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1.- INTRODUCCION




La alteracion termoxidativa es el resultado de la
accidn conjunta de 2 variables - temperatura y oxigeno - que originan
modificaciones profundas en 1a estructura de la grasa.

Consideradas independientemente, la accidn del oxigeno
a baja temperatura desencadena el conocido mecanismo de autoxidacion
que, a través de la formacidn de radicales libres, da lugar a una varia
da gama de compuestos de muy distinta polaridad y peso molecular, mien-
tras que ios principales compuestos originados como consecuencia de una
elevada temperatura en ausencia de oxigeno son dimeros y polimeros de
triglicéridos de polaridad media o baja. En ambos casos, las modifi
caciones tienen lugar en los restos acilo insaturados constituyentes de
los triglicéridos y sdlo a muy elevadas temperaturas son apreciables
las reacciones termoliticas que involucran al enlace ester de la molécu
la (1).

Aunque desde un punto de vista cualitativo se han iden
tificado un elevado nimero de compuestos en ambas situaciones, es nece-
sario un tiempo elevado de reaccidn para obtener cantidades significati
vas de los mismos. Sin embargo, en condiciones de oxidacion a eleva-
da temperatura, no s6lo se observa un drastico efecto sinergista, al
aumentar la cantidad de los compuestos caracteristicos de la accidn de
ambas variables para un mismo tiempo de reaccidn, sino que, ademas, la
inestabilidad térmica de los radicales iniciales de la cadena autoxida-
tiva origina nuevas posibilidades de reaccidon y, en consecuencia, la
formacion de muy distintos grupos de compuestos, de dificil cuantifica-
cidn (2-4).



Teniendo en cuenta estos hechos, no es extrafio que,
cuando tales circunstancias afectan a aceites o grasas comestibles que
son ingeridas después de sufrir esta amplia serie de modificaciones,
exista interés general por conocer los niveles de alteracion que se ori
ginan en las distintas formas de utilizacién de las grasas y una preocu
pacion por establecer las consecuencias fisioldgicas de su ingestion

(5),(6).

Con este trabajo se pretende contribuir a una mejor
evaluacidon quimica y nutricional de los principales grupos de compues-
tos originados durante la termoxidacion de los aceites y grasas comes-
tibles.



1.1.- IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE GRASAS
TERMOXIDADAS



Aunque el calentamiento de las grasas en presencia de
aire es comln a muchas fases de su proceso de obtencion y de los proce-
dimientos de preparacion de los alimentos, el interés en el estudio de
la alteracion termoxidativa esta fundamentalmente relacionado con el
proceso de fritura.

La principal razon es, sin duda, la expansion del pro
cedimiento a los paises industrializados debido a la necesidad de prepa
racion rapida de los alimentos y al desarrollo de los sistemas de ali-
mentacidn colectiva, que encuentran solucidn en el excelente medio de
transferencia de calor que proporciona la grasa. La consecuencia ha
sido un enorme incremento en las cantidades de grasa consumidas en el
proceso de fritura, el cambio en su forma de realizacidny la incorpora-
cidon de tecnologia al proceso dirigido a la fabricacidon de nuevos pro-
ductos de alto valor afiadido (7).

La importancia actual del sector se muestra en la Fi-
gura 1, donde se recoge el cambio en el consumo de grasas en sus utili-
zaciones mas representativas. En ella puede observarse que la pro= .
duccidn de grasas y aceites se ha duplicado en los dltimos 25 afios y
que ese incremento ha sido superior al experimentado por la poblacidn,
de 1o que se deduce que el consumo de grasas per capita aumenta, a pe-
sar de las recomendaciones existentes para disminuir su participacién
en la dieta (8).



1960 1985

29 millones de T 63 millones de T

04
>

Figura 1.- Cambios en el consumo de grasas desde 1960 a 1985



Los hechos mas significativos son, por una parte, la
gran disminucion experimentada por las grasas animales y mantequillas,
clara influencia de su asociacidon con el mayor riesgo de sufrir enfer-
medades cardiovasculares y, paralelamente, el incremento experimentado
por las grasas plasticas, que,por sus caracteristicas de elevada esta-
bilidad, son utilizadas en la preparacion de alimentos a elevada tempe-
ratura, fundamentalmente fritos y horneados.

En 1o que se refiere al sector de aceites, su distri-
bucidn en diferentes aplicaciones muestra que la cuarta parte es consu
mido en fresco y el resto, fundamentalmente, en la fabricacion indus--
trial de productos fritos.

Si consideramos conjuntamente los aceites y grasas
plasticas, es facilmente deducible que, en la actualidad, la mayor par-
te de las grasas comestibles se consumen después de haber sido someti-
das a elevadas t=mperaturas.

De forma mas especifica, la Tabla I muestra la impor-
tancia en EE.UU. del sector de alimentos de consumo inmediato, que es
el mas directamente relacionado con el incremento en el consumo de gra-
sas sometidas previamente a elevada temperatura. Como puede observar
se, su crecimiento en los Gltimos afios es muy superior al experimentado
por el sector de alimentos y bebidas considerado globalmente.  Por
otra parte, la mayor cantidad de grasa consumida corresponde al subsec-
tor de alimentos de rapida preparacion (fast foods), claramente domina-
do por multinacionales y en el que solo las 3 cadenas mas importantes
- Mc Donald, Burger King y Kentucky Fried Chicken - tuvieron en 1987
unas ventas cercanas a los 20.000 millones de dolares (9).

Si la expansidon a los paises industrializados ha sido
fundamental para el incremento de estudios en torno a la alteracion que
experimentan las grasas en tales condiciones, el cambio en la forma en
que se realiza el proceso, tanto desde el punto de vista industrial co-
mo doméstico, ha sido determinante en el interés por controlar la alte-



Tabla I.- Caracteristicas del sector de alimentos para consumo inmediato
en 1986.

VENTAS ------=-=--mecmemcmmcmmccoeeoo Z 200.000 millones $ (=4,6% PNB)
GRASAS Y ACEITES CONSUMIDOS ---------- 20% de 1a produccion total

ACEITES Y GRASAS PLASTICAS
PARA FRITRA = =-===----- 12% de la produccion total

CRECIMIENTO SECTOR ALIMENTOS
Y BEBIDAS RESPECTO A 1985  ---------- 4,8%

CRECIMIENTO SECTOR CONSUMO
INMEDIATO RESPECTO A 1985  ---------- 6,6%

CRECIMIENTO SECTOR CONSUMO
INMEDIATO PREVISTO PARA 1987 ---------- 7,2%




racion de la grasa. En efecto, la fritura tradicionalmente utilizada
para la preparacion de alimentos en los paises del Mediterraneo y aso-
ciada con la disponibilidad de aceite de oliva, se realizaba calentan-
do una pequefia cantidad de aceite, en relacién con la cantidad de pro-
ducto frito, lo que implicaba una elevada velocidad de reposicidn con
aceite no calentado y la imposibilidad de alcanzar niveles de altera-
¢idn elevados.

En la actualidad, sin embargo, la situacidon se ha in-
vertido. Se utiliza una gran cantidad de grasa para una relativamen-
te pequefia cantidad de producto a freir y, por tanto, la grasa es utili
zada un elevado nimero de veces con una minima velocidad de repesicion,
alcanzando la alteracidon niveles muy elevados que 1legan en ocasiones
hasta el 50% de triglicéridos alterados. La consecuencia fundamental
es que la grasa se convierte asi en el Gnico alimento que, conociendo
el consumidor que se degrada cada vez mas, se sigue consumiendo sin un
control adecuado.

En resumen, la situacidon actual se caracteriza por un
increible aumento del consumo de grasas termoxidadas que,ademas, tienen mayores
posibilidades de alteracion debido al cambio de las caracteristicas del
proceso. Esta situacion justifica sobradamente el incremento de los
estudios dirigidos a muy diferentes aspectos segin los intereses impli-
cados. Asi, desde el punto de vista industrial se plantea, fundamen-
talmente la necesidad de definir las grasas mas estables y los procedi-
mientos para alargar el tiempo de uso de las mismas, con el objetivo de
disminuir el volumen de grasas desechadas que se cifra, en la actuali-
dad, en un 30% (10). Para los consumidores y Administracion Publica,
sin embargo, el objetivo es garantizar la salubridad de los productos
fritos y establecer limitaciones objetivas a la alteracion de la grasa.

finalmente, es necesario destacar que la fritura, como
procedimiento aplicado a los alimentos, es un proceso ailin en expansion.
Las causas fundamentales que apoyan esta generalizada opinidon en el mo-
mento actual, se resumen a continuacion:



1.- La extension del procedimiento a utilizaciones no
no clasicas.

Destaca asi su inclusion en las fases del proceso de
fabricacion de alimentos carnicos que requieren alta temperatura y cor-
to tiempo (tratamiento H.T.S.T.), o su contribucion al desarrollo de
una extensa gama de nuevos productos que son comercializados prefritos
y congelados {11) (12).

2.~ E1 interés por el desarrollo de nuevas variedades
de semillas, obtenidas por mutacion natural o dirigida, que permitan
aumentar la disponibilidad de aceites vegetales de insaturacion media o
baja.

La comercializacion de variedades de cartamo y gira=
sol de alto contenido en oleico demuestran que la principal diferencia
con las variedades clasicas se encuentra en la composicion en acidos
grasos del aceite y, por ello, su aplicacion mas apreciada es su utili-
zacion a elevada temperatura como grasa de mayor estabilidad, que permi
ta disminuir, a largo plazo, el consumo de grasas parcialmente hidroge-
nadas (13) (14).

3.- La carrera establecida para conseguir la aproba-
cion de nuevos productos grasos de bajo contenido caldrico.

Aunque desde hace 20 afios se utilizan formulaciones
para reemplazar parte de la grasa en alimentos no calentados, el inte-
rés actual de importantes multinacionales esta en la preparacidn de pro
ductos de propiedades funcionales y estructurales similares a las gra-
sas clasicas, que puedan utilizarse en la preparacion de alimentos a
elevada temperatura (15) (16). La caracteristica comiin de estos pro-
ductos es su baja o nula digestibilidad, 1o que significa hacer compati
bles 1a rapidez de preparacion y apetitosidad de los productos fritos
con las ventajas de un moderado consumo de calorias en la dieta. La
importancia futura de estos productos puede ser tal, que prestigiosas



empresas de prospectiva prevén para las proximas dos décadas hasta una
participacion del 16% en el mercado total de grasas (17). Entre es-
tos productos grasos merecen especial atencion los poliésteres de saca-
rosa (18-20), cuya comercializacion para utilizar en mezclas con grasas
clasicas se prevé en un corto periodo de tiempo.

La entrada en el mercado de estos productos abrira,
sin duda, una importante linea de estudios sobre las modificaciones que
se originan en los mismos y su velocidad relativa de alteracidon en rela
cion con las grasas clasicas, ya que estd bien establecido que la degra
dacion de les acidos grasos depende, en gran parte, de la molécula en
que se encuentran esterificados.

Una consideracidn objetiva de las circunstancias refe-
ridas, justifican el interés actual del estudio de la alteracidon termo=
dativa y explican la necesidad de definir las propiedades fisioldgicas
de les compuestos originados.



1.2.- MODIFICACIONES QUIMICAS PRODUCIDAS EN LA
TERMOXIDACION DE ACEITES Y GRASAS



Las modificaciones originadas en la grasa como conse-
cuencia de la temperatura y del oxigeno atmosférico tienen lugar prio-
ritariamente, como se ha comentado, en los restos acilo insaturédos
constituyentes de las moléculas de triglicérido. Dada la diversidad
de acidos grasos presentes en una grasa, sus posibilidades de combina-
cion y las dificultades para obtener conclusiones a partir de sistemas
complejos, la mayor parte de la informacion mas rigurosa sobre Ta accion
de ambas variables, se ha obtenido utilizando moléculas mas simples co-
mo los acidos grasos puros o sus ésteres metilicos, en condiciones de
alteracion muy bien definidas. E1 uso de tales sistemas modelo ha su
puesto y supone ain una importante contribucion al mejor conocimiento
de los compuestos de oxidacidn producidos a elevada temperatura y al de
sarrollo de métodos analiticos de posterior aplicacion a grasas comesti
bles.

En este apartado se recoge la informacion bibliografi-
ca sobre los compuestos formados en condiciones de alteracidn térmica
en ausencia de oxigeno, y de oxidacion a baja y alta temperatura, resu-
miendose posteriormente las caracteristicas especificas de las grasas
comestibles termoxidadas y los métodos analiticos que se han desarro-
11ado para la evaluacion de 1as mismas.



1.2.1.~ Alteraciones térmicas



Tres grupos de reacciones destacan en la grasa, como
consecuencia de la accion de una elevada temperatura en ausencia de oxi
geno:

a) Uniones entre cadenas insaturadas de acidos grasos que dan lugar a
compuestos de polimerizacion.

b) Reestructuracion intramolecular con formacidon de mondmeros ciclicos.

c) Descomposicidon termolitica del triglicérido con formacién de acidos
grasos, aldehidos y cetonas.

a) Formacion de dimeros y polimeros

Los principales compuestos obtenidos en la alteracidn
térmica son compuestos dimeros en cuya unidn no participa el oxigeno, y
cuya formacién se explica a través de reacciones Diels-Alder; es decir,
reacciones entre un doble enlace y un dieno conjugado para formar un de
rivado ciclohexénico tetrasustituido:

R1 R]
R
Z 3 R3
o —
X R
Ry 4
R2 R,



Las reacciones de polimerizacidn que conducen a la
formacion de estos compuestos han sido bien estudiadas en los acidos
grasos insaturados y exige la presencia de acidos poliinsaturados asi
como su conjugacion previa (21-26).

Una vez formado el dimero, la existencia de dobles en-
laces disponibles en otros acidos grasos de la molécula de triglicérido
puede dar lugar a una posterior reaccion produciendo trimeros que pue-
den, a su vez, continuar la polimerizacion. '

Mediante estudios similares que envuelven el acido
oleico se ha demostrado que la adicion Diels-Alder no es el Unico meca-
nismo posible en la polimerizacidon térmica (27) (28). En efecto, la
obtencion de dimeros ha sido también explicada sobre Ta base de la for-
macion y combinacion de radicales alilo producidos por pérdida de un
hidrdégeno activo adyacente al doble enlace, como se muestra en la Figu-
ra 2.

La importancia relativa de ambas vias depende de la
temperatura, de la concentracidn de acidos grasos poliinsaturados y de
la existencia de dobles enlaces conjugados.

b) Formacion de monomeros ciclicos

E1 tratamiento térmico conduce también a la formacidn
de mondmeros ciclicos, como se demostrd a partir del linoleato de meti-
To por Michael (29)y del aceite de soja parcialmente hidrogenado por Artman
y Alexander (3). E1 mecanismo por el que estos compuestos se origi-
nan parece ser que envuelve la abstraccidn de un hidrdgeno en posicion
alilica, seguido de adicidon intramolecular del radical 1ibre al doble
enlace:




1
) |
1 CHZ ~— CH — CH — RZ
E 0 91 ]
1 H— CH — iH — Ry
R] —_ CHZ — CH — CH — RZ

Figura 2.- Formacion de dimeros

~17-
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2
2
2 e Ry — CH — CH = CH — R,
e
Ry — CH, — CH — CH, — R,
DIMERO NO ClcLICO
nCH2
/X
R, —"CH CH —R
. 1 2
—— |
Ry — CH, — CH — CH — R,

DIMERD CICLICO

térmicos a partir del acido oleico



E1 interés por el estudio de estos compuestos se rela-
ciona con su potencial toxicidad (30-32), pero su formacidon sélo es sig
nificativa en aceites con elevado contenido en acido linolénico.

Aunque Tos compuestos mayoritarios de este grupo son
derivados ortodisustituidos de anillos de 6 atomos de carbono, se han
aislado también derivados ciclopenténicos y ciclopentadiénicos, identi-
ficados mediante resonancia magnética nuclear y determinados mediante
espectrofotometria a 515 y 580 nm (33).

c) Reacciones termoliticas

Dada la importancia mayoritaria de las reacciones que
afectan a las cadenas insaturadas en el conjunto de los compuestos ori-
ginados por via exclusivamente térmica, la informacidon sobre las reaccio
nes termoliticas se han obtenido a partir de triglicéridos puros consti
tuidos por acidos grasos saturados. '

Los productos caracteristicos producidos en el calenta
miento de estos triglicéridos son los siguientes: series de alcanos y

1-alquenos normales predominando el alcano C_ ., acido graso Cn, cetonas

n-1
simétricas C2n-1’ oxopropilésteres Cn’ propeno y propanodiolésteres,
diglicéridos Cn’ acroleina, CO y C02; siendo n el nimero de atomos de

carbono del acido graso saturado (34) (35).

Cuantitativamente, los compuestos mayoritarios son los
acidos grasos libres producidos por descomposicion termolitica del tri-
gliéérido (1. En un sistema exento de humedad, los ésteres que po-
seen un hidrdgeno B8 en el componente alcohélico pueden formar un anillo
de seis atomos de carbono, por medio de un puente de hidrdgeno. El
reajuste de electrones da lugar a un acido y a una olefina:



0 H, C 0 R'
HZC/ Ne— g 2] \\C/
I I ——> R"CO0C + ,
R"COOC\ .0 0
| W H, COOCR™ /
H
H, COOR™

Por otra parte, la eliminacion de un anhidrido acido
de Ta molécula de triglicérido produce 1 ¢ 2 oxopropilésteres y el anhi
drido acido segiin:

AN
CH,00CR CH N g
2 | 3 /C
?HOOCR —_— %-—':0 + 0\
—R
C H,00CR CH,00CR <?p
o 0
y la descomposicion de 1-oxopropilésteres origina acroleina y acidos
grasos: ,
%HO fHO
CH —> (H +  RCOOH
12 0 i
CH,— OCR CH,

Finalmente, la descarboxilacion del anhidrido acido
puede producir la cetona simétrica:

\!

N —r /
O/ — > 0=C + CO2
\ R

47§-—-R

0

En 1o que se refiere a los compuestos volatiles, los
mas caracteristicos son las series de alcanos y alquenos originados por
escision homolitica C-C a 1o largo de la cadena de acido graso.

Debido a su pequefia proporcion en 1a mezcla total de compuestos de alte-
racion, a la baja significacion sensorial de los hidrocarburos y a su
eliminacion de la grasa por su elevada volatilidad, han sido objeto de
menor consideracion (1).



1.2.2.- Alteraciones oxidativas



Aunque existen diferencias sustanciales entre la alte-
racion oxidativa a baja temperatura y a alta temperatura, los datos acu
mulados demuestran que en ambos casos la via principal de obtencidn de
compuestos de alteracion incluye la formacion de hidroperdxidos (36).

Es bien conocido hoy que la autoxidacion tiene lugar a
través de un proceso general que envuelve*# fases que explican toda 'a
gama de compuestos nuevos formados y que se resumen a continuacion:

1.- Iniciacién : Abstraccion de un hidrdgeno de un grupo metileno adya
cente al doble enlace.

2.- Propagacidn : Reaccidn del radical formado con el oxigeno atmosféri:
co con formacidon de perdxidos y posterior interaccion
de éstos con nuevas moléculas insaturadas para origi-
nar hidroperoxidos.

3.- Ramificacidn : Descomposicion de hidroperéxidos incrementando Ta con
centracion de radicales libres.

4.- Terminacion : Eliminacion de radicales del sistema para formar com-
puestos estables.

La Figura 3 recoge sintéticamente algunas posibilida-
des de formacién de radicales y compuestos entre los que destacan dos



N

I (3) Ramificacion

R R
ER --——ER + OH.
ROOH RO.

L, "E
ROOH ROO. RO.

(4) Terminacion

Figura 3.- Esquema general del proceso de autoxidacién.
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grupos: mondmeros oxidados y compuestos de polimerizacion. Un tercer
grupo de compuestos,que se analizan separadamente, incluye la escisidn
del resto acilo constituyente del triglicérido con formacion de compues
tos volatiles (37).

Es interesante destacar las principales diferencias
que introduce la variable temperatura en tan complejo mecanismo, por su
repercusion en los productos de degradacion obtenidos:

a) A baja temperatura, la velocidad de formacién de
los hidroperdxidos es mayor que su descomposicidn, que tiene lugar a
través de Ta via monomolecular y, por tanto, los compuestos son funda-
mentalmente triglicéridos oxidados monomeros.

b) A elevada temperatura, la velocidad de ramificacidn
de Tos ROOH a través de la descomposicion bimolecular es mayor que su
formacion. La concentracion de los hidroperdxidos es practicamente
cero y 1os principales compuestos originados son dimeros y polimeros ya
que los radicales con posibilidad de interaccionar son gliceridicos (38)..

Por otra parte, al acelerar la temperatura todas las
reacciones de la cadena autoxidativa, la cantidad de compuestos de al-
teracion obtenidos a temperatura elevada es mucho mayor y su distribu-
cion depende del tiempo de calentamiento.

a) MonOmeros oxidados

Estos compuestos, que se obtienen en mucha menor pro-
porcidon a elevada temperatura,se originan .tanto mediante reacciones de
propagacion:



RGs + RH —— ROH + Re

RO + ROOH —— ROH + ROO~

como de terminacion:

ROe + sH —— ROH
ROs + *0H ——= ROOH

Al igual que en el caso de los dimeros y polimeros, la
estructura de este grupo de compuestos es sumamente compleja, como pue-
de observarse en la Figura 4, donde se recogen los compuestos identifi-
cados a partir de oleato y linoleato de metilo (37).

La importancia de los mondmeros oxidados se debe a su
rapida formacion cuando el calentamiento es discontinuo ya que, durante
el periodo de enfriamiento, la velocidad relativa de las fases de propa.
gacion e iniciacion se invierte, predominando en la fase de ramificacion
la descomposicion monomolecular de los hidroperdxidos.

b) Polimerizacion oxidativa

Muchos estudios han sido publicados sobre la natura-
leza de los compuestos dimeros y de elevado peso molecular que son los
productos mayoritarios de la oxidacién a elevada temperatura (22) (39)
(40).

lLa dimerizacion, que constituye el primer paso de la
polimerizacion, transcurre a través de cuatro reacciones principales
que dan lugar a dimeros no polares (C-C), puente éter (C-0-C), y puen-
te perdoxido (C-0-0-C), respectivamente,(23) (37).
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linoleato de metilo.



Re + R¢ ——= R R

RO* + Re —e R-0-R
ROO» + Re ——= R-0-0-R
RO+ + RO»—— R-0-0-R

La existencia de hidrogenos activos en otros puntos
de la molécula pueaen continuar la reaccion de polimerizacidn, produ-
ciéndose asi una mezcla de compuestos de muy diferente polaridad si se
tiene en cuenta, ademads, que las moléculas constituyentes pueden poseer
grupos polares en otros puntos de la cadena.  Debido a las dificulta-
des analiticas envueltas en el estudio de mezclas complejas de este ti-
po, la estructura de muchos de los.compuestos asi como la influencia de
las variables del proceso sobre las diferentes reacciones permanecen

-

alin pendientes de resolver (41).

Es importante sefialar que aunque los dimeros y polime-
ros no polares (enlace C-C) se han considerado compuestos caracteristi-
cos de la alteracion térmica en condiciones no oxidativas, su formacidn
es también posible a través de la via oxidativa siendo una de las cla-
sicas reacciones de eliminacion de radicales libres. La importancia
de estos compuestos en el conjunto puede ser considerable, sobre todo
si existe limitacion en la disponibilidad del oxigeno, como ocurre en
la oxidacion no forzada. En estas condiciones, la fase limitante es
la propagacidn, mientras la reaccion de iniciacion que da lugar a los
tadicales R- se encuentra muy acelerada.

c) Componentes volatiles

Las reacciones ya citadas dan lugar a 1a formacion de
componentes de oxidacidn no volatiles que tienen, como minimo, un peso
molecular similar al de 1a molécula de que proceden. bn tercer grupo
de compuestos originados en la alteracién oxidativa se caracteriza,sin



embargo, por su elevada volatilidad y bajo peso molecular.

Los componentes volatiles originados en la oxidacidn
a elevada temperatura supone s6lo una pequefia parte del total de los
compuestos de alteracion. No obstante, su extraordinaria importan-
cia desde el punto de vista sensorial ha contribuido al desarrollo de
estudios por parte de los mas importantes grupos de trabajo en el cam-
po de las grasas (35) (42-44).

Ain cuando no existe acuerdo sobre el término compo-
nente volatil, dada la inexistencia de relacidn entre la volatilidad de
los compuestos organicos y sus umbrales de deteccion olfativa, en este
apartado consideramos los obtenidos por escision del resto acilo, es
decir, compuestos de menor peso molecular que el del resto acilo del
que proceden. '

Una excelente revision realizada por Frankel (36)
muestra que la composicion cualitativa de los componentes volatiles
originados depende fundamentalmente de las cadenas grasas insaturadas
implicadas y que su esquema de formacidon se repite ya sea utilizando
como base acidos grasos, ésteres metilicos, hidroperdxidos o triglicé-
ridos puros.

En sintesis, los componentes volatiles se originan a
partir del radical alcoxilo, por escision homolitica a ambos lados del
citado radical que produce un aldehido estable:

R — CHO + RS

R — (H — R —-<:
' R— CHO + Re

0.



E1 radical R- o R! a su vez, dada su labilidad, puede
reaccionar con otros radicales en juego para dar lugar a compuestos es-
tables:

R. + H o —-- +» RH (Hidrocarburos)
R. + OH ----- + ROH (Alcoholes)
R. + 0, ---+ ROOH (Hidroperoxidos)

Estas cadenas mas cortas de hidroperdxidos pueden ini-
ciar el proceso de formacion de volatiles para originar aldehidos mas
cortos o, por el contrario, interaccionar con otros radicales origina-.
dos en el proceso global, para incrementar su peso molecular.

Reacciones similares obtenidas a partir de RY, que por
ta el grupo carboxilo, darian lugar a acidos, hidroxiacidos o aldehidos
acidos de cadena corta como compuestos estables cuando se oxidan acidos
grasos, aunque en el caso concreto de los triglicéridos R! quedaria uni
do al glicerol formando parte de una molécula no volatil (45) (46).

La influencia de la temperatura en la cantidad de com-
ponentes volatiles originados es enorme, pero la mayor significacidon de
estos compuestos esta relacionada con el mecanismo de autoxidacion a
baja temperatura. En efecto, aunque a baja temperatura la cantidad
de compuestos de oxidacidon total es muy pequefa, la formacidn de aldehi
dos y cetonas de umbrales de deteccidon muy bajos, modifica sustancial-
mente las caracteristicas organolépticas de la grasa, siendo su princi-
pal consecuencia la aparicion de rancidez (43). A elevada temperatu-
ra, sin embargo, la mayor parte de estos compuestos se eliminan del sis
tema debido a su volatilidad, y el mayor interés recae en la elevada
cantidad de componentes no volatiles originados cuyas propiedades nutri
cionales son desconocidas (47).

En resumen, en una grasa sometida a la accidon de la
temperatura y del oxigeno se originan una amplia serie de compuestos



nuevos, volatiles y no volatiles, cuya distribucion es dificil prede-
cir y depende fundamentalmente de la insaturacion de la grasa, de la
disponibilidad de oxigeno, de la temperatura, de la continuidad o dis-
continuidad en el calentamiento y del tiempo de tratamiento (5) (48-51).



1.2.3.- Compuestos especificos originados en
grasas comestibles termoxidadas
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Puesto que las grasas son mezclas de triglicéridos
constituidos por distintos acidos grasos, el resultado de la alteracidn
termoxidativa es una complejisima combinacion de los productos de des-
composicion de los distintos acidos grasos constituyentes.

Por otra parte, dado que la mayor parte de las grasas
termoxidadas comestibles han estado destinadas a les pracesos de prepa-
racion de los alimentos, hay que considerar también, aquellos compues-
tos producidos especificamente como consecuencia de la presencia del
sustrato, cuya influencia en el conjunto es compleja de analizar, dada
Ta amplia posibilidad de interacciones que pueden establecerse entre
Tos productos de alteracidon de la grasa y otros componentes lipéfilos
y no lipofilos del alimento (52-54).

No obstante, desde el punto de vista cuantitativo, la
principal modificacion en la grasa es la introducida por la humedad del
alimento cuya consecuencia es la hidrdlisis de los triglicéridos.

Es importante comentar que, mientras la alteracidn oxi
dativa tiene lugar fundamentalmente en las cadenas grasas insaturadas
constituyentes de los triglicéridos y, por tanto, los productos de al-
teracidn son triglicéridos con‘a]guno de sus restos acilo alterados, la
hidrolisis envuelve la rotura del enlace ester con la consiguiente for-
macion de acidos grasos libres, monoglicéridos, diglicéridos y glicerol.



En sintesis, en las grasas comestibles que han sido
sometidas a calentamiento coexisten los productos de alteracidon térmica,
oxidativa e hidrolitica y, en el caso especifice de las grasas de fritu
ra que son reutilizadas, pueden encontrarse los productos de oxidacidn
producidos tanto a baja como a elevada temperatura. Es necesario te-
ner en cuenta también que las alteraciones estan interrelacionadas.
Asi, es conocido que los acidos grasos originados en la hidrdlisis, son
mas susceptibles de sufrir alteracién térmica y oxidativa que cuando es
tan esterificados (36) aunque, por otra parte, el agua disminuye la
reactividad de 1os hidroperdxidos (55) (56) y establece una barrera a
la solubilizacidon del oxigeno atmosférico cuando la temperatura es su-
perior a 100°C (57).

En conclusidn, la superposicion de las tres alteracio-
nes mas importantes que experimentan las grasas y la posibilidad de so-
lubilizacidon de componentes lipofilicos del alimento, dan lugar a una
complejidad tal que es imposible predecir a priori la composicidn cuali
0 cuantitativa de la mezcla de productos resultantes de la fritura de
un alimento. Es posible, sin embargo, aunque el proceso sea degrada-
tivo y sea inevitable la accion de las tres variables, seleccionar las
mejores condiciones de las variables externas para disminuir la altera-
cidn total producida, entre las cuales destaca por su importancia el
grado de insaturacidon de la grasa, que merece un comentario particular.

La influencia de 1a composicion de la grasa esta direc
tamente relacionada con la distinta susceptibilidad a la oxidacion de
los acidos grasos.

En efecto, se ha comprobado que la velocidad de auto-
xidacidn para los tres principales acidos constituyentes de la grasa
(oleico, linoleico y linolénico) es proporcional a 1 : 40-50 : 100 :en
lo que se refiere a la absorcion de oxigeno y a 1 : 12 : 25 en cuanto
a la formacion de hidroperdxidos (37).

Los resultados indican que la oxidacidon se incrementa



enormemente cuando se pasa del acido oleico al linoleico y la explica-
cion es sencilla considerando la fase de iniciacion de la cadena auto-
xidativa ya que, dada la posicidon de los dobles enlaces en el caso de
los acidos poliinsaturados, existe un sistema pentadiénico con un car-
bono en posicion especialmente activada por la influencia simultanea de
dos dobles enlaces. Esta situacion, que no puede existir en el caso
del acido oleico, se encuentra duplicada en el acido linolénico.

La alteracion obtenida en grasas de fritura de diferen
te grado de insaturacion no reproduce, sin embargo, las diferencias que
serian de esperar a partir de los resultados anteriores, obtenidos con
sistemas modelo de acidos grasos o ésteres metilicos puros, debido, fun
damentalmente, a la accion catalitica de los acidos grasos poliinsatura
dos respecto a los de menor insaturacion y a la importancia de la alte-
racion hidrolitica que afecta al enlace ester y no depende de la insatu
racion de la grasa. No obstante, esta suficientemente comprobado el
papel prioritario de la oxidacion en la formacion de los compuestos de
menor valor nutricional y la importancia de utilizar en la fritura gra-
sas de insaturacion media o baja, exentas de prooxidantes.



1.2.4.- Evaluacion analitica de la alteracion



E1 incremento en el consumo de grasas que han sido so-
metidas a elevadas temperaturas, ha tenido como consecuencia que distin
tos sectores, entre los que destacan las Administraciones Piblicas y
Tos Consumidores, estén interesados en conocer el alcance de la altera-
cidn producida en las grasas para establecer limites a su utilizacién.
Por ello, uno de los objetivos fundamentales en el estudio de las gra-
sas termoxidadas es encontrar métodos analiticos, exactos y reproduci-
bles, que proporcionen una buena medida de la degradacidn producida en
la termoxidacion.

En pasadas décadas, debido a la complejidad de los com
puestos originados, la evaluacidn estaba basada exclusivamante en indi-
ces analiticos de caracter general (viscosidad, indice de peréxidos,
acidez... etc.) relacionados con grupos de compuestos originados en la
termoxidacidn, pero sin posibilidad de establecer una relacién entre la
variacion de estos indices y la alteracidn total.

