaban en vigor las medidas legislativas restrictivas, que
entraron en 2004.

El estudio de Wang et al, (2008), que durd 5 aios, estuvo localizado en San
Francisco (Estados Unidos), y es el que ofrece un mayor peso (22,3%), respecto al
resultado global, mostrando la mayor precision. Esto se debe, en gran parte, a que es el
estudio que ajusta la OR para el mayor nimero de variables de confusion; algunos de
ellos tan importantes como el estado menopausico, el tratamiento hormonal, la etnia, o si
existia previamente historia familiar benigna de mama.

El estudio de Takata et al., (2009) de menor peso (2,4%), y el menos preciso,
coincide con la menor participacion (menos de 1000 mujeres, entre casos y controles),
ademas, es el que ajusta para un menor numero de variables de confusion.

Los valores OR (95 %IC) se sitlian, para todos los estudios, en la zona derecha del
diagrama (Figura 14), para valores OR (95 %IC) entre 1 y 6-7, aproximadamente. Esto

quiere indicar que en todos los estudios existia un porcentaje mas o menos estimable de
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riesgo de cancer de mama. Existe significacion en el analisis multivariante, como se
deduce del diagrama de bosque, pues la linea perpendicular que pasaria por el cero de la

escala no atraviesa el rombo (localizacion del OR combinado).
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Estudio Casos Control OR (95 %IC) Log OR SE Peso (%) Odds ratio, 95% IC
Kohlmeier et al., 1997 209 407 1,40 (1,02-1,92) 0,3365 0,1616 16w .
Wang et al., 2008 1703 2045 1,58 (1,20- 2,08) 0,4574 0,1404 5513 -
Chajés et al., 2008 363 702 1,45 (0,90-2,34) 0,3716 0,2433 7.4 T
Takata et al., 2009 130 257 1,41 (0,61-3,26) 0,3436 0,4275 5.4 S —
adion

Huetal., 2011 2362 5039 1,60 (1,10-2,33) 0,4700 0,1912 12,0
Chajés et al., 2017 2982 2982 2,01 (1,03-3,92) 0,6981 0,3411 3,8 :
Hirko et al., 2018 794 794 1,30 (0,92-1,84) 0,2624 0,1764 14,1 ™
Lope et al., 2020 795 795 1,14 (0,86-1,51) 0,1310 0,1438 3 bl -
Total (95 %IC) 9759 12682 1,41 (1,24-1,60) 100,0 '

b } }
Heterogeneidad: Chi2= 4,59; g.I= 7 (P=0,71); 12 = 0% 0.01 0.1 1 10

Fig. 14. Datos calculados para el diagrama de bosque.
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Gréafico de Galbraith

Un método grafico muy utilizado para descartar la heterogeneidad es el grafico de
Galbraith (1998) (Figura 15). Se representa la precision de cada estudio frente a su tamafio
de efecto estandarizado, juntamente con la linea de regresion ajustada y una banda de
confianza. Es aplicable a cualquier tipo de estudio (observacional, experimental).

La posicion de cada estudio respecto al eje de la precision (abscisas) indica el peso
de su contribucion al resultado global. La localizacion del punto del estudio fuera de la
banda de confianza indicaria su contribucién a la heterogeneidad. La inspeccion visual
del grafico de Galbraith conduce a las siguientes conclusiones:

- en general, se muestra evidencia de homogeneidad entre los estudios, apartdndose
un poco del efecto estandarizado general el estudio de Lope ef al., (2020). Dicho
estudio, con una participacion intermedia, inferior a 1.000 mujeres, es el que
proporciona la menor estimacion del efecto estandarizado, siendo el mas preciso,
junto al de Wang et al., (2008);

- todos los estudios caen dentro de la banda de confianza del grafico;

- todos los estudios, excepto el de Lope ef al., (2020), se orientan y agrupan por
encima de la linea control de la banda de confianza, lo que da idea de la

homogeneidad interna entre los estudios.

Griafico de Galbraith
4
Warg
3 Hu
- Chajés 4 Kohimeier
§ 2- Chajés
g " Takata Lope
(7]
L
8
g 0
1
_2 ¥ T T -
0 1 2 3 < 5 6 T

Precision

Fig. 15. Grdfico de Galbraith.

184



Capitulo 5
Incidencia de cancer de mama asociado a las ingestas de grasa trans:
meta-andalisis de estudios caso-control

5.3.5 Analisis de sensibilidad

Se procedié a omitir un estudio cada vez (con lo que quedarian 7 estudios) y se
construia el meta-analisis de nuevo con estos 7 estudios. Entonces se compara si ha
variado mucho la magnitud del efecto (OR).