E1 desarrollo de Tas técnicas cromatograficas de sepa-
racion ha abierto en los G1timos afios perspectivas mas favorables desde
el punto de vista analitico y ha permitido iniciar la puesta a punto de
métodos que evallen la alteracion de forma mas directa, cuantificando
los nuevos productos de alteracion.

Este capitulo se ha dividido en tres apartados que res

ponden a las tendencias mas destacadas en el analisis de grasas termoxi
dadas:

1) Evaluacion mediante indices de caracter general.
2) Cuantificacidén de productos mayoritarios de alteracion.

3) Sistematicas analiticas para la evaluacion general de la alteracion.



1.2.4.1.- INDICES ANALITICOS

una

E1 desarrollo de la alteracidon termoxidativa origina
serie de cambios fisicos y quimicos en la grasa, alguno de ellos

facilmente observables, entre los que destacan:

1.-

9.-

Variacion de los caracteres organolépticos, caracterizado por el de
sarrollo de olores y sabores tipicos relacionados con los componen-
tes volatiles.

Incremento de la viscosidad y densidad como consecuencia de las
reacciones de polimerizacion.

Oscurecimiento atribuido a la presencia de compuestos carbonilicos
insaturados o componentes polares del alimento solubilizados en la
grasa.

Tendencia a la formacion de espuma relacionada también con los pro-
ductos de polimerizacion y sustancias anfifilicas procedentes del
alimento.

Disminucion del punto de humo debido a la eliminacidon de componen-
tes volatiles.

Incremento de la extincidn especifica a 232 y 270 nm como consecuen
cia de la formacion de dobles enlaces conjugados y compuestos carbo
nilicos a, g - insaturados.

Variacion en la composicion de acidos grasos caracterizada por el
incremento de Tos acidos saturados en relacion a los insaturados,
mas propensos a sufrir alteracion.

Aumento de la acidez libre fundamentalmente debido a reacciones de
hidrolisis.

Disminucidn del indice de lodo que tiene lugar a medida que se eli-
minan dobles enlaces en las reacciones de polimerizacién, ciclacién,
etc.



Todos estos cambios generales han sido utilizados para
la evaluacidn de las grasas termoxidadas o de fritura, y sus variacio-
nes han servido para establecer diferencias en el comportamiento de dis
tintos aceites y grasas (58-62), para analizar la influencia de distin-
tas variables (63-67), o, incluso, ‘partiendo de un aceite y condiciones
determinadas, evaluar la correlacion entre las medidas que dichos indi-
ces proporcionan (65) (68-70). |

Entre sus caracteristicas destacan su facil y rapida
realizacidn, no requerir equipos costosos o de dificil manejo y propor-
cionar resultados exactos y reproducibles, todas ellas caracteristicas
positivas que los hacen muy apropiados como métodos de control en indus-
trias relacionadas con la fritura de alimentos. No obstante, hay que
tener presente una exigencia minima que debe cumplir cualquiera de ellos
y es, ldgicamente, que su valor esté relacionado con la alteracidn pro-
ducida y sdlo con ella. Desde este punto de vista, los indices clasi
cos no estan exentos de alguno de Tos siguientes inconvenientns:

1.- Necesidad de tomar como valor de referencia el de la grasa no calen
tada.

N
2.- Evaluacion de un aspecto muy parcial de la alteracion e incluso, en
algun caso, no directamente relacionado con ella.

3.- Dependencia de otros factores ajenos a la alteracion de la grasa y
mas influenciados por la solubilizacidon de componentes del alimento.

No obstante, la enumeracidon de los inconvenientes de
los indices sb6lo pretende avisar sobre la utilizacion indiscriminada de
los mismos y no implica, de ningln modo, la duda sobre su eficacia y
utilidad en situaciones donde se demuestre su validez (71) (72).

Tal demostracidon hace referencia al conocimiento de la relacidn existen
te entre su variacion y la alteracion total producida, para lo que es
fundamental disponer de métodos analiticos que evaliien directamente los

compuestos de degradacidn (73).



1.2.4.2.- CUANTIFICACION DE LA ALTERACION TERMOXIDATIVA

La medida directa de la alteracion tiene la enorme ven
taja de eliminar los inconvenientes de los indices clasicos, ya que,
junto a la posibilidad de evaluar compuestos especificamente relaciona-
dos con la degradacidon, existe un claro valor de referencia para la gra
sa inicial, donde la cantidad de los compuestos alterados debe ser prac
ticamente nula.

E1 desarrollo de estos métodos estad directamente rela-
cionado con Ta mejora de las técnicas cromatograficas, como puede verse
en la Tabla II, donde se resumen las principales determinaciones, dife-
renciadas en dos grupos segiin se trate de obtener una medida global de
la alteracion producida o la cuantificacidn de grupos especificos de
compuestos.

a) Determinacion de la alteracion global

E1 objetivo de estas determinaciones es la separaciodn
de 1a muestra en dos fracciones, conteniendo una de ellas la parte de
la grasa que queda sin alterar, mientras en la segunda se concentran
los productos de degradacion. La diferencia de polaridad entre ambos
grupos de compuestos constituye la base de esta separacion que puede
realizarse partiendo de la propia grasa, 10 que sin duda simplifica la
metddica analitica, o bien obteniendo previamente derivados mas simples
de triglicéridos, fundamentalmente ésteres metilicos, para disminuir la
complejidad de Ta muestra.

La determinacion de la alteracidn partiendo directamen
te de la grasa, ha sido puesta a punto utilizando la cromatografia 1i-
quida (75-78), y la cromatografia clasica en columna (79-82).

En el primer caso, el analisis se realiza en sélo 20
minutos con resultados muy reproducibles, pero exige un complicado sis-



Tabla II.- Métodos analiticos para la cuantificacion de la alteracion

termoxidativa.

DETERMINACION ANALITICA

TECNICA UTILIZADA

1. Determinacion global

- Compuestos Polares
(triglicéridos)

- Material no eluido
(ésteres metilicos)

- Esteres metilicos
no polares

2. Determinaciones especificas

- Monomeros ciclicos
(8steres metilicos)

- Dimeros
(ésteres metilicos)

- Dimeros no polares
(triglicéridos o
ésteres metilicos)

Cromatografia en columna de silice
Cromatografia 1iquida

Cromatografia gas-1iquido

Cromatografia en columna de silice
Cromatografia gas-1iquido

Cromatografia gas-liquido
Cromatografia gas-liquido

Cromatografia 1iquida




tema de acondicionamiento de la columna asi como disponer de un instru-
mental sofisticado. Por otra parte, la obtencidn de resultados fia-
bles estad condicionada a un tratamiento complicado del eluyente de 1la
columna consistente en la eliminacion del disolvente, comBustién y re-
duccidn de los productos de pirdlisis a metano que pasa finalmente a un
detector de ionizacion de 11ama. Por el contrario, el método que uti
Tiza la cromatografia en columna, también de elevada reproducibilidad,
se caracteriza por la simplicidad de los medios requeridos para su pues
ta a punto y ha sido recomendado por la I.U.P.A.C. para la evaluacidn
de grasas de fritura.

E1 método consiste en la separacion en columna de sili
ce de 1 gramo de grasa en condiciones muy bien normalizadas. Median-
te elucion con hexano:éter 87:13, se obtienen los triglicéridos no alte
rados y en una posterior elucidn con &ter etilico se recogen los com~
puestos mas polares, determinandose ambas fracciones gravimétricamente.

En cuanto a los métodos de evaluacion total de la alte
racion partiendo de los ésteres metilicos, cabe destacar el semimicromé
todo desarrollado por Guillaumin para la determinacidn de especies qui-
micas nuevas mediante cromatografia en columna de alimina, obteniendo
distintas fracciones eluidas con disolventes de polaridad creciente (83)
y la determinacion de compuestos no eluidos en cromatografia gas-
liquido (84). No obstante, l1a reproducibilidad de estos métodos que
parten de una pequefia cantidad de muestra, es muy inferior a la de los
procedimientos descritos anteriormente.

Por ello, es interesante la modificacion realizada pa-
ra aplicar a los ésteres metilicos la metddica recomendada por la IUPAC
anteriormente citada (85).  Después de latransesterificacion de la gra-
sa y la eleccién del disolvente apropiado para compensar 1a diferencia de
polaridad entre los triglicéridos y los ésteres metilicos, es posible
obtener una medida cuantitativa de los acidos grasos que han sufrido al
teracion, con los mismos valores de reproducibilidad que la determinacion
en Ta que esta inspirada.
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La principal diferencia entre ambos métodos es que
cuando se utiliza la grasa se obtiene una medida de Ta alteracidn total
originada, mientras que partiendo de los ésteres metilicos se evalidan
s6lo los acidos grasos producidos por alteracidon oxidativa y térmica.
Dada la necesidad de relacionar los compuestos de alteracidon originados
con sus propiedades fisiologicas, esta ultima medida tiene mayor signi-
ficacion puesto que excluye la cuantificacion de los pkoductos de hidrd
1isis cuya participacion en la modificacion de las propiedades de la
grasa es nula por ser los originados por accidon enzimatica previa a la
absorcion.

b) Determinacion de compuestos especificos de la alteracion

Uno de los objetivos mas perseguidos en el analisis de
grasas termoxidadas es el de encontrar compuestos especificos de la al-
teracidon que puedan ser cuantificados con exactitud. Entre los mas
representativos figuran los mondmeros ciclicos y compuestos po]iméritos
en cuyas determinaciones se ha avanzado sensiblemente en la Gltima dé-
cada, aunque pueden ser todavia mejorados.

Monémeros ciclicos

La importancia de estos compuestos, que se originan por
ciclacidn intramolecular de acidos grasos poliinsaturados, es debida
tanto a su toxicidad potencial como a su especificidad respecto de la
alteracidon térmica.

Su determinacidn se realiza a partir de los ésteres me-
tilicos, mediante cromatografia gas-liquido previa hidrogenacion de la
muestra (86), incluyendo la mayoria de los métodos un paso intermedio
de aduccion con urea (87) (88), o cristalizacion a baja temperatura (89),
para eliminar la mayor parte de los ésteres metilicos no alterados y
conseguir una concentracidn de los compuestos de interés. No obstan-
te, debido a la naturaleza quimica alin desconocida de algunos de los



mondmeros ciclicos originados, a su baja concentracion en la muestra
total, y a la complejidad de la metddica utilizada, la exactitud y re-
producibilidad del método son discutidas (90-92).

Su formacion prioritaria a partir de acidos grasos con
3 o mas dobles enlaces, solo confiere a esta determinacidn una importan
cia especifica en la evaluacion de aceites que contengan cantidades sig
nificativas de acido linolénico que, precisamente por ello, son poco
utilizados a elevada temperatura.

Compuestos poliméricos

La mayoria de los métodos analiticos puestos a punto
para la evaluacion de los compuestos de polimerizacidn utilizan la cro-
matografia de permeacion sobre gel, ya sea partiendo directamente de la
muestra de grasa (77) (93-97) o de los ésteres metilicos (94) (98).

Aun cuando es una determinacion de gran interés dada
su relacidon con los cambios fisicos mas visibles producidos en la grasa,
es dificil conseguir una buena separacidon de estos compuestos por cons-
tituir un grupo poco homogéneo tanto en peso molecular como en polari-
dad (22).

Especial atencidon merecen los dimeros formados en el
primer paso de la reaccion de polimerizacion y cuya valoracidn a partir
de los ésteres metilicos resulta, en la actualidad, menos problematica.
Su determinaciém se ha realizado mediante cromatografia gas-liquido uti
lizando fases no polares (100).

Dentro de este grupo de determinaciones destaca el mé-
todo desarrollado para determinar en un mismo andlisis los ésteres meti
Ticos que no han experimentado degradacion y los dimeros de baja polari
dad producidos por alteracion térmica (101). Para ello, se utiliza
una fraccidon separada previamente mediante cromatografia en columna de
silice que contiene exclusivamente ambos grupos de compuestos, estable-
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ciéndose las condiciones cromatograficas para garantizar su separacion
posterior en un periodo corto de tiempo. Se pueden obtener asi dos
valores representativos de la alteracion termoxidativa y térmica en un
mismo analisis.

1.2.4.3.- SISTEMATICAS ANALITICAS PARA LA EVALUACION DE LOS COMPUESTOS
ORIGINADOS EN LA TERMOXIDACION DE GRASAS

Un tercer nivel de evaluacion de las grasas termoxida-
das esta relacionado con los procedimientos complejos, que incluyen el
fraccionamiento y el analisis estructural de los productos de altera-
cidn, cuyo objetivo es obtener una informacion completa y detallada de
la distribucidon de los compuestos degradados. Esta informacidn es
esencial para la definicidon de los efectos fisioldgicos de los diferen-
tes grupos de compuestos y para el desarrollo de métodos analiticos mas
simples que puedan servir de control de la alteracion. Los sistemas -
mas clasicos estan basados en diferencias de solubilidad (102) (103),
de volatilidad (104-106) o en la distinta capacidad de los compuestos
para formar aductos con la urea (107-109). No obstante, la imposibi-
lidad de obtener separaciones bien definidas utilizando las diferencias
de solubilidades, la posibilidad de formacion de artefactos durante la
destilacion, y la dificultad de los acidos grasos mas insaturados para
formar aductos, han ido relegando la utilizacion de estas técnicas de
separacidn que han sido sustituidas por las cromatograficas.

E1 primer esquema basado exclusivamente en separacio-
nes cromatograficas (41) es una excelente muestra de las posibilidades
de combinacidon de estas técnicas aplicadas a los ésteres metilicos pa-:
ra obtener 5 grupos de compuestos de caracteristicas bien definidas.
Las dos fracciones basicas conseguidas por cromatografia de particidn
en fase inversa, son posteriormente recromatografiadas en base a dife--
rencias de polaridad y de peso molecular respectivamente. Este estu
dio, que ha significado una importante contribucidn al conocimiento de
los productos de alteracion, no ofrece resultados desde el punto de



vista cuantitativo.

Merece igualmente ser destacada la compleja evaluacion
de grasas alteradas puesta a punto por Gere (49), que parte directamen-
te de los triglicéridos y se desarrolla en dos secuencias independien-
tes. En la primera se realiza una separacidn por pesos moleculares
seguida de un fraccionamiento por polaridades, mientras en la sequnda
se realiza un fraccionamiento inverso: primero sobre columna de silice
por polaridad y a continuacion por pesos moleculares utilizando la cro-
matografia de permeacion sobre gel.

Finalmente, merece un comentario aparte la Unica sis-
tematica andlitica existente que, con fines exclusivamente cuantitativos,
combina las técnicas de cromatografia en columna y gas-liquido, y el
tratamiento de la muestra de grasa como tal con el analisis de los éste
res metilicos (110), utilizando como base los métodos analiticos mas re-
producibles. E1 procedimiento permite en una primera separacion eva-
Tuar sobre la grasa la alteracion -cuantitativa total. A partir de
Tos ésteres metilicos de los triglicéridos alterados, en una posterior
separacion se determina la cantidad de acidos grasos no alterados, dime
ros no polares y compuestos de oxidacidn y poliméricos.

En resumen, un analisis objetivo de las posibilidades
analiticas actuales permite deducir que ha existido un significativo
avance en la dltima década en el desarrollo de métodos directos de eva-
Tuacidn , aunque se sigue considerando que es necesario hacer un esfuer
zo en la investigacién de nuevas posibilidades analiticas o en la mejo-
ra de las determinaciones existentes.



1.3.- CONSECUENCIAS DE LA INGESTION DE GRASAS
TERMOXIDADAS



Los conocimientos actuales sobre los efectos fisioldgi-
cos de las grasas sometidas a condiciones de termoxidacién han sido ad-
quiridos en los dltimos 30 afios a través de un elevado nimero:.de estu-
dios. Existen, por ello, varias revisiones bibliograficas sobre as-
pectos parciales o generales del tema, entre las que destacan las reali
zadas por Artman (2), Potteau y Causeret (111), Perkins (112), Grandgirard
(113), Causeret (114) y Ruiz (115).

E1 examen de estas publicaciones muestra una gran di-
vergencia en los resultados obtenidos. Mientras para ciertos autores
el consumo de grasas termoxidadas tiene consecuencias negativas que in-
cluyen, en ciertas experiencias, la muerte de los animales experimenta-
les, para otros la diferencia con la grasa no calentada reside en leves
consecuencias fisioldgicas, sin que deba hablarse de toxici-
dad en sentido estricto. Finalmente, existen muchos estudios en los
cuales no se encuentran diferencias entre grasas calentadas y frescas.

En el presente apartado se resumen las caracteristicas
generales de Tos estudios realizados, que justifican las discrepancias
existentes, y se analizan los resultados de los trabajos mas representa
tivos, particuiarmente los relacionados con la cuantificacion de com-
puestos absorbidos y no absorbidos. Finalmente se deducen las conclu
siones obtenidas de esta revisidn bibliografica que pueden ser de inte-
rés general para la continuacidn de 1os estudios en este area.



1.3.1.- Caracteristicas generales de los estudios



Es dificil sistematizar los resultados obtenidos sobre
las consecuencias de la ingestion de grasas termoxidadas y, sobre todo,
deducir de ellas conclusiones de validez general que puedan ser traduci
das en recomendaciones Gtiles en relacion con el consumo de grasas en
la dieta.

— A los problemas mas clasicos de los estudios toxicold-
gicos sobre cualquier sustancia - dificultades de extrapolar los resul-
tados obtenidos en distintos animales experimentales, dosis suministra-
das, tiempo y tipo de tratamiento aplicado a los animales, etc. - que
ocasionan miltiples discrepancias en el estudio de la accidn sobre el
organismo de compuestos puros, se unen los problemas derivados de 1a
complejidad de las grasas que se pretenden evaluar.

En efecto, se ha expuesto en capitulos precedentes la
amplia serie de modificaciones que experimenta la grasa durante el tra-
tamiento termoxidativo y la dificultad que existe para caracterizar,
tanto cualitativa como cuantitativamente, los compuestos originados.
Por ello, la opinidn de los investigadores se ha orientado fundamental-
mente en dos direcciones, sin dejar de reconocer cada grupo que existen
también razones importantes para sustentar la contraria. Las dos
orientaciones en los estudios se resumen en las siguientes ideas:

1.- El interés de los estudios toxicoldgicos y nutricionales sobre las
grasas termoxidadas seria muy limitado si éstas no fuesen ingeridas
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en la dieta. Por ello, no tiene mucha utilidad establecer condi
ciones abusivas muy alejadas de la situacidn de consumo real.

2.- Los efectos nutricionales y toxicoldgicos de las grasas termoxida-
das deben depender de la accién de compuestos especificos cuyos ni
veles de ingestidon se desconocen. Por tanto, es necesario obte-
ner una informacidon detallada sobre la accidon de los citados com-
puestos en dosis muy superiores a las ingeridas para asegurar la
salubridad de las grasas consumidas.

Esta falta de acuerdo en los objetivos queda reflejada
en la Tabla III, donde se muestran las distintas muestras de grasa que
han sido utilizadas en Tlos estudios asi como los valores mis represen-
tativos de las principales variables implicadas. A partir de ella,
se comprende facilmente que, en cualquier caso, el efecto obtenido pue-
de deberse a varios grupos de compuestos y, por ello, no es extrafio que
Tas conclusiones de los trabajos realizados sean controvertidas. Co-
mo puede observarse, los estudios incluyen distintos tipos de grasa y
distintos tipos de calentamiento en 1o que se refiere a temperatura,
tiempo de aplicacidon y condiciones de tratamiento, que dan lugar a com-
puestos de alteracidn muy diferentes.

La consecuencia de esta situacion es que, desgraciada-
mente, a pesar de la cantidad de estudios existentes, la posibilidad de
establecer criterios generales aplicables se vislumbra alin muy lejana.



Tabla III.- Caracteristicas generales de las grasas utilizadas en estudios nutricionales.

MUESTRAS

TRATAMIENTO

COMPUESTOS
MAYORITARIOS

1.- Grasas de fritura

Exposicion al aire
sin borboteo

Compuestos caracteristicos
de las alteraciones ténmica,
oxidativa e hidrolitica

2.~ Grasas termoxidadas

Exposicidn al aire
sin borboteo

Compuestos caracteristicos
de Tas alteraciones témica .
y oxidativa

3.- Grasas termoxidadas
sometidas a oxidacion
forzada

Borboteo de aire

Compuestos de oxidacion
de alto peso molecular

4.- Grasas sometidas
a alteracidn térmica

Ausencia de aire

Mondomeros ciclicos
Dimeros y polimeros térmicos

5.~ Grasas oxidadas
a temperatura
baja o media

Con o sin borboteo
de aire

Peroxidos
Mondémeros oxidados
Dimeros oxidados

6.- Fracciones
concentradas en
compuestos de alteracion

Con o sin borboteo
de aire

RANGO DE
TEMPERATURAS
160 - 220°C
180 - 220°C
150 - 300°C
250 - 350°C

50 - 150°C
20 - 350°C

Acidos originados: por
alteracion oxidativa y
térmica



1.3.2.- Toxicidad potencial de las grasas
termoxidadas



En este epigrafe se resumen los principales resultados
obtenidos en los estudios toxicoldgicos de grasas termoxidadas en muy
diferentes condiciones de tratamiento. Dado que el presente trabajo
no estd mas que indirectamente relacionado con este aspecto, se preten-
de resumir la informacidon mas relevante que justifica en el momento ac-
tual la necesidad de disponer de mejores técnicas analiticas de evalua-
cidn cuantitativa pera profundizar en la significacion de los resulta-
dos obtenidos. E*isten, por otra parte, excelentes revisiones (2)(114)
donde puede encontrarse una informacion mas detallada sobre el tema.

En general, puede decirse que los efectos observados
por la ingestidn de grasas termoxidadas son muy variados y que dosis
elevadas de determinados compuestos son capaces de producir alteracio-
nes en el organismo vivo. Los efectos mas negativos se relacionan
con los compuestos monomeros de oxidacion producidos a temperaturas re-
lativamente bajas y los compuestos mondmeros de origen térmico, origina
dos a elevada temperatura en ausencia de oxigeno. Ambos grupos de
compuestos son, sin embargo, poco representativos de las condiciones de
oxidacion no forzada a elevada temperatura, maxime cuando se encuentra
presente el alimento.

Dadas las diferentes condiciones de tratamiento utili-
zadas en las experiencias con animales experimentales, se han diferen-
ciado los grupos de trabajo que podrian representar condiciones diferen
tes en cuanto a Tos productos de alteracidn obtenidos.



1.3.2.1.- GRASAS OXIDADAS A TEMPERATURAS POCO FLEVADAS

Los principales compuestos originados por este tipo de
tratamiento son los compuestos de oxidacion monoméricos. E1 incremen
to en la temperatura y en el grado de insaturacion de la grasa favore-
cen de forma acelerada la formacion de compuestos de polimerizacion.

Los estudios mas interesantes y significativos han si-
do realizados por Kaunitz y col., y son clasicos para comprobar la in-
fluencia que tienen las condiciones de tratamiento en los resultados
obtenidos.

Sus primeros estudios (116-119) muestran que la intro-
duccidn en la dieta de un 20% de aceite de algoddon calentado de 8 a 12
dias a 95°C produce en las ratas una disminucidn clara del peso corpo-
ral y 1a muerte en algunas semanas. Se constata, al mismo tiempo,
que la adicion de aceite fresco a la dieta sin disminuir la cantidad
del oxidado, ateniia marcadamente los efectos citados. Por otra parte,
Ta fraccion mas polimérica aislada del aceite de algoddn, introducida
al 20% en la dieta, ocasiona la muerte de las ratas en una semana mien-
tras que cuando disminuye el porcentaje, el crecimiento se interrumpe y
s6lo la mitad de los animales mueren.

Lo mas curioso es gque los propios autores concluyen
que no puede decirse que cualquier oxidacion a temperatura pocc elevada
origine una disminucion en las propiedades nutricionales de la grasa,
ya que posteriores estudios del mismo grupo (120) (121) prueban que la
administracion prolongada de distintas grasas comestibles oxidadas a
60°C, durante 40 horas, no produce retardo en el crecimiento e, incluso,
la lTongevidad es algo superior a la de los animales testigos alimenta-
dos con la grasa no tratada.

La polémica relacionada con la accion de los compues-
tos de oxidacidn estd originada, por tanto, desde el comienzo de los



estudios debido a los resultados obtenidos por un mismo grupo de traba-
Jjo y en condiciones de tratamiento similares.

1.3.2.2.- GRASAS SOMETIDAS A OXIDACION FORZADA A ELEVADA TEMPERATURA

En estas condiciones, los principales compuestos origi
nados son dimeros y polimeros con miiltiples funciones oxigenadas inclui
das en la molécula (122).

Los resultados mas significativos han sido obtenidos
por el equipo de Kummerow-Perkins. La introduccidon de la grasa calen
tada a 180-200°C durante 24-48 horas, con borboteo de aire, produce una
clara disminucion del crecimiento, tanto mayor cuanto mas rica esla gra
sa en acidos poliinsaturados (123), aunque no se detecta ninguna dife-
rencia en la tasa de mortalidad en relacion con la ingestion de grasa
fresca. El efecto nevativo es atenuado si se incrementa el aporte
vitaminico en la dieta (124).

Los autores han demostrado que los compuestos responsa
bles se encuentran en la fraccidon constituida por los acidos grasos no
destilables y que no forman complejos con la urea (125), a pesar de que
son menos sensibles a la accidon de los enzimas hidroliticos que inter-
vienen en el paso previo a la absorcidn de la grasa (123). La muerte
de una parte de Tos animales experimentales ha sido s6lo constatada por
otro grupo de trabajo utilizando aceites de pescado muy insaturados
(126) (127).

1.3.2.3.- GRASAS ALTERADAS TERMICAMENTE EN AUSENCIA DE OXIGENO

Mientras la oxidacion de la grasa en los estudios an-
teriormente descritos Tleva implicita la accidon de la temperatura en ma
yor o menor grado, la ausencia de la accion del oxigeno mediante la



proteccion de la muestra con un gas inerte, garantiza que los compues-
tos de alteracion se deben a la accion de una sola de las variables de
mayor interés. Por ello, los compuestos obtenidos, aunque poco repre
sentativos de las cantidades originadas en la termoxidacion, son mas es
pecificos y han podido ser bien separados en dos importantes grupos:

- Acidos mondmeros ciclicos con nicleos ciclohexénicos,
ciclohexadiénicos e incluso aromaticos.

- Dimeros y polimeros ciclicos y no ciclicos.

E1 principal procedimiento de separacion utilizado com
bina la aduccidn con la urea, para separar por precipitacion los acidos
grasos no alterados, y la posterior destilacion de la fraccidn no aduct
table, para obtener en el destilado los compuestos mondmeros y en el re
siduo 1a fraccidon polimérica.

Las conclusiones mas interesantes se obtuvieron por
los equipos de Crampton en Canada en los afios 50, trabajando con aceite
de linaza. que contiene un porcentaje muy elevado de acido linolénico
(128-130), y han sido posteriormente confirmados en todos los estudios
que parten de aceites poliinsaturados (131-133). Los resultados indi
caban que con sdlo 12 horas de calentamiento a 275°C, se causaba la mor
talidad de las ratas cuando el aceite se incluia en la dieta al 20%.

E1 posterior fraccionamiento del aceite demostraba que la mayor toxici-
dad residia en la fraccidn destilable no aductable, es decir, en los
acidos monodmeros ciclicos. La fraccion polimérica, por su parte, ori
ginaba una disminucion del crecimiento pero no parecia ser estrictamen-
te toxica. Ademds, se daba por hecho que los compuestos obtenidos,
alin perteneciendo al mismo grupo, tenian distinta estructura, puesto
que eran mucho menos activos si provenian de aceites de girasol o soja.

E1 interés de los resultados ha conducido al desarro-
110 de muchos estudios posteriores mas profundos para conocer la forma
de asimilacidn de estos compuestos. Asi, Iwaoka y Perkins (134) ob-
servaron que la mayor parte de la radiactividad administrada bajo la



forma de acidos mondmeros ciclicos marcados con ]4C se encontraba en la
orina y, mas directamente, Grandgirard et al. (135) comprobaron que
existe una cantidad elevada en la orina de acido glucurdnico conjugado,
una de las vias principales de detoxificacion, paralela a la presencia
de mondomeros ciclicos en la dieta.

No debe olvidarse, finalmente, que tales resultados no
se obtienen mas que cuando se utilizan aceites muy insaturados y que
las condiciones se han elegido para favorecer la formacion de compues-
tos no oxigenados, que se encuentran en cantidades inapreciables en las
grasas consumidas.

1.3.2.4.- GRASAS TERMOXIDADAS EN AUSENCIA DE ALIMENTO

En este grupo estan incluidos la mayor parte de los es
tudios realizados y en e.los se han obtenido los resultados mas dispa-
res y menos explicadus. Mientras en otras situaciones la diferencia
de comportamientos en distintas experiencias puede, en cierta parte,
Justificarse por el grado de insaturacion de las grasas utilizadas o
por los diferentes tipos de tratamiento, en este caso se obtienen en
ocasiones resultados dispares utilizando la misma grasa y valores de la
variables temperatura y oxigeno disponible muy similares (2) (3).

La principal razon de elegir este tipo de tratamiento,
que consiste en calentar la grasa a elevada temperatura sin evitar la
accidon del oxigeno atmosférico, se debe a que Tos compuestos originados
son representativos de los que se producen en las grasas comestibles y
pueden obtenerse en condiciones de mayor control. En efecto, siempre
que la temperatura se mantenga alrededor de 200°C, el tiempo de trata-
miento no sea excesivo y se establezcan periodos de discontinuidad en
el calentamiento, la mezcla de productos de alteracion obtenidos que de
rivan de la existencia de acidos grasos insaturados, debe incluir los
compuestos presentes en grasas comestibles calentadas. Las principa-
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les diferencias residen en la ausencia de los compuestos originados de-
bido a Ta humedad del alimento y en la mayor concentracidon de los origi
nados via térmica u oxidativa.

Entre los trabajos realizados, la mayor parte de ellos
indican la inexistencia de toxicidad cronica o aguda cuando las grasas
son tratadas a temperaturas cercanas a los 200°C, durante tiempos que
oscilan desde horas hasta 8 dias y porcentajes en la dieta hasta del
20%, acusandose como maximo una ralentizacion del crecimiento y aumento
del tamafio del higado de los animales (136-140). Una excepcion sor-
prendente la constituye el estudio de Binet y Wellers (141) que han ob-
servado una fuerte mortalidad en ratas sometidas a regimenes contenien-
do el 16% de mantequilla, aceite de cacahuete o margarina calentado a
180°C durante 20 minutos.

Los estudios realizados con fracciones concentradas en
productos de alteracidn muestran, sin embargo, una mayor variabilidad
en los resultados (142-145) y permiten atribuir los efectos mas nocivos
a los compuestos mondmeros ciclicos y oxidados asi como a los dimeros
polares. Por el contrario, los dimeros apolares y los polimeros no
parecen tener un efecto significativo. Un resultado digno de aten-
cidn, por su repercusidn, es el obtenido por el grupo de trabajo de la
Food and Drug Administration que constantan una fuerte mortalidad en
animales muy jovenes cuando se les suministra por intubacidon gastrica
1 m1/100 g de peso de la fraccidn no aductable con urea (146). Ellos
mismos indican, no obstante, que la accion esta muy influenciada por el
contexto nutricional y que la mortalidad disminuye drasticamente si al
mismo tiempo se les proporciona una alimentacion equilibrada. Este
ultimo hecho ha conducido a estudios para conocer si la incorporacion
de grasa alterada a la dieta puede originar una rapida destruccion de
nutrientes de la dieta o la perturbacion de las rutas metabdlicas que
afectan a las vitaminas (147-149).

De la discusion anterior debe quedar de manifiesto que
no existe un conocimiento detallado de las consecuencias de la ingestion



de grasas termoxidadas, para 1o cual seria necesario trabajar con mues-
tras mucho mejor definidas (2). No obstante, el principal valor de
estos estudios ha sido estimular el desarrollo de trabajos en condicio-
nes cada vez mas parecidas a las que se dan en la practica culinaria y
dirigir las investigaciones hacia los efectos mas relacionados con los
compuestos presentes en las grasas que han sido usadas en la prepara-
cion de alimentos (150).

1.3.2.5.- GRASAS DE FRITURA

Hay un gran contraste entre el elevado nimero de estu-
dios realizados con grasas calentadas a elevada temperatura en ausencia
de alimento y el relativamente escaso de los que describen los efectos
de grasas que han sido previamente utilizadas en fritura.

La causa »rincipal es la reticencia de los investigado
res-a utilizar muestras cuyas variables de tratamiento son indefinidas,
ya que frente a la indudable ventaja de los estudios relacionados con
grasas de fritura, que reside en ser representativos de las ingeridas,
su inconveniente mas importante es la imposibilidad de extraer conclu-
siones de caracter general, por desconocimiento del tratamiento previo.

Sin embargo, la diversidad de resultados obtenidos en
los estudios realizados con un mayor control y la indudable mejora in-
troducida por las técnicas instrumentales de separacidn y cuantifica-
cion, particularmente la determinacion de componentes polares gliceri-
dicos (79), han conducido al desarrollo en los @ltimos afios de trabajos
realizados en condiciones cada vez mas reales (150).

En general, se observa que los estudios realizados con
grasas de fritura indican la ausencia de toxicidad en sentido estricto
(124) (150-153) y sblo la utilizacién de dietas conteniendo la fraccidn
no aductable con urea resultd ser toxica cuando se administraba a dosis
muy elevadas (4) (154). En este caso, a partir de los resultados de
estudios a Targo plazo, los autores extraian la conclusion mas aceptada
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en la actualidad, que resumian en la siguiente idea: " Las grasas usa-
das en fritura contienen muy pequefias cantidades de sustancias que son
toxicas para las ratas, cuando se administran en dosis muy elevadas,
aunque la utilizacion total de la grasa de que provienen no produce
efectos apreciables en los animales que las consumen".

Finalmente, un estudio que merece ser comentado aparte
por su diferencia con todos los anteriores, ha sido realizado por el
grupo de Billek en Alemania (155-157). Este grupo ha desarrollado el
primer método analitico de utilizacidon general para la cuantificacion
global de todos los compuestos de degradacidn en las grasas de fritura
que, como ya hemos comentado, utiliza la cromatografia en columna direc
tamente sobre la grasa. Tal separacion se ha aplicado en escala in-
dustrial a los aceites de girasol desechados de una industria dedicada
a la preparacion de productos prefritos y las fracciones obtenidas, asi
como el aceite original no calentado y el aceite de fritura, se han uti
lizado para alimentar 4 grupos de ratas a largo plazo. E1 interés
del estudio consiste en que, por primera vez, se suministra a animales
experimentales una fraccion concentrada en compuestos de degradaciodn
con la misma estructura en que se-encuentran en la grasa, y los resulta
dos obtenidos indican que sélo la dieta que contiene la fraccidn altera
da al 20% provoca una pequefia pero significativa reduccidn en el creci-
miento y un incremento del peso de higado y rifiones. Teniendo en
cuenta que los animales se recuperan facilmente cuando vuelven a una
dieta normal y que la cantidad de productos de alteracidon incluida en
la dieta es excesiva, puesto que significaria un consumo diario supe-
rior a 1 Kg de compuestos de alteracidon en una persona de 70 Kg de peso,
Tos autores concluyen que el consumo de grasas de fritura no supone nin
gin riesgo para la salud.

La conclusion mas relevante del conjunto de estudios
dirigidos a conocer la accidon en el organismo de los compuestos origi-
nados durante la termoxidacion de las grasas, es la necesidad de susti-
tuir la evaluacion de las muestras basada en las condiciones de trata-
miento por el conocimiento de los niveles en que se encuentran los gru-
pos de compuestos mas representativos que pueden influir en las propie-
dades fisioldgicas de las grasas. Solo de esta forma sera posible,
en una primera etapa, establecer una comparacion de resultados entre
distintos estudios basada en la alteracidon real producida.



1.3.3.- Absorcion y digestibilidad de
grasas termoxidadas



-61-

Se entiende por absorcion el proceso por el cual los
componentes de la dieta atraviesan la pared intestinal antes de ser con
ducidos a los organos de utilizacidn o de reserva. En el caso especi
fico de las grasas, los compuestos que sufren el proceso son los acidos
grasos y monoglicéridos, originados por accidn de la lipasa pancreatica,
los cuales después de ciertas transformaciones en el seno de las célu-
las intestinales, pasan al sistema 1iifatico primero y posteriormente a
la sangre, antes de alcanzar los 6rgahos de destino. Un comportamien
to similar de los compuestos originados en la termoxidacion implicaria
su paso por la linfa antes de invadir el organismo donde podrian provo-
car problemas si son tdxicos. Por el contrario, si los compuestos de
alteracidn no son absorbidos a nivel de la mucosa intestinal seran eli-
minados directamente en las heces.

Uno de los problemas suscitados en los estudios que
tratan de establecer las propiedades fisioldgicas de las grasas termoxi
dadas, es el definir las dosis a partir de las cuales se manifiesta una
determinada accion. La atribucion de efectos negativos a los mondme-
ros ciclicos y oxidados, ambos de elevada tasa de absorcidn y peso mole
cular similar a lTos acidos grasos libres, plantea la cuestidn de la re-
Tacidn entre toxicidad potencial y absorcién. En otras palabras, da-
da la dificultad para establecer los efectos de tan complejo grupo de
compuestos seria necesario establecer las posibilidades de absorcidn de
Tos grupos maS representativos antes de analizar su eventual toxicidad,
ya que moléculas sin posibilidad de ser absorbidas, incluso si presentan



una apreciable toxicidad cuando se hacen 1legar directamente a la co-
rriente sanguinea, no tendrian efectos apreciables caso de ser ingeri-
das.

E1 estudio de la absorcion intestinal y 1a determina-
cidn de la digestibilidad de las grasas termoxidadas responden a este
planteamiento, siendo ambos aspectos complementarios de la evaluacion
del proceso de absorcion. Mientras en el primero se trata de determi
nar directamente los compuestos de alteracion que se encuentran en la
Tinfa después de la administracion de una determinada muestra, la diges
tibilidad establece la absorcion de forma indirecta partiendo de los
compuestos presentes en las heces de los animales experimentales.

A continuacion se resume Ta informacidn bibliografica
mas relevante respecto a ambas formas de evaluacién de la absorcidn, es
tudios que constituyen los antecedentes mas directos del trabajo desa-
rrollado en esta Tesis:

1.3.3.1.- EVALUACION DIRECTA DE LA ABSORCION INTESTINAL

La determinacidon directa de las tasas de absorcidn re-
quiere la canulacidn previa de los animales en el canal linfatico (158)
(159) y el analisis posterior de la linfa recogida.

Los estudios mas interesantes en esta linea han sido
realizados por el equipo que dirige E. G. Perkins en la Universidad de
I11inois, a 1o largo de 10 afos. La importancia de estos estudios re-
side en que han sido abordados de forma sistematica para diferentes gru
pos de compuestos, utilizando en muchos casos productos de sintesis o
aislados con un elevado grado de pureza, lo que permite, al menos, esta
blecer una comparacidon para los compuestos estudiados. Por otra par-
te, reconoce desde el primer momento la dificultad de cuantificar los
compuestos absorbidos en el fluido linfatico y, por ello, utiliza marca



dores radiactivos, evaluando la absorcion por la medida de la radiacti-
vidad presente en la linfa.

En los primeros estudios se determina la absorcion de
acidos oxidados ( 12-ceto y 12-hidroxi-10-octadecenoato de metilo) que
son caracteristicos entre los compuestos de oxidacion de las grasas
(160) (161). E1 analisis de la linfa indica una tasa de absorcion
elevada para ambos, aproximadamente un 70%, y una baja velocidad de ab-
sorcion, ya que después de 48 horas, una parte de la muestra ingerida
permanece en el intestino.

Una vez conocida 1a facil absorcion de compuestos de
oxidacion monoméricos, los autores consideraron necesario abordar el es
tudio global de los compuestos que se originan en la termoxidacidn de
las grasas, 1o que permitiria determinar la cantidad minima total de
compuestos absorbibles. E1 estudio constituye un magnifico modelo de
un buen planteamiento aunque sus resultad>s no permitieron alcanzar con
clusiones relevantes (162).

En sintesis el estudio consistido en la termoxidacion
de un aceite de maiz al que previamente se habia incorporado por trans-
esterificacion 1-**C - acido iinoleico. A partir de los ésteres metili
cos del aceite termoxidado, la fraccion no aductable con urea, que con-
tiene todos los compuestos de degradacidn, fue administrada por intuba-
cidn gastrica a los animales canulados y la linfa recogida durante 48
horas.

Los resultados indican la existencia de dos maximos de
absorcidn a las 7 y 24 horas de la administracion y una absorcidn cerca
na al 40%. En el posterior analisis cualitativo mediante cromatogra-
fia en capa fina y gas-liquido preparativa, se consiguid el aislamiento
de 103 compuestos, de los cuales 25 fueron identificados como acidos mo
nomeros térmicos y oxidados, y aldehidos y cetonas de cadena larga.

No se comenta si la técnica utilizada permitia detectar componentes de
peso molecular mas elevado y menor volatilidad y, por ello, no se esta-



blecen conclusionescen relacidén con otros compuestos distintos de los
acidos oxidados mondmeros.

Estudios posteriores se han dirigido a la evaluacion
de los compuestos que pueden obtenerse en mayor estado de pureza:
dimeros ciclicos (163) (164), dimeros no ciclicos (144) y mondmeros ci-
clicos (112) (134).

En el caso de ambos tipos de dimeros no polares, los
resultados demuestran que, después de 48 horas, en todos los casos per-
manecen en el intestino cantidades significativas de compuestos y que,
por tanto, los resultados de absorcidon pueden estar infravalorados.

No obstante, la cantidad de radiactividad encontrada en la linfa es muy
baja, no superior al 5%. Los monémeros ciclicos, sin embargo, se ab-
sorben con facilidad, ya que aproximadamente el 60% de la dosis adminis
trada se recupera en las 48 horas del ensayo y el resto fue encontrada
en el tracto intestinal.

En estos estudios, la muestra administrada a los anima
les experimentales eran los é&steres metilicos de los compuestos citados,
y no puede excluirse la posibilidad de que la absorcidn sea menor en es
tos casos debido a la naturaleza de la muestra. De hecho, los éste-
res metilicos de acidos grasos normales no son absorbidos tal cual, ni
siquiera cuando se mezclan con triglicéridos para favorecer su solubili
zacion en el lumen intestinal (165) y ademds, su hidrélisis por la lipa
sa pancreatica es considerablemente mas baja que la de los correspon-
dientes triglicéridos (166-168).

Teniendo en cuenta estos hechos, merecen especial aten
cion los estudios desarrollados.por Combe et al. (169) (170) para defi-
nir la absorcidon de diferentes grupos de compuestos no volatiles presen
tes en grasas termoxidadas, asi como de triglicéridos sintéticos conte-
niendo un acido mondmero aliciclico o aromatico de estructuras defini-
das. En relacidn con los productos de termoxidacidon no volatiles,los
resultados obtenidos de forma similar a la anteriormente descrita en



cuanto al periodo analizado -48 horas-, indican una absorcion del 4%
para los compuestos de polimerizacidn, 53% para los acidos mondmeros
oxidados y 96% para los mondmeros ciclicos de origen térmico. La de-
terminacion de los compuestos se realiza por densitometria, después de
la separacidn de los ésteres metilicos mediante cromatografia en capa
fina y, aunque desde el punto de vista cuantitativo la evaluacion resul
ta muy dudosa, el estudio tiene el inestimable valor de proporcionar
datos sobre los compuestos de oxidacion no monoméricos.

No se han descrito posteriormente otros estudios rela-
conados con=esta linea concreta e incluso es bastante sintomatico que
Tos G1timos estudios del primer grupo de trabajo citado (134) (144) den-
tro de la misma 1inea, elimina el paso de canulacion de los animales
para controlar la radiactividad presente en organos y tejidos, orina,
heces y C02 expirado después de la intubacion gastrica de la muestra.
Esta nueva orientacidn puede deberse a las miltiples dificultades de es
tos estudios que, como sintesis, se resumen a continuacion:

1.- A las 48 horas de administracidon de la muestra, que es el periodo
considerado en todos los estudios, alin quedan compuestos en el in-
testino con posibilidad de ser absorbidos.

2.- Estudios realizados manteniendo en paralelo ratas no canuladas a
las cuales se administra la misma muestra, demuestran que la ra-
diactividad total encontrada en oOrganos, tejidos, orina y CO2 ex-
pirado es muy superior,en el caso de los dimeros, a la radiactivi-
dad detectada en la linfa. Puesto que sdlo es explicable la
existencia de esa radiactividad si ha existido absorcién, el resul
tado es una prueba indirecta de la deficiencia de la técnica utili
zada.

3.- La imposibilidad de una buena cuantificacidn de los compuestos de
oxidacidn resta valor a los resultados, mientras que los Gnicos
compuestos con posibilidad de ser preparados con un grado de pure-



za suficiente y que son mas faciles de determinar, no son represen
tativos de los compuestos ingeridos.

4.- Finalmente, los propios autores sugieren en uno de los estudios
(164) que es posible que la absorcion de estos compuestos sea muy
diferente cuando la muestra se suministra por intubacidn que cuan-
do constituye una pequefia porcion de la dieta conteniendo protein
nas y carbohidratos, lo que indica que dan mas valor a los resulta
dos cuando se administra a los animales una dieta completa.

1.3.3.2.- EVALUACION DE LOS LIPIDOS NO ABSORBIDOS

Como ya se ha comentado, la determinacion cuantitativa
de compuestos no absorbidos es una medida alternativa indirecta de los
compuestos que han desaparecido en el tracto intestinal. Su calculo
es sencillo una vez determinadas, durarite el periodo establecido, las
cantidades de compuestos ingeridos y excretados, y la formula mas usual
es la que expresa el porcentaje de compuesto tedricamente absorbido:

Compuesto ingerido - Compuesto excretado
Digestibilidad = X 100
Compuesto ingerido :

E1 resultado obtenido depende fundamentalmente de dos
factores:

1.- La exactitud en la evaluacidon de las cantidades de dieta consumida
y de heces excretadas 1o que, como es bien conocido, se realiza
utilizando jaulas metabélicas que permiten un riguroso control.

2.- La posibilidad de cuantificar los compuestos de interés tanto en
la dieta como en las heces de Tos animales experimentales, 1o cual
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es relativamente sencillo en el caso de la grasa total y mas pro-
blematico cuando se trata de evaluar grupos de compuestos especifi

Cos.

No es extrafio, por tanto, que desde que el control de
las cantidades ingeridas y excretadas es posible, se iniciaran, en las
grasas termoxidadas, estudios dirigidos a conocer la digestibilidad de
Ta grasa total utilizando para la preparacidn de la grasa de la dieta
de Tos animales experimentales, fundamentalmente ratas, todas las posi-
bilidades descritas en la Tabla III.

La revision realizada por Artman en 1969 con el titulo
"Propiedades quimicas y bioldgicas de las grasas calentadas" (2)rresume
de forma inmejorable los estudios realizados durante los afios 50 y 60
que muestran que los clasicos estudios realizados por Kaunitz (116-121)
y Crampton et al. (128-130) establecieron las principales bases que ain
siguen vigentes:

1.- La digestibilidad disminuye con el incremento de la alteracion de
la grasa.

2.- La disminucién de digestibilidad esta directamente relacionada con
el incremento de la fraccidn concentrada en acidos grasos no desti
lable y no aductable con urea (88) (149).

Estudios realizados con posterioridad confirman estos
resultados que hacen recaer la disminucidn de la absorcidn de la grasa
en la fraccion mas polimérica, 1o que por otra parte es explicable si
se considera , comparativamente, el aumento del peso molecular de la mo
lécula y la necesidad de hidrdlisis previa de los triglicéridos para
disminuir su peso y tamafio molecular.

En relacidn con las grasas utilizadas en fritura, los
resultados obtenidos son mucho mds atenuados, 1legando incluso a no ser



apreciada la diferencia de digestibilidad con el acefte no calentado (171).

Especial interés merecen los estudios realizados con ..
compuestos purificados porque permiten, ademas, establecer una compara-
cion de resultados con los obtenidos mediante andlisis del fluido 1infa
tico. No se ha encontrado ningiin estudio que haga referencia a la
cuantificacion en heces de los mondmeros ciclicos ya que dadas sus ele-
vadas tasas de absorcidn se encontrarian como componentes muy minorita-
rios. Sin embargo, la digestibilidad aparente de los dfmeros, don
de se da la circunstancia inversa, muestra valores comprendidos entre el
30 y el 70% (172-174), aunque tan elevadas tasas de absorcidn han sido
muy cuestionadas (175) (176).

Las tasas de digestibilidad, en general, son poco con-
cordantes con las tasas de absorcion obtenidas por via directa, sin que
existan particulares razones para dar preferencia a unos resultados so-
bre otros, mientras no se garantice l1a reproducibilidad de las técnicas
analiticas utilizadas para la cuantificacion en ambos casos, o mientras
no existan estudios que evaliien en el mismo animal la tasa de absorcidn
por los dos caminos alternativos.

La conclusidon mas significativa de este apartado es
Ta necesidad de disponer de técnicas analiticas adecuadas para la separa
cion y cuantificacidn de compuestos de alteracidn que permitan mejorar
los resultados obtenidos y realizar estudios para conocer las tasas de
absorcidn de los compuestos mas caracteristicos de la alteracidn termo
xidativa.



Por encima de las divergencias existentes en los resul

tados de los distintos estudios, se pueden establecer algunas conclusio
nes de caracter general, relacionadas con los resultados obtenidos, las
causas de las divergencias y las deficiencias en los planteamientos,
que se resumen a continuacion:

Los resultados obtenidos en animales experimentales alimentados
con grasas de fritura en dosis elevadas no son alarmantes ya que,
en general, no se observan diferencias significativas con las gra
sas no calentadas. En los casos en que se deduce alguna conse-
cuencia nutricional, los efectos observados se refieren a la dis-
minucion de la eficacia alimentaria y la digestibilidad de la gra
sa , justificada por una menor absorcidn relacionada con los com-
puestos de polimerizacion.

Por el contrario, esta bien establecido que las grasas sometidas

a condiciones termoxidativas drasticas pueden ser toxicas para

los animales experimentales, sobre todo en las siguientes circuns
tancias:

a) Grasas ricas en acidos grasos poliinsaturados y,
mas especificamente, en acido linolénico.

b) Temperatura muy elevada y condiciones de oxidacidn
favorecidas.



c) Animales experimentales muy jovenes o sometidos a
dietas deficientes en nutrientes.

Los compuestos de toxicidad mas elevada son los acidos ciclicos
obtenidos en condiciones de alteracion puramente térmica a partir
de grasas muy insaturadas. Tales compuestos, de elevada tasa
de absorcidn, no se encuentran, sin embargo, en cantidades apre-
ciables en las grasas utilizadas en la fritura de alimentos.
Desafortunadamente, no ha sido posible obtener una informacidn
util a partir de otros grupos de compuestos mas caracteristicos
de la alteracidn termoxidativa, debido a dificultades analiticas
de separacion y cuantificacion.

Las divergencias en los resultados se deben fundamentalmente al
elevado nimero de variables que influyen en la alteracidon termoxi
dativa, que impide la obtencidn de resultades reproducibles inclu
so en el mismo laboratorio. La definicidn de las grasas utili-
zadas en los estudios, que esta basada en las variables insatura-
cidn inicial, temperatura, ausencia o presencia de aire y tiempo
de calentamiento, es a todas luces insuficiente, ya que la igual-
dad de Tas variables citadas no asegura la identidad de la altera
cidn conseguida.

La mayor parte de los estudios se refieren a aspectos inespecifi-
cos tales como disminucion del crecimiento, modificacion en el
peso de érganos, mortalidad, digestibilidad, etc... sin que, in-
cluso a partir de grasas termoxidadas en condiciones extremas o
de compuestos especificos de demostrada toxicidad, se haya obte-
nido un conocimiento de los mecanismos o las causas por 10s que
se originan los efectos negativos citados.
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Teniendo en cuenta esta situacidn, derivada fundamen-
talmente de Ta complejidad de la mezcla de compuestos a evaluar, existe
acuerdo entre los investigadores sobre la necesidad de replantear los
estudios para establecer bases que permitan en el futuro un juicio mas
s61ido sobre las propiedades bioldgicas de las grasas termoxidadas.

La deduccion de conclusiones de mayor profundidad y seguridad exigiria
un conocimiento preciso de las cantidades de los diferentes grupos de .
compuestos originados, su dependencia de 1a naturaleza de la grasa y de
las condiciones de tratamiento, la determinacion de sus posibilidades
de absorcion y el establecimiento de investigaciones toxicoldgicas a cor
to, medio y largo plazo sobre los diferentes grupos de compuestos obte-
nidos por purificacion de fracciones o por sintesis, administrados a
diferentes dosis. S61o a partir de este conocimiento, seria posible
abordar finalmente la significacion de los resultados obtenidos en rela
cion con la practica culinaria y establecer, si fuera necesario, normas
objetivas para garantizar la salubridad de las grasas consumidas.



1.4.- OBJETIVOS DEL TRABAJO
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En el Apartado 1.1. se resumia la importancia cuantita
tiva de las grasas consumidas después de haber sido sometidas a condi-
ciones termoxidativas, relacionada fundamentalmente con la extensidn
del proceso de fritura como procedimiento de preparacion de alimentos en
los paises desarrollados.

La nueva situacion ha conducido al establecimiento de
objetivos prioritarios en el area para solucionar los problemas deriva-
dos de las especiales caracteristicas del proceso, que origina una de-
gradacion paulatina de la grasa de dificil evaluacidon y de consecuencias
nutricionales controvertidas.

Entre los objetivos prioritarios destacan, sin duda,

Ta bUsqueda de grasas mas estables y el establecimiento de normas o re-
glamentaciones que limiten el nivel de alteracidon en las grasa ingeri-
das. Ambos objetivos han impulsado al desarrollo de investigaciones
analiticas para obtener un mejor conocimiento de los compuestos origina
dos. Es hoy reconocido que, sin una buena definicion de la grasa ter
moxidas, es imposible profundizar en estos aspectos y en otros de simi-
lar importancia como son la blsqueda de tratamientos para disminuir la
alteracidn, o la obtencidn de resultados reproducibles en estudios nu-
tricionales.

En este contexto, este estudio ha sido planteado con
los siguientes objetivos concretos:



1)

2)

apa

1.-
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Establecer una nueva metodologia analitica para la cuantificacion de
los principales grupos de compuestos formados, que permita conocer
la alteracion real de la grasa.

Definir, a partir de una buena sistematica analitica, las tasas de
absorcion de los compuestos mas caracteristicos originados en la al-
teracion termoxidativa, para deducir, en su caso, los que tienen ma-
yor probabilidad de afectar negativamente al valor nutricional de Ta
grasa.

Contribuir al establecimiento de bases objetivas que permitan rela-
cionar los niveles de alteracidn con las propiedades fisioldgicas de
las grasas termoxidadas.

E1 estudio realizado se ha subdividido en tres grandes

rtados que se resumen en los siguientes puntos:

Investigacion de nuevos métodos analiticos que introducen una mejo-
ra significativa en la cuantificacidn de compuestos de alteracion
y permiten, por primera vez, una evaluacidon cuantitativa de las
tres principales alteraciones - térmica, oxidativa e hidrolitica -
que contribuyen a la degradacion de las grasas.

Estudio de las probabilidades de absorcidon de los grupos de compues
tos mas representativos presentes en grasas termoxidadas, resultan-
do ser Tos compuestos originados por via oxidativa los de mayor in-
terés para estudios nutricionales posteriores.

3.- Desarrollo de experiencias especificas para explicar los resultados

mas significativos, que han permitido profundizar en puntos tan in-
teresantes como la accion de la lipasa pancreatica sobre moléculas
complejas de triglicéridos, la influencia de la grasa de la dieta
sobre Tos 1ipidos de origen enddgeno y las posibilidades de modifi-
cacion de moléculas alteradas durante el proceso de digestion.



2.- PARTE EXPERIMENTAL




2.1.- DESARROLLO DE METODOS ANALITICOS PARA LA
CUANTIFICACION DE LA ALTERACION EN GRASAS
TERMOXIDADAS



Los estudios previos relacionados con la Jdeterminacion
de Ta alteracidn en grasas termoxidadas pueden resumirse en dos puntos
fundamentales:

1) Es posible en la actualidad determinar la alteracidn global produ
cida en una grasa, utilizando métodos exactos y reproducibles (74).
En tales métodos se parte de la grasa para evaluar la cantidad
global de productos gliceridicos de alteracion (79) o de deriva-
dos mas simples, como los ésteres metilicos (85) (177), que permiten
conocer los &cidos grasos que han experimentado alteracidn oxida-
tiva y térmica.

2) Las determinaciones especificas de los compuestos o grupos de com
puestos originados durante la termoxidacidn son mas escasos, y es
tan apoyados fundamentalmente en la cromatografia gas-1iquido (178).

A nuestro juicio, las mejoras analiticas en este area
deben partir de dos consideraciones de similar importancia, que se resu
men a continuacion:



12) La necesidad de evaluar independientemente las tres alteraciones
- térmica, oxidativa e hidrolitica - que han contribuido a modi-
ficar las caracteristicas y propiedades de la grasa. E} desco
nocimiento actual sobre el tema exige definir objetivos realistas
entre los cuales el primero deberia consistir en diferenciar los
compuestos de alteracion hidrolitica. Esta prioridad estda jus
tificada por la distinta via de formacién de estos compuestos y
por su nula contribucion a 1a modificacidén del valor nutricional
de la grasa. La determinacion de los compuestos de hidrolisis,
por otra parte, debe realizarse directamente en la grasa, sin mo
dificacion previa al analisis.

2?) La necesidad de establecer nuevos métodos para evaluar los prin-
cipales compuestos originados que contribuyen a disminuir las -
propiedades nutricionales y sensoriales de la grasa. A este
respecto, son los acidos grasos modificados por via térmica u
oxidativa Tos de mayor interés, y su exacta determinacién exige
previamente la hidrélisis o transesterificacion de la grasa.

Los nuevos métodos analiticos que se desarrollan en
este apartado responden a ambas ideas, combinando las posibilidades de
evaluacidn directa de la grasa con el anadlisis de derivados mas simples.



2.1.1.- Determinacion de compuestos de
alteracion gliceridicos



E1 objetivo fundamental planteado inicialmente en este
estudio fue conseguir una determinacion exacta y reproducible de los di
glicéridos originados en la hidrdlisis de la grasa. Ello permitiria
conocer la importancia de la alteracién hidrolitica y, por diferencia
con la degradacidn total producida, se podria determinar la alteracidn
termoxidativa.

Para ello era necesario utilizar como base la grasa to
tal y tener en cuenta que la determinacion basada en los grupos hidroxi
los Tibres no era factible dada la alta probabilidad de encontrar estos
grupos funcionales entre los acidos grasos alterados.

La mejor posibilidad analitica tedrica deberia aprove-
char la diferencia de peso molecular que tienen los diglicéridos con el
resto de los compuestos de alteracidn y con los triglicéridos que perma
necen sin alterar, lo qué conduce directamente a utilizar como base de
la determinacion la cromatografia de exclusién.

Durante la década pasada y particularmente en los 0Tti
mos afios, se han examinado las posibilidades de la cromatografia de ex-
clusidn para la separacidon de compuestos alterados producidos durante
el calentamiento de grasas (96) (97) (179) (180). E1 anadlisis es sim-
ple, pues sdlo es necesario diluir la grasa en el disolvente apropiado
antes de la determinacién cromatografica, pero la resolucidn obtenida
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es muy pobre. Concretamente, los diglicéridos eluyen incluidos en el
pico mayoritario correspondiente a los triglicéridos monoméricos, donde
se encuentra toda la grasa que no ha sufrido ain alteracidn. La de-
terminacion de compuestos polares propuesta por la I.U.P.A.C. (181) pa-
ra conocer la alteracion total en muestras termoxidadas y de fritura,
nos sugirid la posibilidad de solucionar este inconveniente al poder
utilizar una fraccidn concentrada en los compuestos de interés.

E1 estudio que se describe a continuacion utiliza, por
tanto, la que, a nuestro juicio, es Ta mejor combinacidn de técnicas pa
ra la determinacion de los citados compuestos. Los resultados obteni
dos demuestran que las expectativas fueron ampliamente superadas, pues-
to que a partir de las separaciones conseguidas se deducen otras conclu
siones de importancia en el analisis de grasas.



2.1.1.1. MUESTRAS UTILIZADAS

Para el estudio de las posibilidades de separacidn y
cuantificacion de compuestos polares se han utilizado compuestos puros
y muestras de grasa, no calentadas y termoxidadas, que se detallan
a continuacion:

a) Compuestos de pureza cromatografica superior al 99%

1.- Diglicéridos puros:

* Dipalmitina
* Dioleina
* Dilinoleina

* Dos muestras de diglicéridos mixtos obtenidos a partir de grasas
comestibles de distinto grado de insaturacion.

2.~ Triglicéridos puros:

* Tripalmitina
* Trioleina
* Trilinoleina

* Dos muestras de triglicéridos mixtos aislados a partir de grasas
comestibles de distinto grado de insaturacion.

Estas muestras han sido utilizadas para definir las
mejores condiciones de separacidn en cromatografia de exclusidon y para
conocer las variaciones en los factores de respuesta de los dos grupos
de compuestos.

b) Muestras de compuestos polares presentes en grasas

no calentadas y sometidas a condiciones termoxidativas, utilizadas con

el objetivo de conocer los resultados obtenidos en muestras reales de
composicién desconocida y modificar, en su caso, los parametros estable



cidos, para obtener la mejor separacion de los componentes de la mues-
tra.

c) Muestras de aceite de oliva y girasol utilizadas en

los posteriores ensayos con animales experimentales, cuyas variables de
tratamiento mas relevantes se resumen a continuacion:

1.- Aceites de oliva y girasol refinados no calentados y termoxidados
durante 100 horas - 10 periodos de 10 horas - a 190°C.

2.- Aceites de oliva puro no calentado y termoxidado durante 150 horas
- 10 periodos de 15 horas - a 190°C, asi como una mezcla de ambos
al 50%.

Estas muestras, cuyas caracteristicas generales se de-
tallan en la Tabla IV, han sido cuantificadas por cuadruplicado, una vez
definidas las mejores condiciones de aplicacion del método.



OLIVA REFINADO GIRASOL REFINADO OLIVA  PURO
Termoxidado Termoxidado M) | Mezcla al 50% | Termoxidado@
No calentado No cal ermoxi
100 horas catentado | 00 horas || 0 calentado | T T0y0 o) | 150 horas
- KIDEZ (182) 0,13 0,86 0,18 0,65 0,31 0,40 0,58
(% oleico) ’ ’
- INDICE DE 2.2 5,1 5,0 6,2 7.5 3,6 1,7
PEROXIDOS (183)
(mg/Kg)
- ESTABILIDAD (184)] 21,2 14,0 9,2 6.0 23,3 13,4 10,6
(horas)
C16:0 10,8 16,7 8,2 12,1 1.1 13,3 15,5
CMPOSICION | C . 0,9 0.8 - - 1,0 0.8 0,9
= :
A0S | C g 2.4 4,4 5,0 7.7 3,7 4,3 5,3
m(nsus :
%)
1) C g1 78,3 76,5 27.8 33,9 76,8 75.8 75.6
C 18 7.6 1.6 59,0 46,3 7.4 5.8 2.7

Tabla IV.- Caracteristicas generales de los aceites utilizados




2.1.1.2.- ENSAY0S PREVIOS : SELECCION DE CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Para este estudio se ha utilizado un cromatdgrafo
1iquido KONIK 500 A.

1) SISTEMAS DE DETECCION

Se han utilizado 2 detectores conectados en serie:
1°) Detector de Indice de Refraccidon (HP-1037A)
22) Detector de absorcion UV (ERC-7211), en el que se ha seleccionado
una longitud de onda de 232nm, a la que tiene lugar la mayor res-
puesta para los componentes de la muestra.

2) FASE FIJA

Se ha seleccionado 1a fase fija mas clasica, para obte-
ner una separacion de la muestra basada en el tamafio molecular: copoli-
meros de estireno y divinilbenceno. Se han ensayado 2 columnas de
30cm de longitud y 0,77cm d.i., de particulas de 10um y tamafo de poro
de 100 y SOOR, que permiten una separacidn tedrica en el rango de pesos
moleculares de 300 a 5000 y de 1000 a 10000, respectivamente.

; La eficacia de la separacidon se determind utilizando
ambas columnas independientemente y conectadas en serie.

3) FASE MOVIL

E1 detector de Indice de Refraccidon obliga a utilizar
un régimen isocratico e incluso, en nuestro caso, un disolvente puro,
ya que no se consiguid una buena estabilidad del sistema cromatografico
con la mezcla cloroformo-metanol, que fue la primera seleccionada.

Por ello, los disolventes ensayados han sido tolueno y tetrahidrofurang
que son los mas apropiados para la separacion de muestras de 1ipidos



(96) (179) (180). Aunque en ambos casos se consigue una buena sensibi
lidad, Ta eleccidn final del tetrahidrofurano se basé en la mejor solu-
bilidad de las muestras.

4) FLUJO

E1 rango de flujos estudiado ha sido de 0,2 - 2m1/min,
encontrandose la mejor eficacia de la separacidn entre 0,2 y 0,7m1/min
cuando se utiliza una sola columna.

Se ha seleccionado un flujo de 0,5m1/min, que permite
realizar la separacidn en 20 min cuando se utiliza una sola columna y
en 35 min cuando ambas columnas se utilizan en serie.