Los resultados aparecen reflejados en la Tabla 30. Se comprueba que so6lo en el caso
del estudio de Lope et al., (2020) el estadistico OR vari6 mas de un 10%, se pasé de
OR=1,41 a OR=1,49. Una explicacion podria fundamentarse en el hecho de que el estudio
citado acoge participantes muy jovenes, o excesivamente mayores, donde la incidencia
de cancer de mama seria menos probable. Otra circunstancia seria que el estudio se llevo
a cabo en Espafia, donde, al igual que en otros paises mediterraneos (Portugal, Italia,
Grecia) las ingestas poblacionales registradas de grasa trans se sitian, junto a Japon, entre
las més bajas a nivel mundial.

Si aplicamos el procedimiento “dejar uno fuera” a los siete estudios restantes, uno
por uno, los valores obtenidos en el meta-andlisis respectivo para la magnitud del efecto
van de un OR=1,36 a un OR=1,43 (Tabla 30). Es decir, se desvian menos del 10% del
valor globalizado que se obtuvo en el meta-analisis de los ocho estudios (OR=1,41). Por
lo tanto, el analisis de sensibilidad no intuye variacion significativa o diferencial en

cuanto a la magnitud del efecto para estos siete estudios considerados globalmente.
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Tabla 30. Analisis de sensibilidad.

Kohlmeier et al.,

(1997)

Wang et al., (2008)
Chajés et al., (2008)
Takata et al., (2009)
Hu et al, (2011)
Chajés et al., (2017)
Hirko et al., (2018)

Lope et al., (2020)

21.743

18.693

21.376

22.054

15.040

16.477

20.153

20.851

1,36
1,40
1,41
1,38
1,39
1,43

1,49

1,22-1,62

1,18-1,58
1,23-1,61
1,23-1,61
1,20-1,59
1,22-1,58
1,24-1,64

1,29-1,72

3,71
4,57
4,59
4,08
3,45
4,35

1,86

0,72
0,60
0,60
0,67
0,75
0,53

0,93
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5.3.6 Fortalezas, limitaciones y conclusiones

La mayoria de los estudios se han centrado en mujeres post-menopausicas. Se realiza
ajuste por estado menopausico en cuatro de los ocho estudios. La edad y las reestructuraciones
hormonales parecen favorecer la instalacion del cancer de mama en el estado post-menopausico
(Sczaniecka et al., 2012)

Los estudios de Hu ez al., (2011) y de Hirko et al. (2018) demostraban la asociacion entre
las ingestas de grasa trans y el riesgo de cancer de mama (OR igual a 1,60 y 1,30,
respectivamente (Figural4) en mujeres pre-menopausicas. En el primer estudio se apreciaba la
influencia del consumo de alcohol y tabaco y si los participantes no tenian estudios superiores.
Aunque se ajustaba para la relacion lineal, se empled un cuestionario de frecuencia de consumo
de alimentos, mas expuesto al riesgo de sesgo que el uso de bio-marcadores (sangre, tejido
adiposo); el cuestionario podria venir acompafiado de un sesgo de memoria de la participante a
la hora de recordar tipo de alimento, raciones y frecuencias.

En el estudio de Hirko ef al., (2018) muchas de las participantes presentaban sobrepeso u
obesidad, que podia considerarse como enfermedad inflamatoria cronica y constituye un

importante factor de confusion (indice de masa corporal).

Fortalezas

Mientras mas pequefio sea el error estdndar mayor es la fortaleza de la evidencia
(“strength of evidence, SOE”). En este sentido, la fortaleza es mayor en los estudios de Lope et
al, (2020) y de Wang et al. (2008), mientras que la fortaleza mas baja corresponderia al estudio
de Takata et al, (2009).

Una de las principales fortalezas del presente meta-analisis es que se incluye a muchos paises,
ciudades y localizaciones de Europa y Norteamérica (Estados Unidos y Canada).

Otra fortaleza es que la mayoria de los estudios se realizan sobre muestras de sangre
(eritrocitos, suero), lo que supone un menor riesgo de sesgo, frente el empleo de otras
estrategias, como registro de alimentacion de 3 ¢ 7 dias, recuerdo de 24 horas, historia clinica.

Una tercera fortaleza es la inclusion en el meta-analisis, por primera vez, de un estudio
donde se analizé como influye la presencia de los acidos grasos trans en los diferentes subtipos

de cancer de mama.
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Una cuarta fortaleza es que todos los estudios de investigacion considerados, menos uno,
pertenecen al presente siglo, lo que permite considerar los ultimos avances en esta tarea

investigadora, asi como el uso de poblacion multiétnica.