— RESULTADOS Y DISCUSION —

En la Figura 5 se recogen 3 cromatogramas representa-
tivos de una muestra de grasa termoxidada, sometida a hidrdlisis enzi-
matica previa, para que contenga toda la gama de compuestos con posibi-
lidades de separacion. E1 analisis cromatografico se ha realizado
con la fase movil y condiciones de flujo descritas previamente.

Puede observarse, comparativamente, la resolucidon obtenida cuando las
columnas se utilizan individualmente y conectadas en serie. La co-
Tumna de menor tamafio de poro tiene una buena resolucién para los com-
puestos de menor peso molecular, pero no permite separar adecuadamente
compuestos de pesos moleculares superiores a los triglicéridos. La
situacion inversa se consigue con la columna de mayor tamafio de poro,
mientras la mejor resolucion se obtiene cuando ambas columnas se utili-
zan conjuntamente.

Por otra parte, en la misma figura se recoge la resolu
cion obtenida utilizando ambos sistemas de deteccidn, de cuya compara-
cion se deduce claramente la imposibilidad de utilizar con fines
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Figura 5.- Eficacia de las separaciones obtenidas con distintas
columnas cromatograficas.



cuantitativos la absorcidn en la region ultravioleta. En efecto, la
absorcidon a la longitud de onda mas sensible depende de la existencia
de dobles enlaces conjugados en la molécula y, por ello, no es posible
obtener respuesta significativa para aquellos grupos de compuestos cons
tituidos por acidos grasos no alterados. Ademads, la presencia alea-
toria de acidos conjugados en moléculas alteradas hace sospechar que la
intensidad de la respuesta debe depender muy estrechamente de 1a compo-
sicidon en acidos grasos del aceite o grasa sometido a termoxidacion.

En conclusion, este sistema de deteccidon ha sido desechado en estudios
posteriorés.

En la Figura 6 se representan las curvas de calibrado
obtenidas para los triglicéridos y diglicéridos, utilizando 3 solucio-
nes de cada una de las 5 muestras que se detallan en el apartado 2.1.1.1.
Las ecuaciones de las rectas, coeficientes de correlacidon y nimero de
determinaciones se detallan en la misma figura.

Aunque podrian utilizarse factores independientes para
los dos grupos de compuestos, a partir de la recta global calculada con
todos los datos, que se muestra en la Figura 7, se puede deducir que
los valores obtenidos al utilizar una Gnica calibracidon para todos los
compuestos no son significativamente distintos a los que se encuentran
utilizando las rectas especificas para cada grupo de compuestos (Fig.6).
Por ello, la concentracion de los distintos componentes de la muestra
se ha calculado asumiendo un factor de respuesta similar para los com-
ponentes presentes.
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Figura 6.~ Rectas de calibrado para diglicéridos y triglicéri
dos de distinto grado de insaturacion.
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2.1.1.3.- PROCEDIMIENTO ANALITICO

Los resultados obtenidos en 1los ensayos previos han
conducido a proponer para la cuantificacion individual de los principa-
les grupos de compuestos polares el procedimiento analitico que se des-
cribe a continuacidon y que se encuentra esquematizado en la Figura 8,
en el cual se incluye:

a) Determinacion de compuestos polares mediante cromatografia en columna

Se sigue el método propuesto por la I.U.P.A.C. con dos
leves modificaciones:

- E1 uso de hexano:éter etilico 90:10 para eluir la
fraccion no polar, pues se obtiene una mejor separacion.

- Una elucidn final de la columna con cloroformo:metanol
2:1 para mejorar la recuperacion de la muestra.

Material y reactivos

* Columna de vidrio de 45 cm de altura, 2,5 cm de d.i. y 1lave de tefldn

* Silicagel 60 (70-230 mallas, Merck).
Se seca en una estufa a 160°C durante 4 horas y se enfria en un dese-
cador a temperatura ambiente, ajustandose el contenido de agua al 5%.

* Disolventes: hexano, éter etilico, cloroformo, metanol, reactivos
para analisis.

* Arena de mar, reactivo para anflisis.

* Placas para cromatografia.



Preparacion de la columna

Se pesan en un matraz 25g de silicagel y se afiaden
80 m1 de hexano:éter 90:10. La mezcla se transfiere a la columna en
cuyo fondo se ha colocado un tapon de lana de vidrio, eliminandose el
disolvente en exceso sin que en ningin momento deje de cubrir la silice
y agregandose, finalmente, 2 g de arena de mar para facilitar la poste-
rior fijacion de la muestra.

Procedimiento operatorio

Una cantidad exactamente pesada de 2,5 g de muestra se
ponen en un matraz aforado de 50 ml, que se enrasa con la mezcla de
hexano:éter. De esta disolucidon se toman con una pipeta 20 ml que se
transfieren a 1a columna.

Los componentes no polares se eluyen con 150 ml de
hexano:éter 90:10 y se recogen en un matraz de 250 ml pesado con exac-
titud del mg, ajustandose el flujo para que los 150 ml pasen a través
de la columna en 60-70 minutos.

Después de la elucion, se lava cuidadosamente la sali-
da de la columna para eliminar cualquier resto de la muestra.

La “elucidon de los componentes polares se realiza con
150 m1 de éter y 100 m1 de cloroformo:metanol 2:1 y se recogen en otro
matraz previamente tarado. E1 disolvente de ambas fracciones se eli-
mina utilizando un rotavapor con bafo de agua a 60°C, bajo corriente de
" nitrdgeno. Una vez evaporado el disolvente,se determinan gravimétri-

camente ambas fracciones.



Eficacia de 1a separacidn

Cada una de las fracciones no polar y polar obtenidas
se diluyen al 10% en cloroformo. Se aplican 10 pl en una placa de
silicagel de 0,25 mm de espesor y se eluye con hexano:éter:acético
80:20:1. La visualizacion de las manchas se realiza con vapores de
yodo o pulverizando con SO4H2 al 50% y posterior carbonizacion.

b) Determinacion cuantitativa de compuestos polares mediante cromatogra
fia liquida de exclusion

Se pesa una cantidad de compuestos polares comprendida
entre 50 y 100 mg, con exactitud del mg, en un matraz aforado de 5 ml,
que se enrasa a continuacion con tetrahidrofurano. Las muestras asi
preparadas se han analizado en un cromatdgrafo 1iquido KONIK 500A utili
zando las siguient2s condiciones:

* Columnas de Ultrastyragel de 100 y 500 A conectadas
en serie, de 30 cm de longitud y 7,5 mm de d.i.

* Muestra inyectada: 10 ul
* Fase movil: Tetrahidrofurano
* Flujo: 0,5 m1/min

* Detector de Indice de Refraccion (HP-1037A)
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Figura 8.- Esquema general del procedimiento analitico utilizado.



— RESULTADOS Y DISCUSION —

La Tabla V muestra los resultados cuantitativos obte-
nidos para las muestras de aceites de oliva y girasol utilizadas en los
estudios nutricionales posteriores, junto con los limites de confianza
(95%) para la media de 4 determinaciones independientes en cada caso.

En Tas 2 primeras filas se muestran los resultados obtenidos en la pri-
mera separacion mediante cromatografia en columna de silice y, en el
resto, se indica la distribucion de compuestos polares en grupos de di-
ferente peso molecular, cuantificados mediante cromatografia liquida de -
exclusion. Como puede observarse, se ha superado el objetivo perse-
guido, que era inicialmente la determinacidn de la alteracién hidroliti
ca, puesto que el procedimiento desarrollado permite determinar, ademas,
varios grupos de compuestos de caracteristicas bien definidas, origina-
dos por la accion del oxigeno y la temperatura.

Al m%rgen de 1a buena reproducibilidad de las determi-
naciones, la exactitud de la cuantificacidon queda reflejada en los re-
sultados obtenidos para la muestra de aceite de oliva que ha sido prepa
rada pesando iguales cantidades de los aceites fresco y termoxidado, ya
que los resultados medios encontrados no son significativamente distin-
tos de los valores medios tedricos que tendria la mezcla al 50%.

Junto a los resultados cuantitativos que proporciona
la metdodica analitica desarrollada, es interesante destacar las venta-
Jas del procedimiento frente a las determinaciones existentes previamen
te, y las posibilidades que ofrece en el analisis de componentes meno-
res presentes. en grasas no calentadas.

En efecto, las Figuras 9 y 10 muestran los cromatogra-
mas obtenidos para la muestra total y para los compuestos polares en
los dos casos extremos de evaluacién: una grasa no calentada y una gra-
sa termoxidada. En ambos casos, el primer cromatograma corresponde
a la inyeccion directa de la muestra, y el segundo a los compuestos



OLIVA REFINADO GIRASOL REFINADO OLIVA PURO
Termoxidado Termoxidado (1) Ivezcla al 50% [ Termoxidado'@
No calentado 100 horas No calentado 100 horas No calentado de (1)y (2) 150 horas
—-% - - - - - -
X tS)—(* X tSi X tS; X tS; X t‘S; X tS)-( X tS)—(
TRIGA.ICERIDOS 94.9 0,48 28,8 0,63 9%,2 0,60 2,9 0,92 95,5 0,76 62,7 0,8 31,5 Q57
N0 ALTERADOS
COMPUESTOS POLARES : 5,2 0,48 69,9 0,52 4,8 0,60 77,2 0,67 4,5 0,76 37,1 1,01 67,2 1,1
- Polimeros n.d. 18,40 1,91 n.d. 36,10 3,34 n.d. 17,59 1,81 | 33,47 2,38
-~ Dimeros 0,71 0,13 2,40 1,43 1,20 0,13 30,30 1,91 0,31 0,03 8,30 0,48 | 15,60 1,69
- MonoOmeros 1,08 0,38 2,30 2,25 1,59 0,18 7,60 0,64 1,58 0,31 7,70 0,60 | 13,80 0,62
- Diglicéridos 3,21 0,35 48 0,32 | 1,92 0,19 3,20 0,54 | 2,31 0,4 3,30 0,57 4,33 0,57
- Acidos grasos 0,21 0,03 n.d. 0,17 0,03 n.d. 0,34 0,04 0,21 0,12 n.d.

* Media de 4 determinaciones en cada caso (t= 3,182)
n.d.: no detectable

Tabla V.- Determinacidn cuantitativa de componentes gliceridicos en los aceites de oliva y girasol
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polares previamente separados mediante cromatografia en columna.

Las principales ventajas que aporta la separacidn pre-
via de los compuestos polares por cromatografia en columna, en compara-
cion con el analisis de la muestra de grasa total son las siguientes:

12) Un aumento sustancial en las posibilidades de cuantificacion de
todos los grupos de compuestos de alteracidon, debido al efecto de
concentracidon de la muestra.

2?) La determinacion independiente de los triglicéridos mondmeros oxi
dados, que eluyen al mismo tiempo que los triglicéridos no altera
dos. La cantidad de triglicéridos mondmeros oxidados en la
muestra constituye una medida de la alteracidon oxidativa produci-
da, ya que estos compuestos se originan exclusivamente en presen-
cia de oxigeno.

3%) La posibilidad de determinar los diglicéridos, que, en el caso de
utilizar la muestra de grasa total, solapan con el pico predomi-
nante de los triglicéridos. La cuantificacion de los diglicéri
dos permite la evaluacion de Ta alteracion hidrolitica, ya que es
tos compuestos permanecen en la grasa debido a su baja volatili-
dad mientras que los acidos grasos originados al mismo tiempo, se
pierden parcialmente durante el proceso, debido a la existencia
de una elevada temperatura.

La Figura 11, por otra parte, refleja la importante
aportacidn que supone la utilizacion de esta metodologia analitica, co-
mo suplemento al metodo de la I.U.P.A.C., ya que muestra la posibilidad
de diferenciar los distintos tipos de degradacidon en muestras con simi-

lares niveles de alteracidon total. Los cromatogramas corresponden a
tas fracciones alteradas de aceite de girasol (A) y de oliva (B) con el
mismo nivel de compuestos polares (= 30%). La aplicacion de la croma

tografia de exclusion revela la diferente composicidn de productos de
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alteracidn: mientras que en el aceite de girasol destacan los compues-
tos caracteristicos de las alteraciones oxidativa y térmica (polimeros,
dimeros y trigliceridos oxidados), en el aceite de oliva predominan Tos
compuestos caracteristicos de la alteracidon hidrolitica (diglicéridos).

Es importante destacar en relacidn con este punto, que
el procedimiento permite establecer diferencias "a priori" sobre la po-
sible incidencia nutricional de grasas termoxidadas. Asi, en este
caso concreto, con iguales niveles de alteracidon total, el elevado gra-
do de hidrdlisis existente en el caso del aceite de oliva indicaria una
menor consecuencia negativa de su ingestion y un mejor aprovechamiento
digestivo del mismo.

Por G1timo, al margen de las ventajas que supone el
procedimiento propuesto para las grasas termoxidadas, su aplicacién a
muestras de grasas no calentadas contribuye a una mejor caracterizacidn
de éstas.

Un ejemplo de su aplicacion para determinar la influen
cia de las condiciones de refinacién de los aceites se encuentra refle-
Jado en Ta Figura 12, en la que se recogen los cromatogramas correspon-
dientes a las fracciones polares de aceite de oliva virgen (A) y aceite
de oliva refinado (B).

Como puede observarse, el aceite de oliva virgen se
caracteriza por la ausencia de dimeros de triglicéridos y 1a relacidn
esperada (= 2:1) entre diglicéridos y acidos grasos. Por otro lado,
en el aceite de oliva refinado se observa la presencia de dimeros de
triglicéridos y de una elevada relacidon diglicéridos/acidos grasos, con
secuencia de la pérdida de los acidos grasos durante la refinacion.
Teniendo en cuenta estas diferencias, cualquier mezcla de ambos tipos
de aceite resulta facilmente detectable.

Al margen de esta aplicacidn, pueden determinarse las
alteraciones oxidativa e hidrolitica en el mismo analisis mediante la
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lares de aceite de oliva virgen (A) y refinado (B).
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cuantificacion de los triglicéridos oxidados totales y los diglicéridos,

respectivamente.

E1 procedimiento sugiere, por tanto, una interesante
alternativa a Tos indices analiticos actuales para la evaluacion de la
calidad de los aceites.

En resumen, el analisis propuesto en este estudio, que
combina las técnicas de cromatografia en columna y cromatografia 1iqui~
da de exclusidn, y cuyo tiempo total de realizacidn es inferior a las
3 horas, aporta importantes ventajas sobre las determinaciones existen-
tes:

12) Permite determinar cuantitativamente los grupos de compuestos
mas especificos de alteracion: diglicéridos, triglicéridos oxi-
dados, dimeros de triglicéridos y polimeros de triglicéridos.

2°) Permite obtener una evaluacion global de la degradacidn produci-
da y de las alteraciones contribuyentes.

3°) Puede ser aplicado a grasas no alteradas y abre interesantes po-
sibilidades en lo que se refiere a la evaluacion de la calidad
de los aceites virgenes y refinados, y a la determinacion de mo-
dificaciones minoritarias originadas como consecuencia del proce
sado o almacenamiento.



2.1.2.- Determinacion de &acidos monomeros,
dimeros y polimeros
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En el apartado anterior se han descrito las posibilida
des que ofrece la combinacion de técnicas cromatograficas propuesta, pa
ra la evaluacion de la degradacidn total y de las alteraciones contribu
yentes en las grasas termoxidadas. Sin embargo, no puede ser ignorado
que tal metodologia no permite conocer ias cantidades de acidos grasos
alterados existentes en una muestra, debido a la estructura mo ecular
de los triglicéridos.

Efectivamente, la fraccion polar evaluada contiene to-
dos los compuestos de mayor polaridad que los triglicéridos no alterados
y, dentro de ella, se encuentra una elevada proporcidn de acidos no al-
terados incluidos en los triglicéridos, como se observa en la Figura 13,
donde se indican algunas de las moléculas presentes en la fraccidn polar
y la reduccion de la complejidad de 1a fraccidn cuando se obtienen deri
vados mas simples. Puesto que no es posible distinguir entre molécu-
las con 3,2,1.6 ningin resto acilo modificado, el porcentaje de acidos
alterados podria ser variable para una alteracidn total expresada en .
compuestos gliceridicos.

Por otra parte, la separacion por exclusion de los com
puestos gliceridicos no permite obtener una conclusidn sobre la distri-
bucion de pesos moleculares de los acidos grasos. Asi, en la Figura
14, se indican dos posibles estructuras para un trimero de triglicérido,
a partir de las cuales se obtendria una composicion muy distinta de los
acidos grasos constituyentes.
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Desde un punto de vista nutricional, ha sido ya defini
do que Tas modificaciones en las propiedades de la grasa se deben exclu
sivamente a las alteraciones relacionadas con los dobles enlaces que
originan cambios en los restos acilo constituyentes de los triglicéri-
dos , aumentando su polaridad. Se deduce, por tanto, que el conoci-
miento de la composicidn de la grasa en acidos grases modificados, tiene
un significado mucho mas claro en relacidn con su posible incidencia
nutricional y que la definicidn de las grasas utilizadas en los estudios
fisiolégicos deberia incluir lo mas detalladamente posible la distribu-
cidn de acidos grasos de posible accidn fisioldgica.

En este apartado se estudian distintas posibilidades
de aplicacidon de un procedimiento similar al descrito, pero partiendo
de la muestra de ésteres metilicos obtenida tras la transesterificacidn

de la grasa.



2.1.

2.1.- MUESTRAS UTILIZADAS

Para el desarrollo y puesta a punto de la metodologia

analitica aplicada a los ésteres metilicos se han utilizado las siguien

tes

1.-

los
las

muestras:

a) Compuestos de pureza cromatografica superior al 99%

Esteres metilicos de acidos grasos no alterados:

* Palmitato de metilo
* Estearato de metilo
* 0leato de metilo

* Dos muestras de ésteres metilicos obtenidos a partir de aceites y
grasas comestibles de distinto grado de insaturacion.

Esteres metilicos de acidos dimeros no polares obtenidos a partir
de acido-linoleico en condiciones de alteracion térmica (220°C y
presencia de nitrdgeno). La posterior purificacidn se realiza
mediante cromatografia en capa fina, tras su aislamiento previo me-
diante cromatografia en columna de silice (101).

b) Muestras de aceite de oliva y girasol utilizadas en
ensayos nutricionales, cuyas caracteristicas han sido descritas en
Tablas IV y V.




2.1.2.2.- ENSAYOS PREVIOS

La existencia de un método analitico, desarrollado en
nuestro laboratorio, para la determinacidon cuantitativa global de los
acidos grasos no alterados y polares (85), ha simplificado la realiza-
cion de los ensayos previos. En el estudio se establecen las mejores
condiciones de derivatizacion y las modificaciones necesarias para obte
ner una separacidn de los ésteres metilicos con similar eficacia y re-
producibilidad que la determinacidn de compuestos gliceridicos polares.

En resumen, tras la obtencidon de los ésteres metilicos
mediante transesterificacidn con CH3ONa, Ta muestra se separa en idénti
cas condiciones a las propuestas por 1a I.U.P.A.C. para la grasa, con
la dnica excepcidon del disolvente utilizado para la elucidn de la
fraccion no alterada que es, en este caso, una mexcla de hexano - éter
etilico en relacion 96:4.

La Figura 15 resume los primeros resultados obtenidos
utilizando Tas condiciones detalladas en el esquema.

La separacion cromatografica mediante cromatografia de
exclusion se ha realizado en las mismas condiciones establecidas para
los triglicéridos. E1 analisis de la eficacia de la separacion en
iguales circunstancias resultaba prioritario, por las ventajas que su-
pone el establecer en el equipo cromatografico unas condiciones estandar
para determinar indistintamente. los compuestos de interés, como trigli
céridos o como ésteres metilicos. Afortunadamente, como puede obser-
varse, se obtuvieros buenas separaciones que permiten cuantificar inde-
pendientemente 4 grupos de compuestos:acidos mondmeros no alterados y
oxidados, dimeros y polimeros.

No obstante, aun ha sido posible efectuar una modifica
cion que consideramos de interés. A excepcion de los acidos mondmeros
Tos otros dos grupos incluyen dimeros y polimeros originados tanto por
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(ESTERES METILICOS)

Columa de silice

Hexano:Eter 12 Eter
95:5 20 Cl3CH/CH30H

Cromatografia
en capa Fina

A6 DA o §

H 1 AG ox
r'd
Cromatografia
de exclusidn
PG 2

SToP
STOP

'lsmm

I
L

—

Figura 15.- Esquema general para la separacidon de ésteres
metilicos de acidos presentes en grasas termoxidadas.
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via oxidativa como térmica. La modificacion realizada sobre este es-
quema inicial ha consistido en separar los acidos grasos dimeros en dos
grupos, aprovechando su diferente polaridad.

Como se observa en la Figura 15, la banda de menor po-
laridad dentro de los acidos alterados corresponde a los dimeros térmi-
cos, cuya concentracion en la muestra s6lo es apreciable cuando ha sido
sometida a temperaturas elevadas. Dada su baja polaridad y el inte-
rés que tiene la diferenciacién de los dos tipos de dimeros, se han cam
biado Tas condiciones de elucion de la primera fraccidn para obtener
conjuntamente en esta primera fraccion 1los dimeros de baja polaridad y
los acidos no alterados. ET eluyente mas idoneo para conseguir esta
separacion es la mezcla hexano:éter etilico en una relacion 88:12, que
conduce a una indudable mejora ya que permite cuantificar perfectamente
ambos tipos de dimeros pof separado.

La Figura 16 resume e esquema aplicado con esta nueva
modificacidn, que muestra, en relacidn con el esquema anterior, el des-
doblamiento del pico correspondiente a los acidos dimeros. La prime-
ra fraccidn separada contiene ahora la totalidad de los acidos grasos
no alterados y de los acidos grasos dimeros no polares, mientras que
permanecen sin eluir los acidos mondmeros oxidados, dimeros oxidados y
polimeros.

En relacion con los factores de respuesta, en la Figu-
ra 17 se encuentran las rectas de calibrado obtenidas para los ésteres
metilicos de acidos grasos y ésteres metilicos de acidos dimeros de ba-
ja polaridad. En el caso de los ésteres metilicos se han utilizado
3 soluciones de cada una de las 5 muestras que se detallan en el epigra
fe 2.1.2.1. Las ecuaciones de las rectas, coeficientes de correlacitn
y nimero de determinaciones se detallan en la figura. Dada la mayor
respuesta encontrada para los acidos dimeros, los compuestos de la
fraccion de menor polaridad han sido cuantificados a partir de las rec-
tas de calibrado, mientras que la cuantificacion de la fraccidon mas
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metilicos de acidos presentes en grasas termoxidadas.
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polar, de composicidon mas heterogénea, se ha realizado asignando igua-
les factores de respuesta para los tres grupos de compuestos incluidos
en la misma, ya que es imposible disponer de rectas de calibrado.

En definitiva, este G1timo esquema, que ha sido selec-
cionado en todos los estudios posteriores, permite separar los acidos
grasos en cinco grupos especificos: acidos no alterados, acidos monéme-
ros oxidados, acidos dimeros no polares, acidos dimeros oxidados y
acidos polimeros.
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2.1.2.3.- PROCEDIMIENTO ANALITICO

a) Preparacion de los ésteres metilicos

Se ha utilizado basicamente 1a NORMA UNE 55-037-73,
con ligeras modificaciones, que se recogen a continuacion:

, Se pesa 1 g de grasa en un matraz de 100 m1 al que se
le afaden 25 ml de disolucion de metilato sédico 0,2 N en metanol.
Después de hervir a reflujo durante 5 minutos hasta obtencidn de una
sola fase, se interrumpe la calefaccion y se agregan al matraz unas go-
tas de fenolftaleina y disolucidn de CIH al 2% en metanol hasta viraje
del indicador, manteniendo la muestra en ebullicién otros 5 minutos.

A continuacidn, se agrega disolucidn acuosa saturada en CINa en canti-
dad suficiente para que al afiadirle 3 6 4 m1 de hexano, éste quede en
el cuello del matiaz. Se extrae repetidas veces con hexano para ga-
rantizar una huena extraccidon de los ésteres metilicos, evapordndose el
disolvente en un rotavapor bajo corriente de nitrégeno.

b) Separacion de los ésteres metilicos polares mediante cromatografia
en columna de silice

1 g de ésteres metilicos, pesados con exactitud del mg,
se disuelven en 20 m1 de hexano:éter etilico 96:4 y se transfieren a la
columna cromatografica siguiéndose exactamente la metddica recomendada
por la I.U.P.A.C. y detallada en el epigrafe 2.1.1.3.,excepto en lo que
se refiere a la relacidon hexano:éter etilico utilizada en el relleno de
la columna y la elucidn de Ta primera fraccidn que es, en este caso 88:12.

La eficacia de la separacion se comprueba mediante cro
matografia en capa fina para lo cual 1las fracciones no polar y polar
obtenidas se diluyen al 10% en C13CH. Se aplican 10 ul en una placa
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de silicagel de 0,25 mm de espesor y se eluye con hexano:éter etilico:
acético 80:20:1, La visualizacion de las manchas se realiza con va-
pores de yodo o pulverizando con SO4H2 al 50% y posterior carbonizacion.

c) Determinacion cuantitativa mediante cromatografia de exclusion

Cantidades de ambas fracciones comprendidas entré 50y
75 mg se pesan, con exactitud del mg, en matraces aforados de 5 ml, que
se enrasan posteriormente con tetrahidrofurano. Las muestras se ana-
1izan en un cromatdgrafo KONIK 500A utilizando las siguientes condicio-
nes:-

* Columnas de Ultrastyragel de 100 y 500 A conectadas
en serie, de 30 cm de longitud y 7,5 mm de d.i.

*

Muestra inyectada: 10 ul
* Fase movil: Tetrahidrofurano
* Flujo: 0,5 m1/min

* Detector de Indice de Refraccidn (HP-1037A)

-~— RESULTADOS Y DISCUSION —

La Tabla VI resume los valores medios y sus limites de
confianza, obtenidos a partir de las cuatro determinaciones realizadas
en cada una de las muestras de grasa utilizadas en Tos ensayos nutricio
nales. La reproducibilidad es elevada y del mismo orden que la encon
trada para los compuestos gliceridicos. Sin embargo, en este caso no
ha sido cuantificada la fraccion polar de las muestras no calentadas



OLIVA REFINADO GIRASOL REFINADO OLIVA  PURO
No calentado Terino%x;‘céra?; No calentado Te%x;’gigso No ca'lentafil) Me;:l(a] )aﬂy ?gf’ Teqrs%x:‘gm(Z)
X* tSx | X tSy X Sz | X tSg X tSg X Sz | X tS-
ACIDOS GRASOS %,7 05.; 6,8 0,3 97,5 0,25 5,2 0,4 %,3 0,51 8,5 1,24 | 65,3 0,9
N0 ALTERADOS
ACIS POLARES - 1,3 05| %7 07% | 25 025|439 08 | 1,7 05| 182 08 | %1 1,1
- Polimeros - 9,71 0,28 - 14,37 0,64 - 7,41 0,51 | 13, 1,9
- Dimeros témicos - 3,2 0,19 - 9,31 0,73 - 1,87 0,19 | 367 0,3%
- Dimeros axidados - 10,29 0,54 - 15,50 0,44 - 4,30 0,4 | 820 0,64
i-l"aﬁla'os axidados - 12,78 1,24 - 4,62 0,73 - 4,62 0,52 8,68 0,29
* Media de 4 determinaciones en cada caso (t= 3,182)

Tabla VI.- Determinacion cuantitativa de acidos mondmeros, dimeros y polimeros en

girasol,

los aceites de oiiva y

Al
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ya que, dada su pequefia proporcidn en la muestra total, los resultados
cuantitativos obtenidos carecen de exactitud por la elevada participa-
cion de los compuestos del insaponificable que eluyen conjuntamente con
los mondmeros oxidados. La muestra preparada a partir de iguales can
tidades de Tos aceites de oliva no calentado y termoxidado 150 horas
muestra, nuevamente, la similitud de los resultados obtenidos con los
que se obtendrian a partir de una mezcla tedrica.

En relacion con las muestras termoxidadas que han sido
cuantificadas, es de destacar que, para una alteracion total del mismo
orden, 1a comparacion de los resultados obtenidos para los aceites de
oliva calentados 100 y 150 horas respectivamente, muestra claramente el
progreso de la reaccidn de polimerizacion con el tiempo. Asi, el pri
mero de los aceites estda mucho mas concentrado en los productos de oxi-
dacion monoméricos y diméricos, mientras la fraccion mas abundante en
el segundo son los compuestos de peso molecular mas elevado. Iqual-
mente, en similares condiciones de tratamiento - 100 htras - es notoria
Ta mayor polimerizacion obtenida en el aceite de girasol, muy relaciona
da con su elevado grado de insaturacion.

Al margen del interés que tiene 1a determinacidn para
conocer el efecto de un determinado tratamiento termoxidativo sobre la
grasa y para establecer comparaciones directas entre muestras de grasa,
es importante destacar la relacidon existente entre los resultados obte-
nidos para los compuestos gliceridicos y los ésteres metilicos, lo que
demuestra la complementariedad de ambas determinaciones para obtener
una informacidn mas completa sobre el estado de la grasa.

A partir de Tos datos que se encuentran en las Tablas
V y VI se pueden establecer las siguientes deducciones:

12) Como era 16gico esperar, los valores obtenidos para los acidos
grasos no alterados son muy superiores a los triglicéridos no
alterados; la diferencia entre ambos representa la cantidad de
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acidos no alterados incluidos en glicéridos polares, y constitu-
ye aproximadamente un 50% en el caso de las muestras termoxida-
das.

22) Por otra parte, dado que el paso de triglicérido a ester metili-
co tiene lugar sin modificacion significativa del peso de la gra
sa (85), la relacion entre la cantidades de acidos alterados y
de compuestos gliceridicos polares permite conocer la media de
restos acilo degradados por cada molécula de triglicérido, que
oscila desde 0,76 en el aceite de oliva refinado, hasta 1,71 en
el aceite de girasol termoxidado.

32) Resulta especialmente significativa la elevada cantidad de aci-
dos dimeros y polimeros en las muestras termoxidadas, 1o que in
dicaria la existencia de moléculas poliméricas de triglicérido
de estructura muy compleja.

Finalmente, es de resaltar, en relacion con este apar
tado, que una evaluacion cuantitativa tan detallada de los principales
grupos de acidos grasos alterados no ha sido realizada previamente y,
por tanto, el procedimiento propuesto es de indudable valor para la de-
finicion de Tas muestras de grasa termoxidada utilizadas en los estu-
dios nutricionales y toxicoldgicos. Ello permitiria disponer de una
base mucho mas segura que la enumeracidn, siempre deficiente, de las
condiciones de tratamiento, para establecer la significacidon de los re-
sultados obtenidos en distintas experiencias.

En este estudio,se analiza en apartados posteriores
su aplicacion a la determinacidon de los compuestos de alteracidon no
absorbidos que proporcionan, indirectamente, datos valiosos sobre las po
sibilidades de absorcidon de los distintos grupos de compuestos.



2.2.- EVALUACION DE LAS TASAS DE ABSORCION DE LOS
COMPUESTOS ORIGINADOS EN LA TERMOXIDACION DE
GRASAS
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Una vez establecido el procedimiento analitico que per
mite cuantificar los principales grupos de compuestos originados en la
alteracidon de las grasas, su aplicacion a las muestras de 1ipidos pre-
sentes en las heces de animales experimentales que han ingerido grasas
termoxidadas permitiria conocer las cantidades de los diferentes grupos
que no han sido capaces de atravesar la membrana intestinal.

Teniendo en cuenta las escasas conclusiones que se de-
rivan de los estudios toxicolégicos y nutricionales previos, esta eva- |
luacion es de gran interés debido, principalmente, a las siguientes ra-
zones:

1) A partir del conocimiento de Tos compuestos no absorbidos seria
posible determinar a priori la cantidad de compuestos de altera-
cidn que serian asimilados tras la ingestion de una determinada
grasa termoxidada.

2) E1 analisis comparativo de las tasas de absorcidn de los diferen-
tes grupos permitiria establecer condiciones mas reales en estudios
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realizados con animales experimentales, cuando las grasas son su-
ministradas por via distinta a la oral.

No obstante, no debe olvidarse que la sistematica desa
rrollada ha sido aplicada a grasas comestibles termoxidadas con unas ca
racteristicas bien definidas y, por ello, es necesario no sélo estable-
cer sus posibilidades de aplicacion a los 1ipidos no absorbidos, de muy
diferente composicidn, sino también decidir el procedimiento mis adecua
do para la realizacidon de las etapas previas a la obtencidon de la grasa
a partir de las heces.

En este capitulo, se detalla la metodologia utilizada
en este estudio y se recogen los resultados de dos experiencias realiza
das con ratas de Ta cepa Wistar: la primera de ellas con el objetivo
fundamental de definir las mejores condiciones de los ensayos y de la
evaluacion analitica de los lipidos no absorbidos, y, la seqgunda, para
establecer de forma rigurosa las tasas de absorcidn de los Jiferentes
grupos de compuestos.



2.2.1.- Metodologia general
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2.2.1.1.- CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS EXPERIENCIAS REALIZADAS
CON ANIMALES

Se han realizado 3 experiencias con animales de experi
mentacion, cuyas caracteristicas especificas y objetivos son detallados
con posterioridad, en los apartados 2.2.2., 2.2.3. y 2.3.3.

Todas las experiencias se han 1levado a cabo con ratas
macho de la cepa Wistar, con un peso inicial aproximado de 100 g, dis-
tribuidas en lotes homogéneos de 4 animales cada uno, incluyendo grupos
adicionales control.

Se utilizaron 2 dietas , ambas adecuadas para la espe-
cie y fase de crecimiento, cuyas composiciones se recogen a continuacion:

A. DIETA DE MANTENIMIENTO B. DIETA ALIPIDICA PURIFICADA
- Humedad .......... 12,0% - Humedad ........c0.. 10,0%
- Proteinas ....... 17,0% - Proteinas .......... 19,8%
- Lipidos ......... 3,0% - Extracto libre
- Extracto libre de nitrogeno ....... 57,6%
de nitrogeno .... 58,7% - Celulosa cv.vvevnnn. 5,4%
- Celulosa ........ 4,3% - Minerales .......... 6,2%
- Minerales ....... 5,0% - Complejo
vitaminico ......... 1,0%

Las grasas fueron incorporadas a niveles de concentra-
cion comprendidos entre el 6 y el 20%, incluyendo ademas distintos gra-
dos de alteracion. Las grasas utilizadas son aceites de girasol y
oliva, tanto frescos como sometidos previamente a condiciones termoxida
tivas.
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Las dietas se prepararon semanalmente y, para evitar
su deterioro, se envasaron en frascos herméticamente cerrados con nitré
geno, que se conservaron a 4°C hasta el momento de su administracion a
los animales.

Durante el periodo experimental los animales se mantu-
vieron a 21 t 2°C de temperatura ambiente y en células metabdlicas indi
viduales que permiten cuantificar la ingesta y las excreciones fecal y
urinaria.

Se establecid un periodo previo de acondicionamiento
durante el cual no se recogieron las heces ni se controld el consumo de
alimento. Este periodo previo tiene por objeto permitir que los ani-
males se acostumbren a las nuevas condiciones: jaulas, dietas, aisla-
miento, etc.

En el periodo principal los animales ingivieron " ad
libitum" agua y su dieta correspondiente y se realizaba un control ri-
guroso de la ingesta s6lida y 1iquida diariamente. Los animales se
pesaban y se examinaban posibles anormalidades semanalmente. Las
heces fueron recogidas y pesadas diariamente y mantenidas en congelador
hasta el momento de su extraccidn.
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2.2.1.2.- METODOS ANALITICOS

a) Esquema general aplicado a aceites de las dietas

La evaluacion de los aceites de las dietas han sido ya
realizadas en el apartado 2.1. de este estudio e incluye tanto la cuan
tificacidon de los compuestos de alteracion gliceridicos como de los dis
tintos grupos de acidos grasos alterados.

Todos los detalles de la metodologia seguida se encuen
tran descritos en los epigrafes 2.1.1. y 2.1.2. y los resultados obteni
dos se recogen en las Tablas V y VI. Iqualmente, en la Tabla IV se
encuentran los principales indices utilizados para la evaluacidon de 1a
calidad de los mismos asi como su composicién en acidos grasos.

b) Esquema general aplicado a heces de animales experimentales

E1 esquema general aplicado a Tos 1ipidos no absorbi-
dos presentes en las heces de los animales experimentales se muestra en
la Figura 18 e incluye una serie de etapas previas al analisis de la
grasa, que se detallan a continuacion:

1.- DESECACION

Las heces obtenidas durante el periodo de control en
Jaulas de metabolismo se colocan en capsulas de fondo plano, previamente
taradas, y se desecan en estufa de vacio a 50°C hasta peso constante.
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(:IUESTRA DE HECE;:>
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\

(ESTERES HETILICOS)

Figura 18.- Esquema analitico general aplicado a los lipidos no
absorbidos.
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2.- EXTRACCION DE LOS LIPIDOS NO ABSORBIDOS

La obtencidn de los 1ipidos se realiza en 2 etapas,
para garantizar su total extraccidn (186).

- Obtencidn directa de lipidos

Las heces desecadas se pulverizan y el polvo se intro-
duce en cartuchos de papel de filtro - unos 20 g de muestra por cada
cartucho - recubierto de un tapdn de algodon desengrasado. Los cartu
chos se pasan a extractores Soxhlet, utilizando éter etilico como disol
vente, y se mantienen en funcionamiento durante 7 horas, tiempo sufi-
ciente para garantizar la extraccidn total de la grasa. E1 extracto
etéreo se somete a evaporacidn en un rotavapor bajo corriente de nitrd-
geno para eliminar el disolvente, hasta peso constante.

- Obtencidn de iipidos previa hidrolisis acida

Una vez desecadas las heces ya extraidas, se someten a
hidr6lisis en frio con 400 m1 de C1H 3 N. Posteriormente, se afiade
una cantidad de material de filtracidn suficiente para evitar la pérdi-
da de 1ipidos. Se filtra sobre un papel de filtro mojado, exento de
materia grasa, y se lava el residuo con agua destilada hasta la desapa-
ricidon de reaccidon acida. Tras verificar que el filtrado no contiene
materia grasa, se seca el doble papel de filtro conteniendo el residuo.
en estufa de vacio a 50°C hasta peso constante. Se introduce el do-
ble filtro y el residuo seco en un cartucho de extraccidn y se extrae
nuevamente con éter etilico por el procedimiento Soxhlet, durante 7horas.
E1 extracto etéreo se somete a evaporacidn con rotavapor bajo corriente
~de nitrdgeno para eliminar el disolvente hasta peso constante.

Una vez extraidas y pesadas ambas fracciones de los
1ipidos presentes en heces, se toman cantidades proporcionales de las
mismas para constituir la muestra representativa de los Tipidos totales
no absorbidos.
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3.- DETERMINACION DE LA FRACCION INSAPONIFICABLE

Se ha seqguido 1a NORMA UNE 55-004-73, que se resume
a continuacion:

Se pesa, con exactitud del mg, 1 g de grasa, se afaden
50 ml1 de solucidn alcohélica de KOH IN y se saponifica durante 1 hora a
reflujo, agitando de vez en cuando. La solucidon se trasvasa a un em-
budo de decantacidon con 100 m1 de agua destilada, se deja enfriar y se
afiaden 100 m! de éter etilico, se agita y se espera hasta clara separa-
cidn de las capas. La capa acuosa vuelve al matraz de saponificacion
y la etérea pasa a otro embudo de decantacidn conteniendo 40 ml de agua
destilada. La solucién jabonosa, que estd en el matraz de saponifica
cibn, se pasa de nuevo al primer embudo y se vuelve a extraer dos veces
mas con porciones de 100 ml de éter etilico. Las porciones etéreas
se reinen en el segundo embudo de decantacidn y, sin sacudidas violentas,
se agitan con el agua que habia en &1, y posteriurmente se lavan alter-
nativamente con 40 m1 de solucion acuosa de KOH 0,5N y con 40 ml de agua
destilada, repitiendo dos veces la operacidon y prolongando el lavado con
agua hasta que sea neutra a la fenolftaleina. Las aguas de lavado se
afladen a la solucidn jabonosa para la determinacidon posterior de los
acidos grasos totales. La solucidn etérea se trasvasa a un matraz ta
rado, se afladen 6 ml de acetona y se elimina completamente el disolven-
te volatil en evaporador rotatorio al vacio. Se termina el secado
por medio de corriente de nitrdogeno, hasta peso constante.

4.- DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS TOTALES

Las soluciones alcoh6licas de jabones y las aguas de
lavado, que quedan después de la separacidon de los insaponificables, se
relinen en un embudo de decantacidon y se afiade C1H IN, agitando constan-
temente y hasta acidificacion, 1o que se nota por la desaparicidn de la
espuma y se comprueba con papel indicador de pH. Se deja enfriar,



se extrae varias veces con porciones de 100 ml de éter etilico y se la-
van las porciones etéreas reunidas con solucion acuosa de CINa al 10%.
Por Gltimo, se afade SO4Na anhidro, se filtra sobre un matraz tarado,
se evapora el éter en rotavapor a vacio y se eliminan los restos de di-
solvente por medio de corriente de nitrdogeno, hasta peso constante.

5.- OBTENCION DE LOS ESTERES METILICOS (187)

Se pesan 300-350 mg de la muestra de acidos grasos, en
un matraz de 50 ml al que se afiaden 4 ml de reactivo BF3 2M en metanol.
Después de hervir durante 3 minutos, se interrumpe la calefaccidn y se
agrega al matraz disolucion acuosa saturada en ClNa, en cantidad sufi-
ciente para que al afiadirle 3 6 4 ml de hexano, éste quede en el cuello
del matraz. Se extrae repetidas veces con hexano para garantizar una
buena extraccion de los ésteres metilicos, evaporandose el disolvente
en un rotavapor bajo corriente de nitrogeno.

6.- SEPARACION DE LOS ESTERES METILICOS MEDIANTE CROMATOGRAFIA EN
COLUMNA DE SILICE

Se sigue la metddica detallada en el epigrafe 2.1.2.3.b.
con las siquientes modificaciones:

- La columna de vidrio utilizada posee 40 cm de altura y 0,9 cm de d.i.

- Para la preparacion de la columna cromatografica se pesan 6 g de
silice y se afiaden 20 ml de hexano-éter etilico 88:12.

- Se pesan 300 mg de ésteres metilicos, con exactitud del mg, se di-
suelven en 5-8 ml de hexano-éter etilico 88:12 y, a continuacion se
transfiere a la columna cromatografica.



-131-

- La fraccidon no polar se eluye con 50 m1 de hexano-éter etilico 88:12
y la elucidn de la fraccidn polar se realiza con 50 ml de éter etili
co y 50 m1 de cloroformo-metanol 2:1.

7.~ DETERMINACION CUANTITATIVA DE LOS ACIDOS GRASOS MEDIANTE CROMATOGRAFIA
DE EXCLUSION

La evaluacion cuantitativa de los grupos de acidos gra
sos se lleva a cabo siguiendo el procedimiento descrito en el epigrafe
2.1.2.3.c.

c) Otras determinaciones de interés

1.- DETERMINAZION DE ACIDOS GRASOS POR CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO

.. Preparacion de 1a muestra

Se obtienen los ésteres metilicos a partir de 100 mg
de 1ipidos siguiendo 1a NORMA UNE 55-037-73, se pesan
Tos ésteres metilicos extraidos, con exactitud del mg,
en un matraz aforado de 5 ml, y se enrasa a continua-
cion con hexano. 1 ul de esta disolucion se inyecta
directamente en el cromatdgrafo de gases, en las condi
ciones que seran descritas con posterioridad, lo que
permite obtener los porcentajes de cada acido respecto
al total de los mismos en la muestra.
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Se procede de igual forma a la anteriormente descrita,
pero afiadiendo a la muestra inicial de 1ipidos 1 ml de
una disolucién que contiene 8 mg/ml de acido heptadecanoico,
utilizado como patron interno. ‘

La cantidad de cada acido en 1a muestra problema se ob
tiene facilmente teniendo en cuenta la respuesta obte-
nida para el C”:0 :

CANTIDAD DE ACIDO = AREA OBTENIDA y CANTIDAD C17:0
A PARA A AREA  C17:0

«.Analisis cromatografico

Se ha utilizado un cromatégrafo HP-5880A, equipado con
detector de ionizacidn de 1lama. Las condiciones cromatograficas han
sido las siquientes:

* Columna GP 3% SP-2310/ 2% SP-2300 sobre Chromosorb
100/120 mallas

* Muestra inyectada: 1 ul
* Flujo de nitrdgeno: 20 m1/min

* Temperatura del horno: programada desde
180°C a 220°C a 2°C/min y
20 min de isoterma inicial

* Temperatura del detector: 250°C

* Temperatura del inyector: 250°C



2.- DETERMINACION DE LA ACIDEZ LIBRE

Se sigue Ta NORMA UNE 55-011, que se resume a continuacion:

Se prepara una mezcla, en partes iguales, de alcohol
etilico de 96° y éter etilico, adicionandole disolucion alcohdlica de
fenolftaleina al 1% como indicador. La mezcla se neutraliza con diso
Tucidon de KOH 0,1N valorada previamente utilizando como patrdn acido
benzoico purificado, en el laboratorio, por sublimacion.

Se pesan 100 mg de grasa, con exactitud del mg.
E1 disolvente neutralizado, preparado segin se indica anteriormente, se
vierte en el matraz y se agita, hasta consequir la disolucidn completa
de la grasa. Sequidamente se valora con disolucion de KOH 0,1N.
La adicion de KOH se hace agitando constantemente, dandose por termina-
da la valoracion cuando la adicion de una sola gota produce un viraje
débil, pero definido, que persiste durante unos segundos.

E1 grado de acidez se expresa en porcentaje de acido
oleico y se calcula de la siguiente forma:

28,2 x V x N
G

ACIDO OLEICO,% =

G: Peso de lipidos, en gramos
V: Volumen consumido de 1a disolucidn de KOH, en ml

N: Normalidad de 1a disolucidn alcalina utilizada



2.2.2.- Experiencia inicial: puesta a punto de
las técnicas analiticas y seleccion de
variables en los ensayos nutricionales



-135-

E1 objetivo primordial de esta experiencia ha sido de-
finir las mejores condiciones de realizacion de los ensayos con anima-
les de experimentacion y estudiar la aplicacion de los procedimiéntos
analiticos desarrollados a muestras de lipidos no absorbidos de muy di-
ferente naturaleza. Las conclusiones obtenidas permitiran establecer,
en su caso, las modificaciones necesarias para cuantificar posteriormen
te con exactitud los compuestos no absorbidos presentes en las heces de
los animales.

Con este fin, se han establecido en esta primera expe-
riencia los siguientes objetivos concretos:

12) Garantizar la reproducibilidad de las técnicas previas a la obten
cion de los 1ipidos presentes en heces.

22) Solucionar los problemas que pueden plantearse en la aplicacidn
del método analitico a 1ipidos de composicidn desconocida.

32) Conocer las diferencias entre animales y establecer el nimero de

grupos y de animales por grupo mas adecuado.

42) Decidir, en funcidon de las cantidades de 1ipidos obtenidos, la
duracion o6ptima de los periodos de control del ensayo.
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52) Definir las mejores condiciones de composicion de las dietas
(aceites mas idoneos, proporcidn y grado de alteracion mas ade-
cuados).

Es facilmente comprensible que, dado el desfase de
tiempo entre el planteamiento de la experiencia y la obtencidn de re-
sultados, cualquier conclusion que 1leve a establecer un cambio en las
condiciones del ensayo, obliga a la realizacion de una nueva experiencia
que incluye las modificacioens de interés, como se establece en el apar
tado 2.2.3. No obstante, a partir de los resultados obtenidos en este
ensayo, se han deducido otras conclusiones que van mas alla de Tos obje
tivos establecidos y que indican ya el diferente comportamiento de los
compuestos de alteracion en la etapa de absorcion.
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2.2.2.1.- PLANTEAMIENTO DE LA EXPERIENCIA

Animales y tratamientos

4 grupos de ratas Wistar, constituidos por 4 animales
cada uno, han sido alimentados con una dieta base suplementada con la
adicidon de aceites refinados de oliva y girasol no calentados y calen-
tados durante 100 horas a 190°C en condiciones termoxidativas. Al
mismo tiempo se ha mantenido 1 grupo adicional de control, alimentado
exclusivamente con la dieta base, cuya composicién se recoge a continua
cion:

= HUMEDAD  ......ciiiivnnnen 12,0%

- PROTEINAS .iiiiiiiiinnnnes 17,0%
vegetales (turtd)
animales (pescado)

= LIPIDOS  veevvrrnennnnnnn 3,0%

S O O | 58,7%
(cereales,aziicar)

- CELULOSA (Weende) ......... 4,3%

- MINERALES  ...iiieiiinnnns 5,0%

La duracidon del ensayo ha sido de 7 meses en total, a
1o largo de los cuales los mismos animales se sometieron a una dieta
inicial conteniendo un 12% de grasa durante 3 meses, posteriormente 6%
durante 2 meses y, finalmente,18% los 2 Gltimos meses. Las cantidades
de aceites adicionados han sido calculadas previamente para conseguir
Tos niveles indicados, teniendo en cuenta la grasa inicialmente presen-
te en la dieta base, cuyo analisis cuantitativo basico proporciona los
siguientes resultados:



* Insaponificable ..iiiiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnes 5,8%
* Acidos grasos no alterados .......evveeenennnnns 87,3%
* Acidos grasos polares ...i.eeiiiiiiiiiiiiiicenene. 6,9%
C16:0 14,3

C16'1 0,7

Composicion Acidos grasos mayoritarios __ c ) 2.2

(g /100 g de grasa) 18:0 >
Ci8:1 . 21,3
C18:2 oo 48,8

Las determinaciones analiticas realizadas a los aceites
que integran las dietas se recogen en las 4 primeras columnas de las
Tablas V y VI.

Todos los animales, incluyendo el grupo control, han
sido mantenidos en jaulas de metabolismo durante periodos de 5 dias, con
2 dias de adaptacion previa. Asi mismo, el grupo de control ha sido
utilizado para la determinaciin de los 1ipidos de origen enddgeno, sien
do alimentado, en este caso, con la dieta previamente desengrasada.

Se 11evd a cabo un control riguroso de las cantidades
ingeridas y excretadas durante los 5 dias que constituyen el periodo
principal, en jaulas de metabolismo, a To largo de los cuales los anima
Tes ingirieron "ad 1ibitum” agua y su dieta correspondiente. Las heces
fueron recogidas y pesadas diariamente, y mantenidas en congelador hasta
que se completaba el periodo experimental para cada animal, tras el cual
Ta grasa era extraida y mantenida a -27°C hasta el momento de su analisis.



-139-

2.2.2.2.- REPRODUCIBILIDAD DE LAS TECNICAS ANALITICAS PREVIAS AL
ANALISIS DE LIPIDOS NO ABSORBIDOS

E1 estudio incluye el anadlisis de las etapas de deseca
cion de heces y extraccion de los Tipidos de las heces exentas de humedad.

a) Desecacion

Se ha ensayado el procedimiento de desecacion en estu-
fa de vacio variando las condiciones de tiempo y temperatura. Consi-
derando la conveniencia de no prolongar innecesariamente esta etapa Yy,
al mismo tiempo, utilizar una temperatura moderada para evitar posibles
alteraciones, se ha llevado a cabo la desecacidn a vacio y a 50°C, has-
ta peso constante.

b) Extraccidn

Para la extraccion mediante el procedimiento de Soxhlet
se ensayaron distintos disolventes organicos - hexano, cloroformo, éter
etilico - con caracteristicas idoneas para la extraccion de lipidos en
un amplio rango de composicidn. Puesto que no se encontraron diferen-
cias significativas en la cantidad obtenida, se selecciond finalmente
el éter etilico por tratarse del disolvente de mas facil eliminacion.

E1 tiempo necesario para garantizar la total extraccidn de los lipidos
se establecid en 7 horas.

Dada la posibilidad de existencia de grasa no extraida
en las condiciones indicadas, se ha procedido a una segunda extraccion
en Soxhlet, previa hidrdlisis de las heces desengrasadas. Aunque es
posible obtener la grasa en una Gnica extraccidon de las heces previa hi
drolisis acida, se ha evitado este procedimiento para mantener la grasa
parcialmente hidrolizada, en las mismas condiciones en que se encuentra
en las heces.



La reproducibilidad de ambas etapas conjuntamente se
ha obtenido a partir de 4 muestras de composiciones muy diferentes:

1.- Heces de animales alimentados con dieta que contiene 12% de grasa
con bajo nivel de alteracion (2,8% de la dieta base y 9,2% de
aceite de girasol no calentado).

2.- Heces de animales alimentados con dieta que contiene 12% de grasa
con alto nivel de alteracidn (2,8% de la dieta base y 9,2% de
aceite de girasol calentado durante 100 horas a 190°C).

3.- Dieta conteniendo 12% de aceite de girasol no calentado, prepara
da a partir de la dieta base desengrasada.

4.- Dieta conteniendo 12% de aceite de girasol calentado durante 100
horas a 190°C, preparada a partir de la dieta base desengrasada.

Muestras de 30 g son desecadas por duplicado y, una vez
exentas de humedad, extraidas, a su vez, por duplicado. Los procedi-
mientos de desecacidon y extraccidn utilizados se detallan en el aparta-
do 2.2.1.2. La reproducibilidad de las etapas se establece a partir
de la cantidad de grasa obtenida y del porcentaje de acidos grasos no
alterados, evaluado con patrdn interno y realizado por duplicado (8 datos
por muestra).

— RESULTADOS 'Y DISCUSION —

Las Tablas VII y VIII recogen los resultados obtenidos
para las 4 muestras, expresados en gramos de grasa por 100 gramos de
muestra himeda y gramos de ésteres metilicos no alterados por cada 100
gramos de lipidos, respectivamente. En ambos casos, puede observarse
que los limites de confianza son inferiores al 5%, a pesar del elevado
valor de t para 3 grados de libertad (t = 2,365).
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Tabla VII.- Reproducibilidad de las etapas de desecacidon y extracciodn
(g/100 g muestra inicial)

%IPII]B HECES LIPIDOS HECES DIETA 122 DIFTA 1%
Dieta girasol no Dieta gi 1 i 1 i 1 id
ca]entg rase) (tegrgxgégg(s)om%) Girasol no calentado Girasol termoxidado
1,97 5,32 n,8 1,93
1,84 . 5,16 1],95 1,75
1,9 4,97 12,17 11,88
2,03 5,09 12,04 11,73
X 1,9 513 11,99 n,8
tS)-( 0,13 0,22 0,15 0,19

Tabla VIII.- Reproducibilidad del porcentaje de acidos grasos no alterados

%IPI]I)S HECES LIPIDOS HHES DIETA 12 DIETA 1%
Dieta girasol no (Dieta girasol i ] irasol i
calentgdo %) temox?dado 12) Girasol no calentado Girasol termoxidado
50,92 29,58 97,32 57,41
51,13 28,34 98,12 57,92
51,84 29,12 97,62 5,83
51,73 29,31 98,01 56,12
52,64 28,83 97,31 5,34
51,28 0,12 %, 8 57,12
90,41 2,11 97,3% 5,88
51,63 2,8 9,12 54,45
X 51,45 2,28 97,33 56,51

tS)—( 0,57 0,47 0,54 0,90
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Las muestras 3 y 4, que corresponden a la dieta a la
que se ha afadido el aceite de composicion conocida, son las de mayor
interés para evaluar la exactitud de la determinacion y la posibilidad
de que existan modificaciones de la grasa durante las etapas analizadas.
Como puede observarse, la cantidad de grasa obtenida en ambos casos tie
ne una desviacion extremadamente pequefia con respecto a la cantidad adi
cionada (12 g de aceite /88 g de dieta desengrasada), lo que indica cla
ramente que la extraccidon de la grasa es completa.

Por otra parte, el porcentaje de acidos grasos no alte
rados era de 97,5 y 55,2% para los aceites de girasol no calentado y
termoxidado, respectivamente (Tabla VI), valores practicamente idénticos
a las medias obtenidas, aln utilizando un método analitico distinto.
En la Tabla IX se muestran las composiciones en acidos grasos mayorita-
rios, para el aceite de girasol no calentado y para las 8 muestras obte
nidas tras la desecacidon y extraccidon de la dieta que lo contiene.
Teniendo en cuenta que los errores de la determinacion de los acidos
grasos pueden ser hasta del 5% para los acidos que se encuentran en la
muestra en proporcidn superior al 10% (188), puede concluirse que la al-
teracidn de la muestra no es significativa.
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Tabla IX.- Aceite de girasol no calentado y muestras sometidas a etapas
previas: composicion en acidos grasos mayoritarios.

DESECACION 1 DESECACION 2
AcIpos | ACETTE
oF EXTRACCION 1 | DXTRACCION 2 | DXTRACCION 1 | XTRACCION 2

GRASOS

GIRASL | 1 2 3 | 4 5 6 7 8
C16:0 8,2 8,8 | 9,183 | 81 9,180 ]9,0 |09,
C18:0 5,0 5.4 | 4,9 | 4,7 | 46 | 5,5 | 4,7 | 5,1 | 4,9
Cigy | 27.8 | 27,5 | 26,8 27,3 | 26,7 | 29,2 | 28,9 | 26,7 | 28,1
Cig.p | 590 | 58,3 |59,2|59,7 |60,6|56,2]584 59,2 | 5,9




-14-

2.2.2.3.- ANALISIS DE LOS LIPIDOS NO ABSORBIDOS

a) Caracteristicas generales

Una vez comprobada la reproducibilidad de las etapas

previas a la obtencion de la grasa y la inexistencia de alteracidn, es

importante conocer las caracteristicas generales de los 1ipidos no

absorbidos, para garantizar que el sistema analitico desarrollado para

grasas comestibles es de aplicacidon al caso particular de estas muestras.

Muestras utilizadas y determinaciones analiticas

a)

b)

Lipidos no absorbidos de origen enddgeno, procedente de las heces
de animales alimentados con dieta desengrasada.

Lipidos no absorbidos, tanto de la fraccion obtenida por extraccitn
directa como la obtenida tras hidrélisis acida, procedentes de 2
dietas representativas de las condiciones extremas de alteracidn:

- Girasol no calentado 12%

- Girasol termoxidado 12%

Las determinaciones generales realizadas han sido:
* Determinacion gravimétrica de los lipidos no absorbidos totales.
* Determinacion de la fraccidon insaponificable.
* Determinacidn de la acidez libre.

* Cuantificacion de los acidos grasos no alterados con patron
interno.

* Cuantificacidon de los acidos grasos alterados (por diferencia).
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— RESULTADOS Y DISCUSION —

La Tabla X resume los resultados obtenidos para las
determinaciones realizadas sobre las 5 muestras.

En primer lugar , es importante comentar que las canti
dades totales de lipidos neutros no absorbidos por 100 g de grasa inge-
rida son muy superiores en los animales alimentados con grasa alterada
(30,1 g) frente a los alimentados con grasa no calentada (8,2 g).

En el analisis efectuado se encuentra un elevado valor
para la fraccidn insaponificable (28,2%) y para los acidos grasos no al
terados (46,8%) cuando la dieta incluye la grasa no calentada mientras
que, en contraste, la dieta con grasa alterada se caracteriza por un al
to porcentaje de acidos grasos alterados (65,2%) y cifras mucho menores
de fraccidn insaponificable (8,1%) y de acidos grasos no alterados (26,7%).

Por otra parte, las cantidades de 1ipidos obtenidos

tras hidrolisis acida son bajas en relacion con los 1ipidos neutros y
destaca la practica ausencia de fraccidn insaponificable. Sin embar-
go, el resultado de mayor importancia es que, en el caso de las grasas
termoxidadas, esta fraccion esta mayoritariamente constituida por pro-
ductos de alteracion, 1o que hace que su determinacidon sea imprescindi-
ble si se pretende determinar la cantidad de compuestos de alteracidn
no absorbidos.

Finalmente, el analisis de los 1ipidos de origen end6-
geno demuestra la existencia de cantidades totales significativas
(0,35 g 1ipidos /100 g dieta base desengrasada ingerida) y de una impor
tante contribucion de la fraccion insaponificable. No obstante, hay
que tener en cuenta que estos resultados se han obtenido alimentando
Tos animales con la dieta base, a 1a que se ha eliminado la grasa segun
el procedimientc de Soxhlet, utilizado para obtener los lipidos no
absorbidos en la primera etapa. |



Tabla X.- Caracteristicas generales de los 1ipidos no absorbidos

(g/100 g de grasa ingerida)

LIPIDOS LIPIDOS | % FRACCION % ACIDOS NO | % ACIDOS ACIDEZ

NO ABSORBIDOS TOTALES | INSAPONIFICABLE | ALTERADOS | ALTERADOS | (% oleico)
- ENDOGENDS - 29,2 52,1 18,7 -
dieta desengrasada)

~ EXTRACCION DIRECTA 8,2 28,2 46,8 25,0 37,2
(girasol no calentado)

~ EXTRACCION DIRECTA 30,1 8,1 26,7 65,1 28,4
(girasol termoxidado)

- EXT. TRAS HIDROLISIS 1,4 - 38,2 61,8 -
(girasol no calentado)

- EXT. TRAS HIDRALISIS 3,9 - 8,3 91,7 -

(girasol termoxidado)
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La hidrdolisis posterior de la dieta base demuestra que existen todavia
cantidades significativas de lipidos que, sin embargo, no pueden ser
eliminados sin modificar sus caracteristicas. Por ello, la cantidad
obtenida en las heces de los animales experimentales puede proceder, en
parte, de lipidos presentes en Ta dieta que, a su paso por el tracto in
testinal, puedan ser liberados.

Teniendo en cuenta las dificultades existentes y, dado
el interés de un buen control de los 1ipidos de origen interno, es nece
saria la utilizacidn, en nuevas experiencias, de dietas purificadas exen-
tas de 1ipidos, 1o que facilitara la interpretacidon de los resultados
obtenidos.

b) Aplicacion de la sistemdtica analitica a la evaluacion de 1ipidos
no absorbidos

E1 @ltimo paso previo a la cuantificacion de los com-
puestos de alteracidn no absorbidos es la aplicacién de los métodos ana
1iticos desarrollados para grasas comestibles, a las muestras de 1ipi-
dos con las caracteristicas generales definidas en el apartado anterior,
valorar las separaciones obtenidas y sugerir, en su caso, las modifica-
ciones adecuadas para conseguir resultados fiables.

Con tal fin, se aplica a las mismas muestras seleccio-
nadas en el apartado precedente, cuyas caracteristicas generales se re-
cogen en 1a Tabla X, la metddica analitica para la determinacidn de
acidos mondmeros, dimeros y polimeros, segin el procedimiento analitico
desarrollado en el apartado 2.1.2.3., que incluye las siguientes etapas:

12) Preparacion de los ésteres metilicos

22) Separacion de los ésteres metilicos por cromatogra
fia en columna de silice

32) Determinacidn cuantitativa por cromatografia liquida

de exclusidn



— RESULTADOS Y DISCUSION —

La Figura 19 muestra, en la parte superior, los croma-
togramas obtenidos para la fraccion no polar de las muestras de lipidos
no absorbidos obtenidas por extraccion directa, correspondientes a los
animales alimentados con dieta alipidica, girasol no calentado y gira-
sol termoxidado, respectivamente. Es de destacar que aparecen 3 picos
en una fraccidén que, en principio, incluye so6lo a los ésteres metilicos
de acidos grasos y dimeros no polares, cuyos tiempos de retencidn co-
rresponden al superior e inferior, respectivamente, de los resefiados en
la figura.

Puesto que la principal diferencia entre estas mues-
tras y las de grasas comestibles se encuentra en el elevado porcentaje
de insaponificable de las primeras, es importante conocer las posibili-
dades de solapamiento de la citada fraccion con los acidos presentes en
las muestras que proceden de la grasa de la dieta.

La eliminacion previa de la fraccidn insaponificable
da lugar a los cromatogramas que se encuentran en la parte inferior de
la figura, para las mismas muestras. La comparacidn entre cromatogra
mas permite apreciar claramente el solapamiento debido a componentes
del insaponificable y, consecuentemente, la eliminacién previa de la
fraccion insaponificable es una modificacion indudablemente necesaria
como etapa preliminar a la aplicacion del esquema analitico a muestras
de lipidos no absorbidos.

Se han omitido Tos cromatogramas correspondientes a las
muestras obtenidas tras hidrdlisis puesto que, al carecer éstas de insa
ponificable, Tos cromatogramas son idénticos en ambas situaciones y no
existen problemas especiales en la cuantificacion de los acidos presen-
tes.
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Figura 19.- Cromatogramas representativos de la fraccion no polar
de 1ipidos no absorbidos.



2.2.2.4.- SELECCION DE VARIABLES EN LOS ENSAYOS NUTRICIONALES

En el presente apartado se muestran los resultados
obtenidos para todas las muestras analizadas, que han sido de gran uti-
lidad para decidir las mejores condiciones de futuros ensayos.

En Ta Tabla XI se incluyen las cantidades de 1ipidos
no absorbidos totales, durante el periodo controlado, asi como los co-
rrespondientes valores de digestibilidad aparente. Dos conclusiones
destacan a la vista de los resultados obtenidos:

12) E1 incremento de la alteracion de la grasa tiene
como consecuencia una disminucion de la digestibi-
lidad o un incremento en la cantidad de 1ipidos
excretados.

22) La digestibilidad aumenta conforme aumenta el por-
centaje de grasa en la dieta, cuando se utiliza un
aceite termoxidado. En el caso de las grasas mas
alteradas, sin embargo, no se encuentra una evolu-
cion coherente.