Limitaciones

Aunque todos los estudios superaron el umbral minimo de los 6 meses de seguimiento,
solamente dos estudios procuraron un seguimiento de 10 afios.

En los estudios no hay menciones especificas a los acidos vacénico (trans-18:1) o
ruménico (trans-18:2) y, en cualquier caso, el acido elaidico es el isdbmero trans predominante.

Un aspecto importante que habria que tener en cuenta, fundamentalmente en los estudios
con seguimiento mas prolongados, es la toma de muestra de sangre, o la biopsia de tejido
adiposo mas de una vez en el tiempo, debido a que, como consecuencia de las reformulaciones
(fraccionamiento, interesterificacion) podrian descender los contenidos de grasa trans en los
alimentos procesados.

Las variables de confusién no son las mismas en todos los estudios. Seran mas robustas
aquellos estudios que se ajusten correctamente para un mayor numero de variables de
confusion, teniendo en cuenta no sélo las mas evidentes, también las intermedias.

El nimero de participantes difiere de un estudio a otro. En ese sentido hay que detectar
el estudio de Chajes et al., (2017) con més de 1.000 participantes (incluye cerca de 3.000
participantes).

Una limitacion podria ser el bajo nimero de estudios incluidos definitivamente en el
meta-analisis. Eso se compensa con la especificidad de los estudios escogidos (caso-control),
la buena adecuacion de las poblaciones control y la incontestable homogeneidad entre los
estudios, mostrada por la magnitud del efecto de exposicion a las ingestas de grasas trans (OR).
En el estudio de Lope et al., (2020), que elige como poblacion control a vecinos y amigos,
cabria esgrimir cierta proporcion de riesgo selectivo, por lo que supondria una mayor similitud
en los estilos de vida en la poblacion control.

Debido a que los estudios seleccionados son menos de diez no se ha podido llevar a cabo
analisis de subgrupos (pre-menopdausicas vs post-menopausicas; obesas vs no obesas, por
niveles educativos; por lactancia materna, etc.) para evaluar qué subgrupos podrian presentar

mayor riesgo de cancer de mama.
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Capitulo 5

Metaanalisis

5.4 Conclusiones

Aunque el namero de estudios caso-control finalmente seleccionados para el meta-
analisis puede parecer pequeio para extraer conclusiones mas firmes, no deja de ser evidente
que en estos estudios llevados a cabo entre 1985 y 2020 se constata hasta un 41% de riesgo de
incidencia de cancer de mama debido a las ingestas de grasa trans, tanto en Europa como en
América después del analisis combinativo; maxime si seis de los ocho estudios se desarrollaron
antes de la limitacion al 2% TFA, sobre grasa total, introducida por Dinamarca.

El estudio més reciente es el de Lope et al. (2020), que tuvo un seguimiento de seis afios
(2006-2011), es posterior a la legislacion danesa de 2004, y previo a la descalificacion como
sustancia GRAS de los aceites parcialmente hidrogenados (FDA).

Es evidente que existen otros disefios adecuados para este tipo de estudios ademas del
caso-control, como los de cohorte prospectivos, y los ensayos aleatorizados controlados, estos
ultimos mas complejos y caros. Futuras investigaciones podrian abordar el meta-andlisis para
estas estrategias, para intentar reforzar las evidencias extraidas en el presente meta-analisis de
casos — controles.

Algunos de los ocho estudios considerados abordan la incidencia de la grasa trans sobre
los distintos tipos de cancer de mama, en funcidon de su receptor hormonal, lo cual puede ser
importante a la hora del diagndstico de la enfermedad.

Puesto que en los ochos estudios seleccionados se han utilizado una serie de metodologias
(FFQ, tejido adiposo, bio-marcadores sanguineos) para evaluar las ingestas promedios de grasa
trans de las participantes, en el momento de comparar los estudios habria que tener en cuenta
que introducen riesgos de sesgo diferenciados.

En general, en todos los estudios se han llevado a cabo buenos ajustes para el efecto de
tratamiento, teniendo en consideracion las variables de confusion. En los estudios mas
ajustados, donde estan presentes mas variables intermedias, podria darse una subestimacion de

la magnitud del efecto de exposicion a grasa trans.
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1.

La diversidad de efectos negativos de los acidos grasos trans, abordados en areas que
van desde las enfermedades cardiovasculares hasta enfermedades metabolicas, como
diabetes tipo-2, sugiere que la limitacion de su ingesta no solo es relevante para la salud
individual, sino que también tiene implicaciones importantes para la salud publica en
general. La conexion de los acidos grasos frans con distintas enfermedades resalta la

necesidad de estrategias de salud publica para reducir el consumo de los mismos.