En nuestra opinidn, esta Gltima conclusidn es sorpren-
dente ya que, en todo caso, seria de esperar que, con una ingestidn ex-
cesiva de grasa, la absorcidn disminuyera,por saturacion de la mucosa (189).

Por ello, se piensa que los resultados pueden estar re
lacionados con la existencia de parametros o variables no controlados
en la experiencia, que se resumen a continuacion:

12) La imposibilidad de controlar de forma efectiva la grasa enddge-
na para obtener valores netos de digestibilidad. Puesto que
Ta correccion de la grasa se efectiia utilizando un grupo de ani-
males en idénticas condiciones experimentales pero con la dieta
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Tabla XI.- LIPIDOS TOTALES: Cantidades excretadas (g/100g grasa ingerida)

y digestibilidades aparentes (%).

LIPIDOS N0  ABSORBIDOS DIGESTIBIL. IDAD
¥ Aceite
~en dieta 6 12 18 6 12 18
Aceite
X tS; X tS- X tS;
(1) 158 3,18 | 1,3 1,11 | 59 0% 8,2 88,7 9,1
(2) 20,5 1,83 | 25,2 2,2 | 23,6 3,66 79,5 74,8 76,4
(3) 4,0 2,38 9,4 143143 0,64 86,0 90,6 %,7
(4) 23,6 3,% | 85 39| 2.6 2,4 76,4 65,5 72,4

*(1): Oliva refinado no calentado

(2): 0liva refinado termoxidado (100 horas)

(3): Girasol refinado no calentado

(4): Girasol refinado termoxidado (100 horas)
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exenta de grasa, la correccion a efectuar depende del tiempo en
que los animales consumen los 100 g de grasa, sobre los que es-
tan expresadas las tasas de digestibilidad. Es decir, cuanto
menor sea el porcentaje de grasa en la dieta, tanto mas elevada
serd la cantidad de grasa enddgena en los 1ipidos no absorbidos
¥, por ello, los valores de digestibilidad neta deberian tender
a iqualarse. La determinacién de la grasa enddgena es, por
tanto, fundamental para establecer la significacion de los resul
tados.

22) Puesto que los aceites se adicionan a una dieta base que contiene
un 3% de grasa, la composicion de la grasa de la dieta varia en
todos los grupos. E1 analisis de la grasa de la dieta base,
que se recoge en el apartado 2.2.2.1., muestra una mayor altera-
cidén que los aceites refinados de oliva y girasol y, por tanto,
la grasa total de la dieta estd menos alterada cuanto mayor es
su proporcidn, lo que justificaria su menor digestibilidad.

En consecuencia, es necesaria una dieta base exenta de grasa, pu
rificada y de composicién constante lo que, por una parte, garan
tizaria Ta accion exclusiva de las variables que se pretenden
estudiar - nivel de grasa y porcentaje de alteracidon -, y, ademis,
permitiria un control estricto de la grasa de origen interno.

32) La influencia del porcentaje de grasa en la dieta se ha analiza-
do en diferente tiempo y, por tanto, los resultados podrian mos-
trar también la influencia de la edad de Tos animales.

En consecuencia, seria conveniente establecer grupos de animales
independientes.

La Tabla XII recoge las cantidades ingeridas y excre-
tadas de fraccidn insaponificable, por cada 100 g de grasa ingerida,
asi como los valores de digestibilidad aparente. Como puede observar
se, la fraccion insaponificable excretada es siempre superior a la inge
rida, lo que implica que una parte significativa de la misma es de ori-
gen interno y no relacionado con la dieta.
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Es, por tanto, necesario, de nuevo, un buen control de los lipidos de
origen enddgeno, que permita corregir los resultados.

La Tabla XIII corresponde a las cantidades ingeridas y
excretadas de acidos grasos no alterados, por cada 100 g de grasa inge-
rida, junto con los valores de digestibilidad aparente. La determina
cidon se 1leva a cabo mediante cuantificacidon con patron interno.

Las digestibilidades obtenidas son muy superiores a las
que se encuentran en los lipidos totales, aunque las conclusiones gene-
rales son similares a las deducidas para ellos y, por tanto, son igual-
mente aplicables las modificaciones que se sugieren en posteriores ensa
yos,para poder establecer conclusiones definitivas.

Finalmente, no ha sido posible determinar otros grupos
de compuestos, ya que las cantidades de 1ipidos obtenidos durante el pe
riodo experimental de 5 dios son insuficientes en algunos casos.

En consecuencia, es necesario prolongar los periodos de control en jau-
la de metabolismo, lo que, por otra parte, deberia contribuir a dismi-
nuir 1os errores experimentales, al reducirse el desfase existente entre
ingesta y excreta.

En resumen, el planteamiento de esta experiencia ha
permitido establecer las modificaciones necesarias en 1os ensayos, para
asegurar una buena cuantificacion de los compuestos presentes en la gra
sa de la dieta, las cuales se resumen a continuacion:

12) Utilizacion de una dieta base alipidica purificada, de composicion
constante y comprobada en el laboratorio, que permita un riguroso
control de los lipidos ingeridos y excretados, asi como de los
de origen enddgeno. De esta forma se garantiza la accidn ex-
clusiva de las variables que se pretenden estudiar - nivel de
alteracion y porcentaje de grasa -.
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Tabla XII.- FRACCION INSAPONIFICABLE: Cantidades ingeridas, excretadas

(g/ 100 g de grasa ingerida) y digestibilidades aparentes (%).

INGERIDO EXCRETADO DIGESTIBILIDAD
% Aceite
~endieta ¢ 12 8|6 12 18 |6 12 18
Aceite
*
(1) 3,4 2,1 1,6 | 4,6 2,8 2,0{-%6,3 -3B,3 25,0
(2) 3,2 1,9 1,4 4,5 3,2 2,0|-40,6 -40,6  -50,0
(3) 3,4 2,1 1,6 | 4,5 2,6 1,5(-%2,3 -23,8 +6,2
(4) 3,2 1,9 1,4 4,3 3,4 2,0(-%,4 -789 -42,8
Tabla XIII.- ACIDOS GRASOS NO ALTERADOS: Cantidades ingeridas, escretadas
— (g/100 g de grasa ingerida) y digestibilidades aparentes (%).
INGERIDO EXCRETADO DIGESTIBILIDAD
1 Aceite
dieta ¢ 12 18 |6 12 18 | 6 12 18
Aceite
. *
(1) 3,0  %,0 97,11 8,4 6,0 3,2(91,0 8,7 %,7
(2) 7,1 67,0 64,6 8,0 9,7 8,7 | 89,2 8,5 8,5
(3) 2,4 %,3 %,0| 7,2 5,5 2,1 92,2 3,2 97,8
(4) 7,2 62,2 59,8 | 10,7 17,8 12,6| 8,0 n,4 79,0

* Para claves ver Tabla XI.
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22) Establecimiento de grupos diferenciados de animales para cada
una de las combinaciones de las dos variables estudiadas, para
eliminar la influencia de la edad de los mismos. E1 disefio
factorial establecido permite, por otra parte, analizar las po-
sibilidades de interaccidn entre las dos variables elegidas.

No se ha considerado necesario, sin embargo, aumentar el niimero

de animales por grupo, ya que las nuevas condiciones establecidas
en los ensayos deben contribuir a disminuir las desviaciones en-
contradas que, por otra parte, se consideran aceptables en rela-
cidn con el objetivo de este estudio.

32) Periodos de control de 15 dias de duracién, tiempo necesario pa-
ra obtener suficientes cantidades de muestras de lipidos y mini-
mizar las consecuencias negativas debidas al desfase existente
entre ingesta y excreta.

42) Utilizacidon de un dnico aceite, que garantice un riguroso con-
trol de la composicion en productos alterados, lo cual se consi-
dgna fundamental pues, como ya se ha comprobado, las variaciones
en las digestibilidades estan mas relacionadas con las cantida-
des de compuestos de alteracion que con el tipo de aceite.

La obtencidon de un nivel intermedio, por mezcla del aceite no al
terado y el alterado, asegura asi igual composicidn cualitativa
y un distinto nivel cuantitativo para los productos alterados.



2.2.3.- Experiencia principal: determinacion
cuantitativa de lipidos no absorbidos
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E1 objetivo de esta experiencia, considerada como prin
cipal, ha sido la determinacion de las tasas de absorcion de compuestos
especificos de alteracion. A tal efecto, se han aplicado las modifi-
caciones necesarias para obtener mejoras sustanciales, tanto en el plan
teamiento de la experiencia como en la metodologia analitica desarrolia
da, modificaciones que resultan como consecuencia de la experiencia
realizada anteriormente (Apartado 2.2.2.).

En definitiva, 1a utilizacion del esquema analitico
desarrollado, cuya aplicabilidad a 1ipidos no absorbidos ha sido previa
mente demostrada, proporciona una metodologia nueva y particularmente
adecuada para la cuantificacion de compuestos de alteracidn especificos
en estas muestras y ello, unido a la determinacidn de Tos mismos en las
grasas de las dietas, constituye una buena base para evaluar, indirecta
mente, las tasas de absorcidn de compuestos especificos de alteracion.

La indiscutible necesidad de aplicar factores de co-
rreccion a los 1ipidos no absorbidos, en base a los lipidos enddgenos
excretados, nos ha conducido a la realizacidon previa de una completa ca
racterizacion de los 1ipidos excretados de origen endogeno.

En conclusidn, con los propdsitos arriba mencionados,
se ha planteado una ambiciosa experiencia cuyo desarrollo y resultados
obtenidos se exponen detalladamente en este apartado.



2.2.3.1.- PLANTEAMIENTO DE LA EXPERIENCIA

E1 planteamiento de la experiencia recoge todas las
modificaciones deducidas del ensayo previo, que se resumieron al final
del apartado 2.2.2.4.

a) Animales y tratamientos

La experiencia se ha 1levado a cabo con ratas macho de
Ta cepa Wistar, con un peso inicial de 100 g aproximadamente, distribui
das en 10 lotes homogéneos constituidos por 4 animales cada uno, inclu-
yendo un grupo control.

Los animales fueron alimentados con una dieta base ali
pidica a la que se incorpord aceite puro de oliva, combinando distintos
valores para las dos variables de mayor interés: nivel de compuestos de
alteracién en la dieta y porcentaje de grasa en la misma. Los niveles
de grasa seleccionados han sido 6,12 y 20% y los niveles de alteracion
Tos correspondientes al aceite de oliva puro fresco, al mismo, alterado
en condiciones termoxidativas a 190°C durante 150 horas y a una mezcla
de ambos al 50%.

La composicion de la dieta base se resume a continuacion:

- HUMEDAD +eceesversonssscnncscansacncanss 10,0%

= PROTEINAS  seeevcesecsnsnncnnsnsonassens 19,8%
(caseina)

- EXTRACTO LIBRE DE NITROGENO =+--+- 57,6%
(glucosa + almidon)

= CELULOSA  cecseeccocossscsssansnansscnass 5,4%

= MINERALES sevevsescsuonacanecnnacsnnnns 6.2

- COMPLEJO VITAMINICO  cereveceverenens 1,0%

Las determinaciones analiticas realizadas en los acei-
tes se recogen en las 3 Ultimas columnas de las Tablas V y VI.
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Se han controlado estrictamente las condiciones de pre
paracion y conservacion de las dietas. Con objeto de evitar su dete-
rioro, se prepararon semanalmente y se envasan en frascos herméticamente
cerrados, con nitrdgeno, que se conservan en frigorifico (4°C) hasta el
momento de su administracion a los animales.

La duracion total del ensayo ha sido de 5 meses, a lo
largo de los cuales fueron controlados en jaulas de metabolismo los di-
ferentes grupos de animales, durante periodos de 15 dias, con 3 dias de
adaptacion previa. E1 grupo control se alimentd con la dieta base
alipidica durante 2 periodos de 15 dias, al comienzo y al final de la
experiencia global.

Durante el periodo experimental los animales se mantu-
vieron en jaulas de metabolismo individuales, que permiten cuantificar
la ingesta y las excreciones fecal y urinaria. A 1o largo de este pe
riodo, los animales ingirieron "ad 1ibitum" agua y su dieta correspon-
diente, realizando un control riguroso de las cantidades ingeridas y
excretadas diariamente. Asi mismo, el sequimiento de los animales
durante la experiencia ha incluido frecuentes controles de la evolucidn
ponderal, signos externos y datos macroscopicos. Las heces fueron re
cogidas y pesadas diariamente, y mantenidas en congelador hasta el mo-
mento de su extraccion.

La distribucidon de los animales en las jaulas de meta-
bolismo ha sido realizada en las condiciones mas desfavorables, introdu
ciendo, en cada periodo experimental, un animal de cada grupo, con obje
to de garantizar que las diferencias entre grupos no dependen del momen
to en que los animales son controlados.



b) Metodologia analitica

Se establece como metodologia analitica definitiva la
expuesta en el apartado 2.1.2.2., que ya incluye todas las modificacio-
nes necesarias para lograr una rigurosa cuantificacion de los grupos de
compuestos de alteracion.

Los puntos mas importantes a destacar, deducidos de la
experiencia previa, son los resumidos a continuacion:

12) En relacidn con Tas etapas previas al analisis, es necesaria la
extraccion de los 1ipidos no absorbidos, tras hidrdlisis acida,
ya que, aunque su importancia cuantitativa pudiera ser minima,
en el caso de las grasas termoxidadas, se haya constituida funda
mentalmente por productos de alteracidon no absorbidos.

2°) En cuanto a las modificaciones del esquema analitico desarrolla-
do para grasas comestibles, es necesaria la eliminacion previa
de fraccidn insaponificable, para evitar interferencias en la de
terminacion de los compuestos especificos de alteracidn durante
la separacion de éstos por cromatografia 1iquida de exclusidn.
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2.2.3.2.- CARACTERIZACION DE LIPIDOS DE ORIGEN ENDOGENO

La interferencia producida por los lipidos de origen
enddgeno en la evaluacidn cuantitativa de la grasa de la dieta no absor
bida, hace necesario el conocimiento de las cantidades globales excreta
das y de los principales constituyentes de los 1ipidos de heces de ani-
males alimentados con la dieta exenta de grasa. Este conocimiento es
de gran utilidad para aplicar factores de correccién a los 1ipidos ex-
cretados de los diferentes grupos de animales y obtener asi valores mas
representativos de la grasa de la dieta no absorbida.

Con esta finalidad, se ha alimentado un grupo de 4 ani
males con la dieta alipidica, durante dos periodos experimentales de
15 dias, al comienzo de la experiencia global y al final de la misma,
con objeto de obtener cantidades suficientes de muestras y, ademas, ana
lizar si existen variaciones significativas durante el periodo en que
se 1leva a cabo la experiencia global.

La ausencia de 1ipidos en la dieta fue comprobada en
el laboratorio. Tras la extraccion de 2 muestras de 100 g, las canti
dades de residuo obtenido son inferiores al 0,01%, lo que garantiza su
idoneidad como dieta base para los distintos grupos de animales y para
la determinacion de 1ipidos de origen estrictamente enddgeno.

Determinaciones analiticas

Junto a la determinacidn gravimétrica de los lipidos
enddgenos totales excretados, se ha cuantificado, en todas las muestras,
Ta fraccidn insaponificable y los acidos grasos, éstos Gltimos utilizan
do heptadecanoato de metilo como patrdn interno. Los acidos polares
han sido deducidos, finalmente, por diferencia.

Debido a las pequefias cantidades de 1ipidos obtenidas
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y a la elevada cantidad de materia insaponificable presente en las mis-
mas, la separacion y cuantificacion mediante las técnicas cromatografi-
cas de adsorcidon y exclusion se han aplicado, por duplicado, sobre una
inica muestra obtenida a partir de las fracciones saponificables de las
8 muestras iniciales.

La separacion e identificacion de los principales aci-
dos presentes en los 1ipidos enddgenos se ha llevado a cabo mediante
cromatografia gas liquido - espectrometria de masas (CGL-EM), utilizando
una columna capilar de silice fundida (30 m x 0,03 mm. d.i.) de SBP-1.
Las mejores separaciones se obtienen utilizando temperatura programada
entre 210 y 270°C, con velocidad de programacion de 2°C/min y 4 minutos
de isoterma inicial. Para la identificacion de los acidos presentes
en Ta fraccion de menor polaridad se ha utilizado también una columna
capilar, de SP-2330, a temperatura de 200°C.

— RESULTADOS Y DISCUSION —

La Tabla XIV recoge los resultados obtenidos para to-
das las muestras de 1ipidos enddgenos. Puesto que no existen diferen
cias significativas debido a la edad de los animales, se ha calculado
la media de todos los valores asi como sus limites de confianza.

La excelente reproducibilidad encontrada, sorprendente
si se considera que los resultados provienen de distintos animales, es
una garantia de que 1la correccidn, utilizando valores medios, no contri
buye significativamente a incrementar el error, cuando se calculan las
tasas corregidas de digestibilidad. En relaci6n con este punto, la
Figura 20 muestra los cromatogramas obtenidos mediante cromatografia de
exclusion, para el insaponificable, los acidos no alterados y los acidos
polares, donde puede comprobarse que los compuestos presentes en los 11
pidos enddgenos tienen pesos moleculares inferiores a los dimeros de
acidos grasos y que, por ello, dentro de los grupos de compuestos que
van a ser cuantificados posteriormente, sdlo es necesario corregir los



Tabla XIV.- LIPIDOS DE ORIGEN ENDOGENO: Cantidades excretadas (g)
durante el periodo experimental
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FRACCION ACIDOS GRASOS ~ ACIDOS *
RATAS TOTAL INSAPONIFICABLE  NO ALTERADOS POLARES
S 1 0,42 0,26 0,16 -
-
= 2 0,48 0,31 0,12 0,05
o
” 3 0,36 0,21 0,08 0,07
L 4 0,35 0,21 0,10 0,04
o 1 0,44 0,29 0,10 0,05
>
= 2 0,36 0,19 0,09 0,08
R 3 0,38 0,23 0,12 0,03
1
0 4 0,40 0,27 0,08 0,05
R 0,39 0,25 0,1] 0,04
** s 0,038 0,035 0,021 -

* Calculados por diferencia a 100

** t = 2,365
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lipidos totales, el insaponificable, los acidos grasos no alterados y
Tos acidos mondmeros oxidados.

Las correcciones aplicadas, por dia, a los distintos
grupos de compuestos no absorbidos de la grasa de la dieta, se recogen
en la Ultima fila de 1a Tabia XIV. Como puede observarse, mas de la
mitad de los 1ipidos enddgenos pertenecen a la fraccidon insaponificable
(62,1%). Su evaluacion cualitativa mediante cromatografia en capa
fina permite apreciar la existencia de, al menos, 20 bandas, entre las
que destacan las que incluyen al colesterol y al coprostanol, cuya cuan
tificacion se realiza posteriormente en el apartado 2.3.1.

E1 siguiente grupo de compuestos de importancia cuanti
tativa esta constituido por los acidos no polares, que suponen aproxima
damente un 27% del total de los lipidos enddgenos. Su separacion e
identificacion mediante CGL-EM permite deducir que este grupo de compues
tos inciuye un elevado nimero de acidos de longitud de cadena par e impar,
comprendida entre 14 y 28 atomos de carbono, predominando los acidos
saturados sobre los insaturados, los de cadena par sobre los de cadena
impar y los de la serie normal sobre los ramificados. Un cromatograma
representativo de los mismos se encuentra en la Figura 21, donde se es-
pecifican los acidos identificados.

La presencia del ion molecular ha permitido asignar
facilmente el nimero de atomos de carbono y de insaturaciones, mientras
que el tiempo de retencion cromatografico y la relacidn, mayor que 1,
entre la abundancia relativa de los fragmentos M-29 y M-31 ha servido
para deducir claramente la existencia de la serie anteiso (190) (191).

Finalmente, los compuestos mayoritarios entre los aci-
dos polares, que constituyen un 8-9% de la muestra, son, principalmente,
acidos con pesos moleculares semejantes a los acidos grasos, como puede
deducirse del cromatograma obtenido por cromatografia de exclusion (Fig.20).
E1 pico de tiempo de retencidn inferior es similar al que se obtiene para
el acido cblico, 1o que indica que podria corresponder a los acidos biliares.
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Solo se han identificado mediante CGL-EM los componentes mayoritarios
que eluyen en cromatografia gas-liquido, cuyos espectros de masa corres
ponden a los 2 y 3 hidroxiésteres de 16,17,18 y 19 atomos de carbono,
como se muestra en la Figura 22, donde se recoge el cromatograma obtenido.

La asignacion de estructuras ha sido sencilla ya que en
Tos espectros de los 2 hidroxiésteres aparece el ion molecular, y es fa
cilmente perceptible la diferencia entre los isdmeros debido a la eleva
da intensidad del fragmento M-59 en el caso de los 2 hidroxiésteres y
Ta presencia del fragmento m/e 103 como pico base,:para los 3 hidroxiés
teres.

En resumen, los lipidos de origen endbgeno estan funda
mentalmente constituidos por componentes del insaponificable, que pro-
vienen fundamentalmente de las secreciones hepatica e intestinal, y por
acidos grasos, mayoritariamente de baja polaridad, caracteristicos de
los microorganismos de la flora intestinal.



SHA UL AR (Kl Sus: SYSTENEF
A:ATIC B9:163 09:99 D0:314 >
Test:F11 ALIPIDICR CRETIL HIDROKIACIDOS)

oy - )
3-0HCy¢ ¢ 2518
%. ZTOﬂ;sto
%
) 3
5
. k
5%, -
3. 5"
)
w.m
R

0 m ® W W
3% 4B B4 BR 26

Figura 22.- Esteres metilicos de acidos podares presentescr i oo
en los lipidos de origen endogeno. Cromatograma de
1a corriente idnica total.




-169-

2.2.3.3.- CUANTIFICACION DE COMPUESTOS NO ABSORBIDOS

Conocida la contribucion de los lipidos de origen endg
geno, es ya posible abordar directamente el objetivo central de esta
parte del trabajo, consistente en la determinacion cuantitativa de com-
puestos especificos y sus correspondientes tasas de absorcion.

Los resultados que se van a discutir han sido obtenidos,
como en el caso de los 1ipidos de origen enddgeno, a partir del analisis
de los lipidos no absorbidos de cada uno de los animales experimentales,
y han permitido obtener conclusiones para los siguientes grupos de com-
puestos:

* Lipidos totales

* Fraccion insaponificable
* Acidos grasos no alterados
* Acidos grasos alterados:

monomeros oxidados

dimeros no polares

dimeros oxidados

polimeros térmicos y oxidativos

2.2.3.3.1.- Lipidos totales

Las Tablas XV, XVI y XVII recogen las cantidades de
1ipidos ingeridos y excretados para la totalidad de los animales.
En 1o que se refiere a los 1ipidos excretados, en las citadas tablas fi-
guran los datos correspondientes a los lipidos extraidos directamente y
a los obtenidos tras hidrélisis acida, a la suma de ambos, que constitu
ye el total de los 1ipidos excretados, asi comc dicho valor corregido
tras aplicar el factor correspondiente a la media de lipidos enddgenos
excretados en 12 dias.

La Tabla XVIII corresponde al analisis de varianza
aplicado a los resultados obtenidos para 100 g de grasa consumida,
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Tabla XV.- LIPIDOS TOTALES: Cantidades ingeridas y excretadas
durante el periodo experimental (g)

(6% de grasa en la dieta)

LIPIDO
ACEITE ACEITE LIPIDOS EXCRETADOS Ex inos
DE INGERIDO Extraccion | Extraccitn tras | Lipidos | coprpeqidos
OLIVA directa hidrolisis acida| totales |
18,36 0,42 0,90 1,32 1,01
N 20,36 0,53 0,84 1,37 1,05
F .
17,08 0,48 0,53 1,01 0,70
19,32 0,62 0,91 - 1,53 1,21
18,02 1,80 1,28 3,08 2,76
19,61 1,45 1,36 2,81 2,49
F+C
17,65 2,02 1,03 3,05 2,74
17,39 1,65 1,10 2,75 2,44
18,24 3,63 2,20 5,83 5,51
18,26 3,77 2,14 5,91 5,56
C ,
19,15 3,38 2,19 5,57 5,26
15,87 2,35 2,01 4,36 4,04
* F = Aceite de oliva fresco (no calentado)
C - Aceite de oliva calentado (termoxidado 150 horas)

F+ C=Mezcla al 50% de F y C
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Tabla XVI.- LIPIDOS TOTALES: Cantidades ingeridas y excretadas
durante el periodo experimental (g)

(12% de grasa en la dieta)

S | AT | o e e | | SIS
orva | NOERIDO e | harotists seidal totates | COTTegtdos
32,92 0,77 0,88 1,65 1,33
- 32,92 0,93 0,91 1,84 1,53
' 33,01 0,81 0,78 1,57 1,25
31,13 0,96 0,64 - 1,59 1,28
37,52 3,83 1,47 5,30 4,99
30,68 3,22 1,57 4,79 4,47
F+C ' .
40,95 3,69 2,03 5,72 5,40
34,01 4,08 1,55 5,63 5,32
37,91 9,93 2,17 12,10 11,77
34,30 8,25 1,75 10,00 9,69
‘ 33,39 8,00 1,80 9,80 9,48
35,27 8,97 1,78 10,75 10,43

* Para claves ver Tabla XV.
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Tabla XVII.- LIPIDOS TOTALES: Cantidades ingeridas y excretadas
durante el periodo experimental (g)

(20% de grasa en la dieta)

LIPIDOS
ACEITE ACEITE LIPIDOS EXCRETADOS N EX ADOS
DE INGERIDO Extraccion | Extraccion tras | Lipidos corregidos
OLIVA directa hidrolisis acidal totales
36,52 0,82 0,61 1,43 1,12
36,49 0,66 0,80 1,46 1,15
F*
32,76 0,45 0,76 1,21 0,89
52,34 1,91 0,95 - 2,86 2,54
40,64 5,99 1,10 7,09 6,77
43,93 6,68 0,87 7,55 7,19
F+C
43,71 5,91 1,01 6,92 6,60
53,95 8,29 1,13 9,42 9,11
51,64 12,31 2,27 14,58 14,22
c 49,15 13,79 2,03 15,82 15,50
40,57 9,10 1,83 10,93 10,62
51,13 15,68 1,93 17,61 17,30

* Para claves ver Tabla XV.



Tabla XVIII.- Analisis de varianza
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CALRAS D VARTACION SRR LOERAD IED0 . (calculaco) (nivel O6)
Entre niveles de grasa 2,5 2 1,28 0,45 3,3%
Entre niveles de alteracion  3747,40 2 1873,70 659,75 3,3
Interaccion: Nivel de grasa 18,52 4 4,63 1,63 2,73
- Nivel de alteracion
Dentro de los subgrupos 76,67 27 2,84
Interaccion + Error ensayo 9%,19 31 3,07

TOTALES 3845,16 K3
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donde se pone de manifiesto que la diferencia entre niveles de grasa no
es significativa, pero la variacion entre niveles de alteracidon lo es
para P < 0,01. Por otra parte, la interaccion aparente entre nivel

de grasa y nivel de alteracion puede explicarse totalmente por el error
experimental, es decir, no existe una interaccidon verdadera entre ambas
variables. Es de destacar que los resultados del analisis de varian-
za realizado sobre los lipidos totales antes de efectuar la correccion
debida a la grasa enddgena, muestra diferencias significativas debido
al nivel de grasa en la dieta, 1o que demuestra la posibilidad de obte-
ner resultados distintos segin los datos basicos utilizados para la eva
luacion. La correccidon realizada elimina las diferencias debido a la
mayor cantidad de grasa enddogena excretada cuanto menor es el porcenta-
Jje de grasa ya que, es conveniente recordar que la citada correccidn de
pende exclusivamente del periodo de tiempo en que, en cada caso, los
animales ingieran 100 g de grasa.

La Tabla XIX muestra los valores medios de los lipidos
netos totales por cada 100 g de grasa consumida, asi como las digestibi
1idades obtenidas tras la aplicacidn de la formula:

Lip. ingeridos - (Lip. excretados - Lip. enddgenos)
Digestibilidad = X 100
Lip. ingeridos

neta o corregida

Es importante destacar que, mientras que para las gra-
sas no alteradas los valores de digestibilidad alcanzados son muy altos,
en cambio las grasas mas alteradas presentan unos valores particularmen
te bajos, que supone un incremento de 7 a 10 veces en los 1ipidos no
absorbidos. Como puede observarse, por otra parte, los resultados co
rrespondientes a la mezcla al 50% de grasa no alterada y alterada son
intermedios y, aproximadamente, los correspondientes a la mezcla tedrica
En consecuencia, los datos reflejan que la disminucion de la digestibi-
lidad esta directamente relacionada con el incremento de la concentracion



Tabla XIX.- LIPIDOS TOTALES: Cantidades excretadas (x')

y digestibilidades (D) corregidas.

150 horas

: an?
I @LIVA 12 20
X' D X' D X' D
(1) ND CALENTADO 526 9,7 | 4,12 9%.,9 345 9,5
(2) MZQA S0z | 14,39 8,6 |14,17 8,8 | 1628 8,7
de (1) y(3)
o) eRioxe [ 845 15 B2 0,7 | 29,79 70,2
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en productos alterados en la dieta, hecho facilmente comprensible si
consideramos la participacion de moléculas alteradas de alto peso mole-
cular en las grasas termoxidadas, que podrian encontrar dificultades pa
ra atravesar la barrera intestinal.

2.2.3.3.2.- Fraccion insaponificable

La Tabla XX recoge las cantidades medias y sus limites
de confianza, para la fraccidon insaponificable excretada por los distin-
tos grupos, utilizando como base 100 g de grasa ingerida. La altima
columna indica la cantidad de insaponificable ingerido que es, en todos
los grupos, muy inferior a la excretada, lo qué demuestra la importancia
del insaponificable de origen enddgeno.

La Tabla XXI recoge Tos valores de insaponificab]e
neto (x'), obtenidos restando de los valores medios lo¢ correspondientes
al insaponificable enddgeno, y las digestibilidades corregidas, para la
fraccion insaponificable,en los diferentes grupos.

En primer lugar, entre todos los resultados obtenidos,
destaca especialmente que los valores de las digestibilidades sean nega-
tivos, a excepcidon de los correspondientes a aceites frescos; es decir,
ain aplicando las correcciones en base a la participacion enddgena, las
cantidades excretadas superan a las ingeridas. Ello indica que las co-
rrecciones que han sido aplicadas son inferiores al insaponificable endd
geno realmente presente.

Por otra parte, resulta especialmente significativo el
aumento de las cantidades excretadas a medida que aumenta la alteracion,
hecho que no deja de resultar sorprendente, pues es en este sentido pre-
cisamente, en el que disminuye el insaponificable ingerido en la dieta.

La conclusidon mas evidente es que existe una estrecha
relacidn entre los 1ipidos enddogenos y la composicion de la dieta ingerida.
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Tabla XX.- FRACCION INSAPONIFICABLE: Cantidades ingeridas y excretadas
(g/ 100 g de grasa jngerida) .

EXCRETADO
% AETTE IN INGERIDO
DIETA 6
0E 0LIVA 12 20
X tsi X tS- X tS;(
(1) NO CALENTADO 1,66 0,41 1,15 0,16 | 1,07 0,22 0,89:
(2) MZQA 0% 2,23 0,64 1,29 0,10 1,25 0,19 0,70
de (1) y (3)
(3) TERMOXIDADO 2,60 0,41 1,60 0,22 1,29 0,25 0,57
150 horas

Igp1a XXI.-FRACCION INSAPONIFICABLE : Cantidades excretadas (x') y
digestibilidades (D) corregidas.

TR
12
E OLIVA 6 20

x1
o
x.-
o
x.
o

(1) No calentado | 0,62 30,3 0,55 38,2 0,5 37,1

(2)Mezcla 50% 1,15 -#4,3 0,74 -5,7 0,81 -15,7
de (M) y (3)

(3) Termoxidado 1,50 -163,1 1,4 -84 | 0,8 -%4,4
150 horas
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En el apartado 2.3.1. se analiza en profundidad este aspecto, que ha per
mitido demostrar la interaccion existente utilizando dos criterios dife
rentes.

2.2.3.3.3.- Acidos grasos no alterados

La Tabla XXII corresponde a las cantidades medias y
limites de confianza de los acidos grasos no alterados no absorbidos
por cada 100 g de grasa ingerida.

La Tabla XXIII recoge los resultados correspondientes
a los valores obtenidos eliminando los acidos grasos de origen enddgeno,
asi como las digestibilidades corregidas.

Del analisis de los resultados se deducen los siguien-
tes puntos:

12) Los valores de digestibilidad son muy elevados en todos los casos
y siempre superiores a los obtenidos para los 1ipidos no absorbi-
dos totales. En el caso de Tos grupos que consumen aceite no
calentado se encuentran muy proximos a 100.

22) No existen diferencias apreciables cuando se administran distin-
tos porcentajes de grasa en la dieta.

32) Resulta particularmente interesante el hecho de que los valores
de digestibilidad disminuyan a medida que aumenta la degradacion
de Ta grasa ingerida, pues en principio se podria esperar, dadas
las elevadas tasas de absorcion de los acidos grasos, que su di-
gestibilidad fuera independiente del nivel de alteracion. Los
resultados confirman, sin embargo, que la menor digestibilidad
de la grasa no se debe sdlo a los compuestos de alteracidn sino,
al mismo tiempo, a un menor aprovechamiento de las moléculas de
acidos grasos no alterados. Teniendo en cuenta que antes de
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Tabla XXII.- ACIDOS GRASOS NO ALTERADOS: Cantidades ingeridas y
excretadas (g/100 g de grasa ingerida)

EXCRETADO
% ACETTE EN INGERIDO
DIETA 6
€ QLIVA 12 20
X tS; X tS)—( X tS; X ts)z
(1) NO CALENTADO 1,13 0,29 1,67 0,35 1,42 0,38 9,5 0,15
(2) EZQA 50% 3,51 1,49 3,46 1,14 4,07 1,01 81,57 0,40
de (1) y (3)
(3) TERYOXIDADO 7,30 0,54 7,13 0,79 6,59 1,% 1653 0,29
150 horas

Tabla XXIII.- ACIDOS GRASOS NO ALTERADOS: Cantidades excretadas (x')
y digestibilidades (D) corregidas

150 horas

A
T 6 12 20
x' D X' D x' D
(1) No calenitado | 0,67 99,3 | 1,41 98,6 | 1,20 98,8
(2)Mezcla SO% 3,4 9,3 3,22 9%,0 | 3,88 95,2
de (1) y (3)
(3) Termxidado 6,82 89,6 | 6,8 89,4 | 6,41 90,2




la absorcidn propiamente dicha tiene lugar la hidrélisis del tri
glicérido, seria de gran interés definir si la menor digestibili
dad de los acidos grasos se debe a dificultades especificas en la
etapa de hidrdlisis previa.

Los métodos desarrollados en este trabajo han permiti-
do plantear estudios especificos que se detallan en el apartado 2.3.2.,
para establecer tanto "in vitro" como "in vivo" las posibilidades de
accion de la lipasa pancreatica sobre moléculas complejas de triglicéri
dos asi como cuantificar especificamente los acidos grasos que se encuen
tran libres y los que permanecen unidos al resto gliceridico.

2.2.3.3.4.- Acidos monomeros oxidados

La Tabla XXIV corresponde a las cantidades medias y
sus limites de confianza de los acidos mondmeros oxidados o absorbidos
por cada 100 g de grasa ingerida.

La Tabla XXV recoge los resultados correspondientes a
los valores obtenidos eliminando los acidos de origen enddgeno, asi como
las digestibilidades netas.

Es de destacar que, en relacion con los resultados ob-
tenidos para grupos analizados previamente - 1ipidos totales, insaponi-
ficable y acidos no alterados -, no se encuentran en este caso diferen-
cias significativas debido al nivel de alteracion.  Los valores de di
gestibilidad obtenidos son, por otra parte, muy elevados, estando la ma
yoria comprendidos entre el 70% y el 80%.

En este grupo estan incluidos, fundamentalmente, Tos
compuestos originados por via oxidativa a baja temperatura - hidropero
xidos, ceto e hidroxiacidos y compuestos monoméricos polifuncionales -.
Las elevadas tasas de absorcidon de los acidos oxidados mondmeros, supe-
rior a cualquier otro grupo de compuestos de alteracidon, y su presencia
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Tabla XXIV.- ACIDOS MONOMEROS OXIDADOS: Cantidades 1nger1das y
excretadas (g/100g de grasa ingerida)

EXCRETADO
% ACETTE EN INGERIDO
DIETA 6
E CLIVA 12 20
X tS)'(' X tS- X tS)—( X 55('
(1) NO CALENTADO - - -
(2) EZQA 50% 1,12 0,45 | 0,99 0,48 0,9 0,19 | 4,62 0,16
de (1) y (3)
(3) TERMOXIDADO 2,41 1,08 | 2,80 0,83 2,30 0,60 | 8,68 0,18
150 horas

Tabla XXV.- ACIDOS MONOMEROS OXIDADOS: Cantidades excretadas (x')
y digestibilidades (D) corregidas.

150 horas

z DIHEI{' 1
2
I 6 20
x' D x' D x' D
(1) No calentado - - -
(2)Mezcla 50% 0,93 79,7 0,89 80,7 | 0,84 81,8
de (1) y(3)
(3) Termoxidado 2,21 74,5 | 2,70 68,9 | 2,23 74,3
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en cantidades apreciables en las grasas termoxidadas que son consumidas
en la dieta, les convierte en el grupo de mayor interés, desde el punto
de vista nutricional, para realizar estudios posteriores que permitan
conocer su accidn en el organismo una vez absorbidos.

2.2.3.3.5.- Acidos dimeros no polares

La Tabla XXVI recoge los resultados correspondientes a
las cantidades medias y sus limites de confianza, de los acidos dimeros
no polares no absorbidos por cada 100 g de grasa ingerida, asi como los
valores correspondientes de digestibilidad.

Los valores de digestibilidad obtenidos son, indepen-
dientemente del nivel de alteracion y del porcentaje de grasa en la die
ta, muy bajos, y en algunos casos, los limites de confianza incluyen
el 0. Estos resultados parecen indicar que el tamafio molecular del
acido dimero, similar al diglicérido, es demasiado elevado para atrave-
sar 1la membrana intestinal, la cual, como es sabido, posee una notable
selectividad de absorcion.

2.2.3.3.6.- Acidos dimeros oxidados

La Tabla XXVII muestra las cantidades medias y sus 1i-
mites de confianza, de los acidos dimeros oxidados no absorbidos por
cada 100 g de grasa ingerida, asi como los valores de digestibilidad
obtenidos.

La comparacion de los valores de digestibilidad encon-
trados para los acidos dimeros oxidados y los dimeros no polares demues
tra la existencia de diferencias para ambos grupos de compuestos, ya que
los valores incluidos en la Tabla XXVII son significativamente distintos
de 0 en todos los grupos.
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Tabla XXVI.- ACIDOS DIMERQOS NO POLARES: Cantidades excretadas,
ingeridas y digestibilidades.

EXCRETADO
% AETTE EN INGERIDO
DIETA 6 12 20
[E GLIVA
X tS)-( X tS- X tS’-( X tS)-Z
(1) NO CALENTADO - - - -
(2) MZQA 5% | 1,58 0,35 | 1,65 0,30 | 1,63 0,25 | 1,87 0,06
de (1)'y (3) (15,5) " (11,8) (12,8)
(3) TERMOXIDADO 3,8 0% | 3,73 0,22 | 3,52 0,31 | 3,67 00
150 horas (13,4) (-1,6) (4,1)

Tabla XXVII.- ACIDOS DIMEROS OXIDADOS: Cantidades excretadas,

ingeridas y digestibilidades.

EXCRETADO
% ACETIE N INGERIDO
DIETA 6 12 20
DE QLIVA
X tS; X tS- X tS;( X 'l'.Si
(1) NO CALENTADO - - - -
(2) EZQA 50% 2,85 0,85 2,33 1,17 3,02 1,01 4,62 0,16
e )y @ (38,3)" (49,6) (34,6)
(3) TERMOXIDADO 5,% 0,83 5,47 0,67 | 6,34 0,82 | 820 0,20
150 horas (27,6) (33,3) (22,7)

* Digestibilidad
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2.2.3.3.7.- Acidos polimeros oxidativos y térmicos

La Tabla XXVIII recoge las cantidades medias y sus 1i-
mites de confianza, de los acidos polimeros no absorbidos por cada 100g
de grasa ingerida, asi como los valores de digestibilidad.

A la vista de los resultados obtenidos, resulta parti-
cularmente sorprendente que los valores sean similares a los correspon-
dientes a los acidos dimeros oxidados, pues es dificilmente explicable
que compuestos de tan elevado peso molecular y compleja estructura, pue
dan ser absorbidos en igual magnitud.

Las diferencias encontradas entre los 3 ultimos grupos
de compuestos - dimeros no polares, dimeros oxidados y polimeros - mues
tran la complejidad asociada al proceso de absorcion. La teoria esta
blece que, una vez emulsionada la grasa y liberados los acidos grasos
por 1a accidon de los enzimas lipoliticos, éstos deben pasar de la fase
oleosa a la fase acuosa, formando micelas mixtas con las sales biliares,
que entraran en contacto con la membrana intestinal (193-195).

Por tanto, las posibilidades de absorcidn dependen fundamentalmente, en
primer lugar, de la actividad de los enzimas lipoliticos, en segundo‘lg
gar, de la solubilidad de los productos de hidrolisis, determinada prin
cipalmente por la polaridad de la molécula y, finalmente, del paso a
través de Ta membrana intestinal, relacionada esencialmente con el tama
fio molecular. Aunque los resultados obtenidos para los dos tipos de
dimeros podrian justificarse en funcion de su diferente polaridad, los
valores de digestibilidad de los acidos polimeros no tienen una explica
cidn razonable, a no ser que existan modificaciones previas a la absor-
cion que disminuyan su peso molecular. En relacion con esta hipdte-
sis, se ha realizado una experiencia adicional, utilizando acido

[1- "C]-1inoleico oxidado, cuyo desarrollo y conclusiones se detallan
en el apartado 2.3.3.
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Tabla XXVIII.- ACIDOS POLIMEROS: Cantidades excretadas, ingeridas

y digestibilidades.

EXCRETADO
% NETIE N INGERIDO
DIETA 6
E OLIVA 12 20
X tSi X tSi X tS; X tSi
(1) NO CALENTADO — — — -
(2) MZQA 50% 4,93 1,01 5,62 1,81 6,03 1,33 7,41 0,16
de (1) y (3) (33,5)* (24,2) (18,6)
(3) TERMOXIDADO 8,72 1,37 9,52 0,76 9,83 1,37 113,82 0,60
150 horas (36,9) (31,3) (28,9)

** Digestibilidad
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En resumen, los resultados obtenidos en la cuantifica-

cion de los compuestos no absorbidos presentes en las grasas termoxida-
das, permiten deducir las siguientes conclusiones generales:

12) La digestibilidad de la grasa disminuye con el incremento de la

alteracion, aunque no existen diferencias significativas debidas
al nivel de grasa en la dieta.

Las tasas mads elevadas de absorcion corresponden a los acidos
grasos no alterados, que en las dietas conteniendo aceites no
calentados, se aproximan al 100%.

Las mayores tasas de absorcion, entre los compuestos de altera-
cidn, corresponden a los acidos mondmeros oxidados, mientras que
los menores valores se obtienen para los acidos dimeros de baja
polaridad, originados como consecuencia de la elevada temperatura.

La existencia de alteracion termoxidativa origina modificaciones
significativas en las tasas de absorcidn de los acidos grasos no

alterados y valores de digestibilidad negativos para la fraccidn
insaponificable.

52) A pesar de su elevado peso molecular, las tasas de absorcidon de

los acidos dimeros oxidados y polimeros son significativamente
distintas de 0.



2.3.- ESTUDIOS ESPECIFICOS



En la evaluacidon de las tasas de digestibilidad de Tos
grupos de compuestos originados en la termoxidacion de las grasas, se
obtienen algunos resultados que 1laman especialmente la atencidn en re-
Tacion con los que serian de esperar, teniendo en cuenta los conocimien
tos actuales sobre el proceso de digestidon y absorcidn de grasas termo-
xidadas.

1) En los estudios realizados previamente, no se han encontrado prece
dentes de valores de digestibilidad neta negativos, como los obte-
nidos en este estudio para la fraccion insaponificable.

2) La disminucion de la digestibilidad de la grasa, como consecuencia
del proceso termoxidativo, se ha atribuido a la dificultad de ab-
sorcion de los compuestos de polimerizacion. La cuantificacion
realizada en este estudio no deja lugar a dudas de que a tal dis-
minucidn contribuyen también los acidos grasos no alterados.

3) Aunque la digestibilidad de las moléculas poliméricas de acidos
grasos es baja, 16gica consecuencia de la selectividad de la
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membrana, estos resultados estan en contradiccidn con los obteni-
dos para los acidos dimeros no polares, de menor peso molecular.

En este capitulo se realizan estudios especificos para
profundizar en la significacion de los resultados obtenidos en los 3
casos citados, contrastandose las hipotesis que, en nuestra opinidn,
Justifican las tasas de absorcidn encontradas.

a) La existencia de interaccion entre los 1ipidos de la
dieta y los 1ipidos de origen interno.

b) La dificultad de actuacidon de la lipasa pancreatica
frente a moléculas de triglicéridos complejas.

c) Las posibilidades de modificacion de los acidos poli
meros antes de la absorcidon propiamente dicha.



2.3.1.- Interaccion entre la grasa de la
dieta y los lipidos de origen
endogeno
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Los valores negativos de digestibilidad corregida en-
contrados para la fraccion insaponificable en Tos grupos de animales
alimentados con aceites alterados, demuestran claramente dos hechos:

12) Las cantidades de insaponificable de origen enddgeno, presentes
en los lipidos no absorbidos, son superiores a las que se obtie
nen cuando los animales se alimentan con una dieta exenta de grasa.

2°) La alteracion de la grasa contribuye significativamente a aumen-
tar la cantidad de insaponificable de origen enddgeno.

Aunque ambos hechos son suficientemente indicativos de
una relacion entre los lipidos enddgenos y la composicion de la dieta,
en este apartado se analiza mas profundamente este aspecto, a través de
la cuantificacion de 2 grupos de compuestos de interés, cuya ausencia
en la dieta garantiza que su presencia esta exclusivamente relacionada
con los lipidos de origen interno:

a) Los esteroides neutros fecales de mayor interés fi-
sioldgico: colesterol y coprostanol.

b) Los acidos no alterados de origen exclusivamente
interno. La determinacidon de este grupo de compuestos, de importan-
cia cuantitativa dentro de los 1ipidos enddgenos, puede ser Util para
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establecer si las correcciones realizadas en otros grupos de compuestos
de alteracion adolecen de un error similar al detectado en el caso de
la fraccidn insaponificable.

La cuantificacion de ambos grupos de compuestos permi-
tira, por otra parte, conocer si la modificacidn encontrada en los 1ipi
dos de origen interno afecta a las dos principales vias de produccion
de los mismos, ya que mientras los esteroles proceden de las secreciones
biliar e intestinal, necesarias para que tenga lugar la digestion (196)
(197), los acidos enddgenos se originan como consecuencia del metabolis
mo de los microorganismos de la flora intestinal (198).
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2.3.1.1.- CUANTIFICACION DE ESTEROLES DE ORIGEN ENDOGENO

Muestras utilizadas

La determinacion cuantitativa se ha realizado sobre
2 muestras de lipidos no absorbidos,de cada uno de los grupos de anima-
les alimentados con las siguientes dietas:

* Dieta alipidica
* Dieta conteniendo 12% de aceite de oliva no calentado

* Dieta conteniendo 12% de aceite de oliva de alteracion
media (mezcla al 50% de no calentado y termoxidado)

* Dieta conteniendo 12% de aceite de oliva termoxidado

No se ha considerado necesario incluir muestras de to-
dos los grupos pueéto que los esteroles son los compuestos mayoritarios
dentro de la fraccion insaponificable y, en esta fraccidon, la principal
influencia de la dieta sobre los lipidos enddgenos esta relacionada con
el grado de alteracion.

Procedimiento analitico

La determinacion cuantitativa se 1leva a cabo utilizan
do estigmasterol como patron interno, previa comprobacion de su ausencia
en las muestras.

A partir de una solucidn que contiene 20 mg/ml de estig
masterol, se afiade inicialmente a la muestra de grasa el volumen necesa
rio para obtener una respuesta adecuada, teniendo en cuenta el porcenta
je de insaponificable, previamente obtenido. E1 insaponificable, cuya
extraccidon se realiza segiin el método descrito en el epigrafe 2.2.1.2.
del esquema general, se disuelve en un volumen de cloroformo suficiente
para depositar aproximadamente 5-10 mg de muestra en una placa cromato-
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grafica de 20x20 cm, preparada con gel de silice G, con un espesor de
0,25 mm. Se depositan como referencia colesterol y coprostanol

(~35 ug en unas 10 veces su peso en cloroformo) en los extremos latera
les de la placa. Se introduce la placaen la cubeta con mezcla hexano-
éter etilico 70:30 como liquido de desarrollo. La placa se saca de
la cubeta cuando el frente 1iquido se haya situado a una distancia de
0,5 a 1 cm del limite superior. Por medio de los patrones de referen
cia se localiza Ta posicidn de las dos bandas de interés:

1.- Banda correspondiente al colesterol, que incluye,asi mismo, estig
masterol, B-sitosterol y sus derivados 5 a-saturados.

2.- Banda correspondiente al coprostanol y los derivados 5 B-saturados
de esteroles de plantas.

Con ayuda de una espatula se recoge la silice que contiene cada banda
de interés en un papel satinado, y se eluye en una columna, utilizando
10 m1 de cloroformo. Tras la eliminacion del disolvente en rotavapoy
el residuo s6lido se disuelve en 300 y 100 ul, para las bandas del co-
lesterol y coprostanol, respectivamente, y se inyecta en ei cromatdgrafo
gas-liquido.

Analisis cromatografico

Las condiciones cromatograficas utilizadas han sido ias
siguientes:

* Columna: OV-17 al 3% sobre Chromosorb 80-100 mallas
* Flujo de nitrdgeno: 30 ml/min

* Temperatura del horno: 270°C

* Temperatura del detector: 300°C

* Temperatura del inyector: 300°C



— RESULTADOS Y DISCUSION —

La Figura 23 muestra 2 cromatogramas representativos
de los esteroles de origen endégeno y de los obtenidos cuando existe
grasa en la dieta, donde se observa la simplicidad de la composicidon de
la fraccion. En ambos casos, los registros corresponden a la banda
que contiene el colesterol.

La separacion e identificacion mediante CGL-EM indica
que los componentes mayoritarios de origen enddgeno son el colesterol y
el A7-colestenol. En los 1ipidos no absorbidos procedentes de anima-
les alimentados con las dietas que contienen grasa, aparece también el
B-sitosterol, que se encuentra en los esteroles del aceite de oliva en
un porcentaje superior al 90%. Dada la importancia cuantitativa de
los esteroles de origen enddgeno en las muestras, no se aprecia la pre-
sencia del resto de los esteroles de la dieta. La Figura 24 muestra
los espectros de los compuestos identificados, cuya estructura ha sido
asignada teniendo en c@enta la identidad de los tiempos de retencidn
cromatograficos y la similitud con los espectros de los respectivos pa-
trones.

Las Figuras 25 y 26 muestran, de forma andloga, 2 cro
matogramas obtenidos para la banda que contiene el coprostanol, y los
espectros de masa de los componentes mayoritarios, respectivamente.
Como puede observarse, éstos son el coprostanol y el g-sitostanol, lo
que demuestra que la hidrogenacion producida por los microorganismos
afecta igualmente a los esteroles insaturados de la dieta (199) (200).

La Tabla XXIX resume los resultados obtenidos, expre-
sados en mg/100 g de grasa ingerida, para las muestras de los 4 grupos
de lipidos. La cantidad se ha calculado teniendc en cuenta que el
consumo de 100 g de grasa corresponde en el resto de los grupos a un
tiempo medio de 34,5 dias. Puede observarse el incremento de los es-
teroles enddgenos cuando existe grasa en la dieta y su dependencia,
ademas, del nivel de alteracion. Los mayores incrementos corresponden
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Tab]a XXIX.- Determinacidn cuantitativa de esteroles de origen interno
y de la dieta (mg/ 100g de grasa ingerida).

Lipidos (1) Aceite (2) Aceite (3) Aceite
endogenos no calentado mezcla 50% termoxidado
de (Ny(3) 150 horas
BANDA COLESTEROL 158,8 263,2 30,2 480,0
- Colesterol 105,9 175,6 216,7 339,0
- Sitosterol - 44,9 66,7 58,3
BANDA COPROSTANOL 69,7 70,9 43,9 24,3
+ Coprostanol %,1 43,7 23,1 16,8
- Sitostanol - 19,8 7,8 2,2
ESTEROLES TOTALES 228,5 269,4 38,1 504,3
ESTEROLES DE - 64,7 74,5 60,5
LA DIETA
ESTERQLES DE 228,5 269,4 309,6 443,8
ORIGEN ENDOGENO

Sitosterol en aceite: - 101,2 8,8 69,6




a la cantidad de colesterol, que 1lega a ser 3 veces superior cuando la
dieta contiene el aceite calentado 150 horas. Resulta significativo
que el incremento de colesterol vaya paralelo a la disminucion de su de
rivado hidrogenado, de forma similar a 1o que ocurre en el caso del
B-sitosterol, To que indicaria la existencia,en mayor cantidad, de
otros sustratos con posibilidad de ser igualmente reducidos.

E1 incremento notable de esteroles con la alteracion
se podria explicar por similitud con los resultados obtenidos cuando
existe una deficiente asimilacion de la grasa. Se ha comprobado que
Ta disminucidén en la hidrolisis enzimatica o la limitacion en la canti-
dad de sales biliares secretadas, dificulta el paso del colesterol a la
fase micelar ya que su solubilidad es muy superior en la fase oleosa no
absorbida (201) (202).

En el apartado siguiente se estudia la accidn de la
lipasa pancreatica sobre moléculas de triglicéridos complejas, que de-
muestra la existencia de grasa no hidrolizada en cantidades importantes.
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2.3.1.2.- CUANTIFICACION DE ACIDOS NO POLARES DE ORIGEN ENDOGENO

La obtencidn de valores negativos de digestibilidad
para cualquier compuesto , implica la existencia de una cantidad excre-
tada superior a la ingerida y, por ello, sdlo es posible encontrar valo
res negativos en el caso de compuestos presentes en la fraccion enddge-
na y que, ademas, se encuentren en cantidades muy pequefias en la dieta
0 tengan tasas de absorcidon muy cercanas a cero.

Entre los grupos de compuestos que han sufrido correccion
por Ta existencia de los lipidos enddgenos, sdlo la fraccion insaponifi
cable se encuentra en la grasa en estas circunstancias, Ello no
implica que una situacidén similar de interaccion con los lipidos inter-
nos no pueda tener lugar, aunque dificilmente observable, cuando los va
lores de digestibilidad sean superiores a cero.

En este sentido, la cuantificacion de los acidos endé-
genos constituye otro camino posible de analisis de 1a influencia de la
dieta sobre los 1ipidos de origen interno, que permite obtener conclusio
nes sobre un grupo de compuestos de la fraccidn saponificable - los acidos
grasos no alterados - con valores muy elevados de digestibilidad.

Muestras utilizadas

La cuantificacion se aplica a todas las muestras de
1ipidos no absorbidos, incluidas las procedentes de animales alimentados
con la dieta alipidica, exenta de grasa.

Procedimiento analitico

La determinacion de la composicidon de acidos grasos se
realiza segiin el método expuesto en el apartado 2.2.1.2.



— RESULTADOS Y DISCUSION —

Teniendo en cuenta la composicion en acidos grasos de
los aceites de oliva utilizados en las dietas, que se recoge en la
Tabla IV, los acidos presentes en los lipidos no absorbidos se han di-
vidido en 2 grupos bien definidos:

a) Acidos presentes en la grasa de la dieta
b) Acidos no presentes en la grasa de la dieta

Puesto que las cantidades totales de acidos no polares
han sido cuantificados previamente (Tabla XXIII), a partir de los por-
centajes obtenidos para ambos grupos de acidos, es posible calcular fa-
cilmente las cantidades reales excretadas de acidos endGgenos no presen
tes en la dieta. Igualmente, a partir del porcentaje obtenido para
el grupo alimentado sin grasa, se calculan de forma sencilla las canti-
dades utilizadas para la correccidn en los distintos grupos.

Todos estos resultados se muestran en la Tabla XXX, que
recoge los valores medios para cada grupo. De ella se deduce una si-
tuacion muy similar a la encontrada en el caso de la fraccidn insaponi-
ficable, que se resume en dos hechos:

1) En todos los casos las cantidades de acidos enddgenos excretados
son superiores a las obtenidas cuando los animales se alimentan
con la dieta exenta de grasa.

2) Las cantidades excretadas estan directamente relacionadas con el
nivel de alteracion de Ta grasa de la dieta.

Los resultados obtenidos en este caso, parecen indicar
la existencia de modificaciones en la poblacién bacteriana debido al in
cremento de grasa en las heces, tal como ocurre en pacientes con estea-
torrea (203) o en el caso de otros sustratos de dificil digestion (204),
¥, por tanto, deberian esperarse resultados similares en el caso de los
acidos mondmeros oxidados.



Tabla XXX.- Determinacidn cuantitativa de acidos de origen endbgeno no
presentes en la grasa de la dieta.

ACIDOS DE ORIGEN ENDOGENO
PRESENTES EN | NO PRESENTES EN| NO PRESENTES EN
, 16 18) " ingerida) -
LIPIDOS  ENDOGENOS: 33,5 66,5
(1) No calentado 68,0 32,0 0,36 0,30
6 | (2)Mezcla 50% 73,5 26,5 0,93 0,31
de (1)y {3)
(3)Termoxidado 80,0 20,0 1,46 0,32
=
< (1) Mo calentado | 74,3 24,7 0,41 0,17
ks
Q
12 | (2) Mezcla 50% 78,0 22,0 0,76 0,16
> de (1) y (3)
L
g (3) Termoxidado 88,0 12,0 0,86 0,16
(1]
(1)No calentado 73,8 26,2 0,37 0,15
20 | (2)Mezcla 50% 80,6 19,4 0,79 0,13
de (1)y (3)
(3) Termoxidado 85,9 14,1 0,93 0,12

* Cantidades utilizadas para la correccién
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En conclusion, los resultados demuestran que las co-
rrecciones realizadas, utilizando un grupo de animales alimentados con
dieta exenta de grasa, son sdlo aproximadas. No obstante, si en el
caso del insaponificable la influencia es tan notable que impide la eva
Tuacidon de la digestibilidad de la citada fraccidon, los incrementos de
acidos enddgenos son cuantitativamente de muy poca importancia en rela-
cion con los absorbidos procedentes de la dieta, y puede deducirse que
los valores obtenidos de digestibilidad estarian evaluados por defecto,
en cantidades no superiores al 2% en el caso de las grasas mas alteradas.



2.3.2.- Diferenciacion entre las etapas de
hidrolisis enzimatica y absorcion



La primera etapa en la digestion lipidica consiste en
un proceso de emulsidn previa de la grasa, necesario para desintegrar
los grandes globulos que forma, en globulos menores, de manera que los
enzimas Tipoliticos puedan actuar sobre la superficie de los mismos.
Esto se consigue por influencia de las sales biliares, que disminuyen
enormemente Ta tensidon superficial de la grasa.

Tras la etapa fundamental de la digestion lipidica,
constituida por la hidrélisis enzimatica, las sales biliares tienden a
formar micelas, actuando asi como medio de transporte para llevar los
monoglicéridos y acidos grasos libres, ambos productos finales de la di
gestion lipidica, hacia los bordes ciliados de las células epiteliales.
Finalmente, al entrar en contacto con estas superficies tiene lugar la
fase de absorcion por difusidn de acidos grasos y monoglicéridos a través
de la membrana intestinal.

Dificultades en l1a fase de hidrdolisis previa determinan,
16gicamente, deficiencias en la absorcién de la grasa, que podrian jus-
tificar las bajas tasas de absorcidn encontradas para algunos grupos de
compuestos. Para profundizar en este aspecto, se han disefiado expe-
riencias especificas destinadas a diferenciar las fases de hidrdlisis
enzimatica y absorcion, por una doble via:
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a) E1 estudio "in vitro" de la accion de la lipasa pancreatica

sobre moléculas complejas de triglicéridos.

b) La determinacidn, en los 1ipidos de heces de los animales expe-
rimentales, de las proporciones relativas en que los acidos se
encuentran libres y esterificados.



2.3.2.1.- HIDROLISIS ENZIMATICA "IN VITRO" DE GRASAS TERMOXIDADAS

Como es bien conocido, la lipasa pancreatica es el en-
zima procedente del jugo pancreatico, que hidroliza especificamente los
ésteres de alcoholes primarios y realiza un importante papel en el in-
testino delgado, 1levando a cabo la hidrdlisis selectiva de los trigli-
céridos en sus posiciones a. Su caracteristica mas sobresaliente es
su afinidad por la interfase aceite-agua y de ahi la necesidad de que
la grasa se encuentre en forma de emulsion.

La extension de 1a hidrdolisis enzimatica depende tanto
de la estructura del alcohol como de los acidos grasos esterificados,
de sus caracteristicas estéricas e hidrofdobicas y de la presencia de
grupos electrofilicos (205-211). Sin embargo, los estudios previos
referentes a hidrdlisis enzimatica de grasa naturales alteradas son
escasos y divergentes en sus conclusiones (125) (212).

E1 primer estudio realizado utiliza aceite de maiz
fresco y térmicamente oxidado y en &1 se concluye que, ain cuando la
velocidad inicial de hidrdlisis sea menor para el aceite mas alterado,
el porcentaje de acidos grasos obtenido al cabo de 24 horas, es practi-
camente el mismo para ambos (125). Por el contrario, estudios poste-
riores realizados con fracciones concentradas en productos de altera-
cidon, muestran mayor variabilidad en los resultados, aunque no aportan
una buena definicion previa de las fracciones utilizadas (212).

Existen, sin embargo, ciertos incovenientes en los es-
tudios realizados, que cuestionan la validez de los resultados obtenidos:

1) La indefinicidn del grado de alteracion de las mues
tras de partida, que impide obtener conclusiones sobre la accion del en
zima, al desconocerse la complejidad de las moléculas sobre las que actia.

2) La evaluacion del grado de hidrolisis, que se deter
mina mediante valoracidon volumétrica de los acidos grasos liberados.



La necesidad de interrumpir la reaccion enzimatica utilizando CIH con-
centrado, cuyo exceso debe ser eliminado antes de la valoracion de los
acidos grasos libres, tiene como consecuencia que cantidades insignifi-
cantes de acido no eliminado, ocasionen errores por exceso en la deter-
minacion de los acidos grasos y dificultades para obtener una buena re-
producibilidad.

Las experiencias desarrolladas en este estudio soslayan
ambos inconvenientes y proporcionan, en nuestra opinidn, una nueva e in
teresante posibilidad de evaluacion de la accion del enzima. En rela
cion con la definicion de la muestra, los métodos analiticos desarrolia
dos en el apartado 2.1.permiten cuantificar los principales grupos de
compuestos de alteracidn y conocer la distribucion de pesos moleculares.
La evaluacion mediante cromatografia de exclusion de 1a muestra obteni-
da tras la accion del enzima permite, por tanto, no s6lo evaluar los
acidos grasos libres sin interferncia del C1H presente, sino también
otros compuestos que aparecen y desaparecen después de la hidrolisis
enzimatica.

PLANTEAMIENTO DE LA EXPERIENCIA

Muestras utilizadas

Para la evaluacion de la actividad lipolitica se han
utilizado las muestras de aceite incorporadas en las dietas de los ani-
males experimentales, asi como una fraccidn concentrada en productos de
alteracion:

[1] - Aceite de oliva puro fresco

—

(g

—
]

Aceite de oliva puro termoxidado durante 150 horas a 180°C

—

w

—
t

Mezcla de [1] y [2] al 50%

~—

s

[
'

Fraccion de triglicéridos polares, obtenida mediante cromatografia
en columna.
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Las muestras son de polaridad creciente pues poseen,
respectivamente; 4,5 ; 67,2 ; 37,1 y 100% de triglicéridos alterados.

Procedimiento analitico

A 100 mg de la muestra pesada en un tubo, se afaden
20 mg de polvo de lipasa, pesados con exactitud del mg, y 2 ml de diso-
Tucion de tris-(hidroximetil)-aminometano 1M (pH=8). Se agita suave-
mente y se afiaden 2 m1 de disolucidon de cloruro calcico al 22% y 0,5 mi
de colato sdédico al 0,1%. Después de un tiempo de reaccion estableci
do, en que la muestra se agita en condiciones controladas, se afade 1 ml
de CIH 6M para parar la reaccion. La grasa se extrae cuantitativamen
te con porciones sucesivas de 2 ml de hexano-éter etilico 1:1. Los
extractos reunidos se lavan con agua destilada para eliminar el ClHy
se recogen en un matraz aforado de 5 mi.

La determinacion cuantitativa de los compuestos consti
tuyentes se realiza mediante cromatografia de exclusidon, en condiciones
similares a las establecidas previamente en el apartado 2.1.

En relacion con los tiempos de reaccidon, las muestras
de grasa [1], [2] y [3] se han sometido a hidrdlisis durante 2 y 30
minutos, mientras que la muestra de triglicéridos polares [4] es hidro-
lizada durante 2, 5, 30, 60 y 120 minutos.