La aplicacion de la espectroscopia de absorcion infrarroja, en particular el método ATR-
FTIR, se destaca como una herramienta practica y legislativa eficiente para cuantificar
enlaces trans aislados en grasas. Comparado con la cromatografia de gases, el
ATR-FTIR es mas simple, rapido y econdmico, proporcionando resultados precisos
para el control legislativo y de procesos en la determinacion de acidos grasos trans. La
evolucion de la técnica, desde medidas dispersivas hasta la validacion de métodos de
segunda derivada, ha mejorado significativamente la exactitud y la selectividad del

analisis.

La contradiccion entre las ventajas técnicas de los aceites parcialmente hidrogenados
(estabilidad, funcionalidad, bajo costo) y sus desventajas nutricionales (altos niveles de
acidos grasos saturados y la formacion de acidos grasos trans) destaca un dilema en la
industria alimentaria. Esto ha conducido a la necesidad de encontrar soluciones
alternativas que satisfagan tanto las necesidades técnicas como las nutricionales, y
destaca la importancia de la responsabilidad social de las empresas alimentarias en la

produccion de alimentos saludables.

La implementacion de medidas legislativas, como etiquetado obligatorio,
reformulacion de alimentos y prohibiciones, ha logrado reducir significativamente los
niveles de 4cidos grasos trans en productos alimentarios y su ingesta global. El analisis
de estudios muestra descensos en los contenidos de grasa trans y en la suma de acidos
grasos saturados y trans. Aunque la prevalencia de productos "libres de grasa trans" es

mas alta con prohibiciones, incluso en situaciones de auto-regulacion voluntaria se
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observa una disminucion. La concienciacion del consumidor, respaldada por campaiias
informativas y educativas, es crucial para mantener esta tendencia positiva en la

reduccion del consumo de grasas trans.

5. La legislacion que prohibe el uso de aceites parcialmente hidrogenados ha llevado a
mejoras sustanciales en la composicion grasa de la margarina. La tendencia actual
muestra una reformulacion exitosa para reducir los acidos grasos frans, transformando
la margarina en una alternativa sin colesterol a la mantequilla. Ademas, la aplicacion
de tecnologias innovadoras, como la interesterificacion enzimatica y la exploracion de
nuevas bases lipidicas, abre posibilidades para desarrollar margarinas mas saludables y
con propiedades sensoriales apropiadas, allanando el camino hacia opciones

alimenticias mas seguras y beneficiosas para la salud.

6. Los productos alimentarios analizados en esta Tesis cumplen en su mayoria con las
regulaciones de la Comision Europea sobre los niveles permitidos de grasa trans en
alimentos. Esto indica un progreso significativo en la mejora de la composicion de
productos procesados para adaptarse a estandares mas estrictos, tanto a nivel nacional
como internacional. Sin embargo, se destaca la necesidad continua de monitoreo,
colaboracion entre la industria alimentaria y las instituciones gubernamentales, y
medidas reguladoras para garantizar la sostenibilidad de estos logros y promover la

salud cardiovascular de la poblacion.

7. A pesar de los avances, se subraya la importancia de mantener la vigilancia debido a
posibles variabilidades y ocultamientos en la informacion. Se sugiere la posibilidad de
legislar la declaracion obligatoria de la cantidad exacta de acidos grasos trans en el
etiquetado nutricional para proporcionar informacidon mas precisa a los consumidores.
Esto podria contribuir a una mayor conciencia y eleccion mas informada por parte de

los consumidores.
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8. La discusion detallada sobre parametros especificos, como acidez, indice de peréxidos,
indice de refraccion y extinciones UV, subraya la importancia critica del control de
calidad en la produccion de aceite de oliva. La identificacion de correlaciones entre
estos parametros proporciona una vision integral de la calidad de los aceites vegetales.
Permite comprender mejor cémo ciertos aspectos, como la acidez, pueden estar
relacionados con la formacion de 4cidos grasos trans o la calidad general del aceite.
Estas correlaciones pueden servir como herramientas efectivas para los productores y
reguladores en la evaluacion y mejora continua de los procesos de produccion de aceite

de oliva.

9. Aunque el numero de estudios caso-control seleccionados para el meta-analisis pueda
parecer limitado para sacar conclusiones definitivas, los resultados apuntan a un
aumento en el riesgo de desarrollar cancer de mama relacionado con la ingesta de grasa
trans de hasta un 41%. Algunos de los estudios consideran la incidencia de la grasa
trans en diferentes tipos de cancer de mama segun su receptor hormonal, lo cual podria

ser relevante para el diagnostico de la enfermedad.
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