E1 tiempo minimo de reaccion se ha establecido en 2 mi-
nutos, realizando ensayos previos con la muestra que tedricamente debe
hidrolizarse mas facilmente (aceite de oliva no calentado), hasta conse
guir un porcentaje de acidos grasos libres de aproximadamente un 50%.
Este valor esta aun alejado del 66% correspondiente a Ta hidrdlisis de
todos los acidos en posicion « y, permite, por tanto, obtener informa-
cidn sobre el distinto comportamiento de las muestras.
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— RESULTADOS Y DISCUSION —

La Figura 27 muestra los cromatogramas correspondien-
tes a todas las muestras hidrolizadas durante el mismo tiempo (2 min).
En ella se observa claramente el elevado grado de hidrolisis obtenido
para la muestra de oliva puro no calentado y la disminucion en la can-
tidad de acidos grasos y monoglicéridos, obtenida conforme aumenta la
alteracion de la muestra. Los resultados son directamente compara-
bles, puesto que todos los cromatogramas corresponden a cantidades muy
similares de muestra inyectada. E1 hecho mas 1lamativo, en nuestra
opinidn, se encuentra en la inversion producida, después de la lipolisis,
en las moléculas de dimeros, trimeros y polimeros, que demuestra clara
mente la mayor dificultad de hidrolisis cuando aumenta el peso molecu-
lar del glicérido.

Los resultados cuantitativos obtenidos se recogen en
Ta Tabla XXXI, donde se muestran, igualmente, las modificaciones obteni
das después de 30 min de hidr6lisis. En este @ltimo caso, no ha sido
posible cuantificar Tos dimeros de triglicéridos, que han desaparecido
casi por completo, mientras que s6lo se obtiene un pico no definido que
engloba los compuestos de peso molecular superior.

A partir de los resultados se deducen claramente las
siguientes conclusiones:

12) Se observa que el porcentaje de hidrdlisis disminuye a medida que
aumenta la alteracion de las muestras, y se comprueba ademas que
la hidrolisis es tanto menor cuanto mayor es el peso molecular
del triglicérido.

22) Los resultados obtenidos para las muestras de alteracidn interme-
dia, muestras [2] y [3], son practicamente coincidentes con los
valores medios tedricos correspondientes a las mezclas obtenidas
a partir de las muestras extremas, como se indica para el porcen-
taje de acidos grasos mondmeros en la Tabla XXXII.
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OLIVA NO CALENTADO  OLIVA MEZOLA AL 50% OLIVA TERMOXIDADO 150 h  FRACCION DE GLICERIDOS POLARES
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Figura 27.- Hidrdlisis enzimatica "in vitro" de los aceites utilizados
en las dietas y de la fraccidon polar.



Tabla XXXI.- Determinacion cuantitativa de los distintos grupos de compues
tos en las muestras iniciales 'y después de ser sometidas a

hidrdlisis durante 2 y 30 min.
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'MESTRAS | HIDROLISIS |Polimeros Trimeros | Dimeros |Mondmeros deTG| DG | A
(t'iGTpO de |de TG** 4e TG de TG + + :
reaccion) Polimeros de AG|Dimeros de AG
0 100
[2] 0 min 10,3 10,1 8,2 70,3
[3] 20,2 19,4 15,0 45,4
(4] 28,5 24,8 21,1 17,6 8,0
(1] 7,2 18,1 28,3 | 46,4
[2] 9,8 7,2 5,0 8,4 12,2 | 2,0 | 5.4
2 min -
[3] 19,3 14,8 10,5 12,6 9,2 13,9 | 19,7
(4] 28,8 17,9 16,5 11,4 8,4 7,6 | 9,4 .
(1] 1,3 27,2 |\ N5
[2] 10,9 nce 8,3 63 | 16,0 | 88,5
30 min .
[3] 27,5 n.c. 7,7 8,6 12,6 | 43,6
(4] 43,0 n.c. 8,5 9,5 10,7 | 28,3
*
[1]: Aceite de oliva puro no calentado
[2]): Aceite mezcla de [1] y [3] al 50%
[3]: Aceite de oliva puro termoxidado durante 150 horas a 180°C
{4]: Fraccion de compuestos polares
*»*TG : Triglicéridos
DG : Diglicéridos
M: : Monogiicéridos
AG : Acidos grasos

: no cuantificable
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Tabla XXXII.- Porcentajes de acidos mondmeros (reales y tedricos) en las
muestras sometidas a hidrolisis durante 2 y 30 min.

ACIDOS  MONOMEROS
Muestras | TG 0 alterados TG alterados | 2 min - 2 min 30 min 30 min
(%) (%) (REAL)  (TEORICO) (REAL)  (TEORICO)
sk
[1] 95,5 4,5 46,4 46,4 n,5 1,5
[2] 62,7 37,1 %,4 2,6 58,5 55,3 "
(3] 31,5 67,2 19,7 20,9* 43,6 f,5*
(4] 0 100 9,4 9,4 28,3 28,3
* (16/'mo alterados (%) x ACIDOS MONOMEROS en [1](%)) + (TG alterados (%) x ACIDOS MONOMEROS en [4](%))
ACIDOS  MONCMEROS =
( valoz‘% ;.eérico ) 100

**Para claves ver Tabla XXXI
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32) El1 porcentaje de hidrolisis aumenta considerablemente con el tiem
po de reaccion. En el caso del aceite no calentado es, incluso,
superior al 66% teodrico. Los porcentajes de acidos grasos mayo
ritarios obtenidos tras la separacion mediante cromatografia en
capa fina y posterior metilacion muestran la disminucion de acido
palmitico a los 3C min, 1o que indica claramente la contribucion
extra de los acidos presentes en posicion 2 y , por tanto, la
existencia de isomerizacion.

La mayor dificultad de hidrdolisis de los triglicéridos
alterados, por otra parte, se muestra en la Tabla XXXIII, donde se reco
gen los resultados obtenidos para l1a hidrolisis de Ta muestra [4] a di-
ferentes tiempos de reaccion. En ella se han agrupado los trimeros y
polimeros de triglicéridos ya que, a partir de un tiempo de reaccidn de
5 min, se encuentran como un {nico pico. Los resultados indican cla-
ramente que, a partir de 15 mia, 1a hidrdolisis es muy lenta, tanto por
lo que se refiere a la disminucion de los polimeros do triglicéridos,
como a la aparicion de los acidos grasos libres. Después de 2 horas
de reaccion, el porcentaje de hidrdlisis se aleja sensiblemente de la
composicidon en acidos grasos obtenida tras la hidrdlisis total de la
muestra.

La Tabla XXXIV resume los resultados obtenidos tras
definir 3 zonas de interés entre los compuestos cuantificados. En
todas Tas muestras alteradas se han agrupado los triglicéridos de mayor
peso molecular que los mondmeros, ya que la cantidad existente después
de la reaccidon indica la minima cantidad no hidrolizada, puesto que nin
guno de los acidos grasos originados solapan en esa zona. Por otra
parte, los monoglicéridos y acidos grasos originados como consecuencia
de la hidrdlisis, proporcionan un valor minimo de la cantidad de compues
tos nuevos formados, ya que no se encuentran presentes en las muestras
originales. La zona intermedia carece, sin embargo, de interés, pues
to que constituye una mezcla, en cantidades variables, de compuestos no
hidrolizados, parcialmente hidrolizados y polimeros de acidos grasos.
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Tabla XXXIII.- Influencia del tiempo de reaccidn en la hidrdlisis enzimati

ca "in vitro" de los compuestos polares.

RS | L R P e |
reaceion imeros de A |Dimeros de AG

Omin 53,3 21,1 17,7 8,0

3 min 46,7 16,5 1,4 8,4 7,6 9,4

5 min 49,0 n.c. 10,8 8,0 13,0 19,2
15 min 43,7 n.c. 9,3 9,1 12,8 25,]
30 min 43,0 n.c. 8,5 9,5 10,7 28,3
60 min 40,6 n.c. 8,7 10,4 10,2 30,1
120 min 39,8 n.c. 8,2 n,2 10,0 30,8
n.c.: no cuantificable
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Tabla XXXIV.- Cuantificacion del porcentaje de hidrdlisis minimo y
maximo a diferentes tiempos de reaccion.

MUESTRAS '(EE;%&SIS ggmﬁggf‘g?;zados rfjrggfza?igs i/o"r:gﬁcsir{:poﬁzados %c:rgg%?it;?i de
reaceiony | (tg < 27 min) (27 min <tp <29 min) (tg > 29 min)
[ 0 min - 100 -
(11* | 2 min - 25,3 74,7
| 30 min - 1,3 98,7
[ 0 min 28,6 70,3 -
(2] 2 min 22,0 20,6 57,4
| 30 min 10,9 14,6 74,5
0 min 54,6 45,4 : -
[3] 2 min 44,6 21,8 33,6
L_}O min 27,5 16,3 56,2
[0 min 74,4 25,6 -
2 min 63,2 19,8 17,0
3 min 49,0 18,8 32,2
(4] | 15 min 43,7 18,4 37,9
30 min 43,0 18,0 39,0
60 min 40,6 19,1 40,3
ngp min 39,8 19,4 40,8

* Para claves ver Tabla XXXI
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Los resultados muestran claramente, en el caso de las grasas alteradas,
que a los 120 min queda mas del 50% de moléculas poliméricas sin hidro-
lizar y que, ademas, la cantidad no hidrolizada disminuye muy lentamente
desde un tiempo de reaccion de 15 min.

En sintesis, los bajos valores de hidrdolisis obtenidos
para la fraccion alterada son una evidencia de la dificultad existente,
en la etapa previa a la absorcion, para la actuacion de la lipasa pan-
creatica sobre moléculas de triglicéridos complejas originadas por alte-
racion termoxidativa. Por ello, es comprensible la disminucion obser
vada en la digestibilidad de los acidos grasos no alterados que se en-
cuentran, en parte, incluidos en moléculas de triglicéridos alterados.
Estas moléculas podrian ser sdlo parcialmente hidrolizadas y, en conse-
cuencia, no absorbidas.
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2.3.2.2.- DETERMINACION DE ACIDOS LIBRES Y ESTERIFICADOS EN
LIPIDOS NO ABSORBIDOS

Una vez analizadas las posibilidades de hidrdlisis
enzimatica "in vitro", el planteamiento de este nuevo apartado esta di-
rigido a diferenciar las dos etapas previas a la asimilacidn de la grasa
- hidrolisis enzimatica y absorcion - en condiciones reales, 1o que nos
permitird definir la contribucion relativa de cada etapa en la disminu-
cion de digestibilidad observada en los acidos grasos no alterados, con
forme aumenta el grado de alteracion de la grasa ingerida. Por otra
parte, el estudio puede permitir establecer comparaciones entre la hidrd
lisis enzimatica "in vitro" e "in vivo", tema sobre el cual no se han
encontrado antecedentes.

Las muestras y los métodos analiticos disponibles per-
miten desarrollar este anartado siguiendo tres vias independientes y, a
la vez, complementarias:

a) E1 analisis directo mediante cromatografia de exclusidon de las
muestras de lipidos de heces.

b) La relacion existente entre los acidos totales y la acidez libre
de las muestras.

c) La cuantificacion directa de acidos grasos no alterados y acidos
dimeros no polares, libres y esterificados.

a) Analisis directo mediante cromatografia de exclusion de las muestras
de 1ipidos no absorbidos

Una interesante posibilidad para obtener una aprecia-
cidn aproximada y objetiva del grado de hidrdlisis enzimatica que han
experimentado las grasas "in vivo", consiste en analizar mediante



cromatografia de exclusion, las muestras de lipidos no absorbidos obte-
nidas por extraccion directa en SOxhlet.

Como se ha comentado en el apartado precedente, la pre
sencia de compuestos con tiempos de retencidon inferiores a los triglicé
ridos mondmeros, indica la existencia de 1ipidos semihidrolizados o no
hidrolizados, ya que los acidos polimeros presentes en la muestra eluyen
a tiempos de retencidn superiores.

- Los registros cromatograficos obtenidos para todas las
muestras permiten deducir interesantes conclusiones cualitativas, como
puede observarse en la Figura 28, donde se muestran 2 cromatogramas re-
presentativos de la situacidn general encontrada, en el caso de grasa
alterada (A) y no alterada (B).

Se han seleccionado para la figura, dos muestras corres
pondientes a los grupos de animales alimentados con el 20% de grasa,
no calentada y termoxidada durante 150 horas. A la izquierda se en-
cuentran los registros correspondientes a 1a evaluacion directa de los
1ipidos (A) y a la derecha los obtenidos tras la hidrdlisis acida de
Tas mismas muestras (B). Como puede observarse, la hidrdlisis origi-
na una modificacion sustancial en la distribucidn de pesos moleculares
en la muestra, cuando la dieta contenia grasa termoxidada, mientras que
no existen cambios apreciables en el caso de la grasa no calentada.
La superposicion de los cromatogramas A y B define una zona, correspon-
diente a los compuestos semihidrolizados y no hidrolizados, cuya propor
cidn es del orden del 35% de los lipidos no absorbidos obtenidos por
extraccion directa. Este valor minimo de grasa no hidrolizada corres
ponde al 15% de los triglicéridos polares ingeridos y, mas especifica-
mente, al 30%, aproximadamente, de los polimeros de triglicéridos.

De la comparacidon de estos resultados con los obtenidos
“in vitro", sometiendo los triglicéridos polares a la accion de la
Tipasa pancreatica durante periodcs de tiempo prolongados (Tabla XXXIII),
se deduce que la accidon enzimatica encontrada "in vivo" es mas drastica
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Figura 28.- Cromatogramas.representativos de lipidos
no absorbidos (A y B) y los correspondien
tes tras hidr6lisis acida (A' y B').



ya que, en los ensayos "in vitro"”, después de 2 horas, permanece sin hi-
drolizar el 53,4% de los polimeros de triglicéridos. Es evidente,
sin embargo, que las diferencias serian menores con un mayor tiempo de
reaccion o con una mayor relacidn de concentraciones entre enzima y sus
trato.

En conclusidn, el analisis de la distribucidon de pesos
moleculares de Tos 1ipidos no absorbidos demuestra 1a dificultad de hi-
drolisis de los compuestos gliceridicos de mayor peso molecular y con-
firma los resultados obtenidos "in vitro".

b) Relacion entre la fraccion saponificable y los acidos grasos libres
presentes en las muestras de 1ipidos no absorbidos

Aunque en el analisis directo de los 1ipidos de heces,
se ha comprobado la presencia de grasa no hidrolizada y la existencia
de unos porcentajes superiores a los obtenidos "in vitro", es dificil
cuantificar las cantidades totales de acidos esterificados, puesto que
Ta separacion por exclusion no permite distinguir entre glicéridos par-
ciales y acidos grasos de similar peso molecular.

Es posible, sin embargo, realizar una cuantificacién
simple de las cantidades totales de acidos presentes en la grasa y de
las que se encuentran hidrolizadas, sin mas que comparar las cantidades
de fraccion saponificable con las fracciones de acidos libres, presentes
en las muestras de 1ipidos no absorbidos.

La Tabla XXXV recoge las cantidades medias, para todos
los grupos de animales, de ambas fracciones, expresadas en gramos obteni
dos por cada 100 g de grasa ingeridos, y como porcentaje sobre el total
de lipidos no absorbidos.



Tabla XXXV.- LIPIDOS NO ABSORBIDOS: Determinacidn cuantitativa de
acidos totales y libres.

% AETE BN]
DIETA 12 20

0E LIVA
Acidos Acidos | Acidos Acidos Acidos  Acidos
totales 1libres| totales 1libres | totales libres
(1) N0 CALENTADO 5,29 " 509 | 3,97 3,5 3,21 2,70
76,0 (a6 | (71,5 (635) | (7,00 (63,1)
2 MzaA sz | 139 9,70 | 13,77 7,87 | 18,72 7,64
e My (@ | 2 (66.1) | (91,4) (52,2) | (86,7)  (45,0)

12,7,

150 horas (91,8) (59,00 | (%4.7) (51,4) | (95,8  (41,8)

* g/100 g de grasa ingerida
** g/100 g de 1ipidos no absorbidos
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Las cantidades de materia saponificable se obtienen
por diferencia entre la grasa total y la fraccion insaponificable, y re
presentan el total de los acidos no absorbidos que se encuentran tanto
en forma 1ibre como esterificados.

Las cantidades de acidos grasos libres se obtienen a
partir de los valores de acidez, que evalia los acidos libres expresa-
dos como porcentaje de acido oleico. Dada la longitud de los acidos
presentes en las muestras, se cometeran errores por exceso o por defec-
to , dependiendo de que el peso molecular medio de los acidos libres
sea menor o mayor que el del acido oleico. No obstante, la importan-
cia del mismo en las muestras de aceite de oliva, hace suponer que el
valor de la acidez constituye una medida muy aproximada de los acidos
grasos que han sido hidrolizados pero no absorbidos.

Los resultados obtenidos indican un incremento porcen-
tual de los acidos totales (fraccion saponificable) y una disminucion
de los acidos grasos libres, cuando la alteracidon aumenta, To que signi
fica un incremento de los acidos esterificados.

A partir de la tabla XXXV se ha elaborado, calculando
las diferencias entre Tos acidos totales y libres, en cada caso, la
Tabla XXXVI, que resume las cantidades de Tipidos no hidrolizados en los
diferentes grupos, y sus porcentajes sobre el total de 1ipidos no absor
bidos.

Los resultados son suficientemente expresivos e indie
can un incremento sustancial de la grasa no hidrolizada con la altera-
cidon, tanto en cantidades absolutas como en porcentaje sobre el total
de 1ipidos. En el caso de las heces procedentes de las ratas cuya
dieta contiene el 20% de aceite de oliva termoxidado, la grasa no hidro
lizada 1lega a constituir algo mas del 50% de la excretada y, aproxima-
damente, un 25% de la fraccion de triglicéridos polares ingeridos.

Si se compara este resultado con los obtenidos cuando la dieta contiene
aceites de menor alteracidn e igual porcentaje, o igual alteracién y



Tabla XXXVI.- LIPIDOS NO ABSORBIDOS: Determinacion cuantitativa

acidos esterificados.

de

z D[IETEEAN
e 6 12 20
*

(1) ND CALENTADO OJO** 0,72 0,51
(1,5) (14,0) (11,9)

(2) MEZOA 0% 4,21 5,90 7,08
de (1) y (3) (26,1) (39,2) (41,7)
(3) TERMOXIDADO 9,79 13,08 16,44
150 horas (32,4) (43,3) (54,0)

* g/100g de grasa ingerida

** g/ 100g de 1ipidos no absorbidos



menor porcentaje, se deduce que , tanto el nivel de degradacion de la
grasa como la concentracion de productos de alteracion en el tracto in-
testinal, son variables determinantes de la cantidad de grasa hidroliza
da.

c) Cuantificacion directa de dcidos grasos no alterados y acidos dimeros
no polares libres y esterificados

Los resultados obtenidos a partir de la evaluacion
directa mediante cromatografia de exclusion de los lipidos no absorbidos
y de la comparacion de los acidos totales con los acidos libres; permi-
ten detectar la existencia de compuestos gliceridicos en los 1ipidos no
absorbidos y conocer de forma global la cantidad de lipidos excretados
no hidrolizados, pero no es posible deducir las cantidades de los dis-
tintos grupos de compuestos que se encueniran libres o esterificados.

La determinacidon seria de particular interés en el
caso de los acidos grasos no alterados, puesto que permitiria comprobar
directamente el motivo principal de la disminucion de su absorcidn cuan
do la grasa esta termoxidada.

Los métodos analiticos desarrollados en este trabajo,
junto a Ta posibilidad de utilizar un procedimiento de metilacidn selec
tiva, permiten cuantificar directamente los dos grupos de menor polari-
dad - acidos grasos no alterados y acidos dimeros no polares - tanto
libres como esterificados y, en consecuencia, sirven de base para dife-
renciar claramente las fases de hidrdlisis enzimatica y absorcion.

A tal efecto, se han analizado los lipidos no absorbi
dos procedentes de 2 animales alimentados con dietas que contienen 20%
de oliva no calentado y termoxidado 150 horas. La Figura 29 muestra
el procedimiento disefiado para diferenciar los acidos libres de los es
terificados, combinando las técnicas analiticas disponibles.
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acidos libres y esterificados.



Procedimiento analitico

a) Obtencidon de los ésteres metilicos

Se ha llevado a cabo Ta transesterificacion de las dos
muestras con CH30Na para obtener Tos ésteres metilicos totales, siguien
do el procedimiento que se indica en el apartado 2.1.2.3. y, en mues-
tras similares, se metilan selectivamente los acidos grasos libres, uti
lizando diazometano, como se resume a continuacion:

Una corriente de nitrdgeno saturada de éter etilico se
hace fluir al interior de un tubo que contiene 3 ml de éter etilico,
3 ml de 2-(2-ethoxy-ethoxy)etanol, 3 ml de KOH 60% y 1 g de N-metil-N-
nitroso-p-toluensulfonamida. E1 diazometano generado "in situ" es
transportado por la corriente de nitrdogeno hasta el vial que contiene
la muestra disuelta en éter etilico. La aparicidon de un color amari-
11o brillante debido al exceso de diazometano indica el punto final de
la metilacidn, que se comprueba también mediante cromatografia en capa
fina.

b) Separacidn de Tos &steres metilicos, por cromatografia

en columna y evaluacion posterior mediante cromato-
grafia de exclusion

E1 procedimiento seguido, asi como las condiciones cro
matograficas, se encuentran detalladas en el apartado 2.1.2.3.

— RESULTADOS Y DISCUSION -—

La Tabla XXXVII muestra los resultados de la cuantifi-
cacion de los acidos no alterados y dimeros no polares, libres y esteri-
ficados. En 1a mitad inferior de la tabla se recogen también las



Tabla XXXVII.- LIPIDOS NO ABSORBIDOS: Determinacion cuantitativa de

acidos grasos no alterados y acidos dimeros no polares
libres y esterificados ( g/100 g de grasa ingerida).

20% Aceite de oliva

20 % Aceite de oliva

no calentado termoxidado
[ - Totales 1,08 6,12
ACIDOS NO - Libres 1,03 2,80
ALTERADOS
; i * 3,147
- Esterificados 0,05 s
ACIDOS - Totales - 3,48
DIMEROS - Libres - 2,17
NO
. *%*
POLARES |- Esterificados - 1,38
[
LIPIDOS TOTALES 2,24 23,84
LIPIDOS
NO ACIDOS TOTALES 1,35 22,04
ABSORBIDOS | _ nerone | 1aRes 1,23 7,72
(2,24 q)
| - ACIDOS ESTERIFICADOS 0,12 14,32
[ GRASA  TOTAL 100 100
GRASA
INGERIDA - ACIDOS NO ALTERADOS 98,5 65,30
- ACIDOS DIMEROS NO - 3,67
| POLARES

* Determinado por diferencia

** Determinado por cromatografia de exclusion



cantidades ingeridas de los dos grupos de compuestos de interés, asi
como los valores obtenidos para los acidos libres y esterificados tota-
les.

Como puede observarse, los resultados apoyan nuevamente
las conclusiones obtenidas en los dos apartados precedentes, ya que las
cantidades de acidos no alterados y acidos dimeros no polares esterifi-
cados, son muy elevadas cuando los animales ingieren la grasa termoxida
da, demostrando la mayor dificultad en la fase de hidrdolisis enzimatica.

No obstante, pueden establecerse diferencias claras
entre ambos grupos de compuestos. Asi, la cuantificacion de los aci-
dos grasos indica que la principal diferencia entre ambas muestras se en
cuentra en la fraccion de acidos esterificados, 1o que implica que la
disminucion de la digestibilidad de Tos acidos no alterados con la alte
racion, estd directamente relacionada con la etapa de hidrélisis enzima
tica. La mayor cantidad de acidos libres cbtenida cuando la dieta
contiene la grasa termoxidada, puede explicarse por la contribucidn de
Tos acidos de origen enddgeno, como se dedujo en el apartado 2.3.1.

La situacion, sin embargo, es muy distinta para los
acidos dimeros no polares, ya que mas de la mitad de las cantidades in-
geridas se encuentra libre y su digestibilidad es practicamente nula.
De este resultado s6lo puede deducirse que la hidrdlisis enzimatica no
es la etapa limitante en su absorcion.

En resumen, del estudio de los acidos libres y esterifi
cados presentes en los lipidos no absorbidos, se destacan las siguientes
conclusiones:

12) E1 analisis mediante cromatografia de exclusién permite deducir
que la hidrélisis enzimatica que tiene lugar antes de la absor-
cidn no es completa, en el caso de los glicéridos complejos de
elevado peso molecular.



-231-

2°) La relacion observada entre las cantidades globales de acidos
totales y libres demuestra que la extension de la hidrolisis de-
pende del grado de alteracidn de la grasa y del porcentaje de
grasa en la dieta.

3?) La cuantificacion de acidos grasos no alterados y acidos dimeros
no polares libres y esterificados, permite establecer una clara
diferenciacion entre las fases de hidrdlisis enzimatica y absor-
cion para estos dos grupos de menor polaridad.

En el caso de los acidos grasos no alterados, la menor digestibi
Tidad encontrada para el aceite termoxidado se debe fundamental-
mente a una hidrdélisis enzimatica incompleta. Por el contrario,
los valores de digestibilidad de los acidos dimeros no polares,
junto a Ta elevada cantidad de acidos presentes en forma libre,
indican dificultades en la etapa de absorcidn.



2.3.3.- Absorcion de moléculas poliméricas
de acido [1-**C]-linoleico



Una de las conclusiones mas interesantes que se deducen
de la evaluacidn cuantitativa de los compuestos de alteracion no absor-
bidos, es la desaparicion en el tracto intestinal de una considerable
cantidad de acidos poliméricos.

E1 hecho es particularmentesorprendente si se conside
ran las caracteristicas de los citados compuestos, desde dos puntos de
vista:

1) Su dificultad de absorcidn, al ser moléculas de peso
molecular superior al de los triglicéridos.

2) La dificultad de hidrolisis enzimatica de los poli-
meros de triglicéridos, que tendria como consecuencia una baja cantidad
de acidos poliméricos liberados en relacion a Tos ingeridos. Esto
significaria que las tasas de absorcion encontradas estarian infravalo-
radas, puesto que una parte significativa de los compuestos de polimeri-
zacion no tendrian posibilidad de ser absorbidos mientras se encuentren
esterificados.

Para justificar los resultados obtenidos se ha estable
cido la siguiente hipotesis: puede suceder que, durante el proceso de
digestidn, se produzcan modificaciones en las moléculas de polimeros de
triglicéridos o de acidos grasos, que disminuyan su- peso molecular y,
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en estas circunstancias, su absorcidon seria posible. La idea se apo-
ya en las referencias existentes sobre modificaciones quimicas de los
acidos grasos en medio acido fuerte, que afectarian particularmente a
Tas uniones perdxido y puente éter de acidos oxidados (213-215).

En este apartado se analizan y discuten los resultados
obtenidos en una experiencia planteada para contrastar la hipotesis in-
dicada. Para ello se ha utilizado acido [1-'“C]-linoleico sometido a
polimerizacion oxidativa a elevada temperatura y en presencia de aire.

Planteamiento de 1la experiencia

Respecto a los ensayos anteriores, en esta experiencia
destacan dos caracteristicas de interés relacionadas con las muestras:

1) Se parte del acido linoleico en vez de triglicéridos,
para eliminar las dificultades existentes en la fase previa de hidréli-
sis enzimatica. La administracion del acido garantiza que toda la
cantidad ingerida tiene tedricamente la posibilidad de ser absorbida.

2) La muestra de acido administrada se obtiene a par-
tir de 2 muestras, sometidas respectivamente a condiciones de oxidacidn
a elevada temperatura, para favorecer la formacidn de los compuestos de
polimerizacion, y a condiciones de alteracidn térmica en ausencia de
oxigeno, para favorecer ia formacion de dimeros no polares. La mues
tra alterada garantiza asi la posibilidad de comparar los grupos de com
puestos de mayor interés, ya que la desaparicidon de los compuestos de
polimerizacion resultaba alin mas sorprendente debido a la baja absorcion
de los dimeros no polares.
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Preparacion de las muestras

A partir de 20 g de acido [1-'*C]-1inoleico (14,25 ,Cifqg)
se preparan 2 muestras, que reciben los siguientes tratamientos:

a) 10 g de muestra se someten a oxidacion forzada con aire, a 180°C
durante 100 horas. En estas condiciones tiene lugar polimeriza
cion oxidativa, con formacion de dimeros y polimeros oxidados.

b) 10 g de muestra se mantienen durante 200 horas a 200°C, en presen
cia de nitrogeno. En estas condiciones se obtienen fundamental-
mente dimeros de uniones C-C, de baja polaridad.

Una vez concluidos los tratamientos, se unen ambas
muestras y se separa mediante cromatografia en columna de silice, en
3 fracciones de distinta polaridad, siguiendo el procedimiento que se

indica a continuacion:

Se pesan en un matraz 250 g de silicagel 60 y se
afladen 450 m1 de hexano-éter etilico 50:50. La mezcla
se transfiere a una columna de vidrio de 60 cm de altu
ray 3,6 cmde d.i., eliminandose el disolvente en ex-
ceso, sin que en ningin momento deje de cubrir la sili
ce y agregandose finalmente 4 g de arena de mar, para
facilitar la posterior fijacion de la muestra.

La muestra de, aproximadamente, 20 g, se diluye con
50 m1 de la mezcla de hexano-éter etilico 50:50 y esta
disolucion se transfiere a la columna con ayuda de una

pipeta.

Las fracciones obtenidas son las siguientes:



I.- Fraccion eluida con 1,5 1 de hexano-éter etilico 50:50,
constituida por acido linoleico no alterado.

II.- Fraccion eluida con 1,5 1 de hexano-éter etilico 40:60,
desechada por tratarse de una fraccidon intermedia que contiene
todavia linoleico no alterado y compuestos de alteracidn de baja
polaridad.

IIT.- Fraccion eluida con 1,5 1 de éter etilico-metanol 50:50,
constituida mayoritariamente por dimeros y polimeros.

Las fracciones I y III constituyen, respectivamente,
las muestras de linoleico no alterado y linoleico alterado, utilizadas
en esta experiencia. Las caracteristicas de estas muestras se deta-
11an posteriormente y se recogen en la Tabla XXXVIII.

Animales y tratamiento

Se han alimentado 2 grupos de ratas Wistar, de 4 anima
les cada uno, con la dieta alipidica pura utilizada anteriormente, a. la
que se afade aceite de oliva al 10% y acido [1-!'*C]-1inoleico al 1%.

Para cada grupo diferenciado, las caracteristicas res-
pectivas de la muestra de acido [1-'“C]-linoleico son las siguientes:

1.- Fraccion de acido [1-'*C]-linoleico no alterado (14,94 uCi/g).

2.- Fraccion de acido [1-'*C]-Tinoleico alterado (13,05 uCi/g), con
garantia de ausencia del acido no alterado. La sequnda dieta
contiene, por tanto,un 10% de acido alterado en el total de los
1ipidos presentes.

Los animales se mantienen en jaulas de metabolismo,
efectuando un estricto control de las cantidades ingeridas y excretadas
durante el periodo experimental, que es de una semana.
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Tabla XXXVIII.- Caracteristicas de las muestras radiactivas utilizadas
en las dietas.

[1-*C ]-LINOLEICO [1-*C]-LINOLEICO
NO ALTERADO ALTERADO
*
Acido no alterado ............ 96,2 n.d.
Acidos mondmeros oxidados ...... 4,8 14,5
Acidos dimeros no polares ...... - 6,9
Acidos dimeros oxidados ........ - 27,1
Acidos polimeros ........ouuu.. - 51,5

* n.d. no detectable



Metodologia analitica

La extraccion de los lipidos no absorbidos se realiza

segiin el procedimiento expuesto en el apartado 2.2.1.

Las muestras de grasa utilizadas en las dietas y las

muestras de 1ipidos no absorbidos se analizan siguiendo 3 vias comple-

mentarias:

a)

Medida de la radiactividad tbta] mediante un contador de centelleo
1iquido 1215 de LKB.

La determinacion se realiza tomando alicuotas de las muestras,

por duplicado, y disponiéndolas en viales de centelleo, a los que
se afiade 10 m1 de una mezcla tolueno:PCS (1iquido de centelleo de
Amersham) (1:2, V/V). Los viales se introducen en el contador
y éste, debidamente calibrado, mide la radiactividad qua contiene,
en desintegraciones por minuto (DPM).

Separacion de las muestras mediante cromatografia en capa fina
(17quido de desarrollo: hexano-éter etilico 70:30) y evaluacion
de la radiactividad porcentual de ias bandas aisladas, en un
analizador lineal BERTHOLD LB 2820-1, que permite la cuantifica-
cion directamente sobre la misma placa.

Obtencidon de los ésteres metilicos con diazometano, separacion
por cromatografia en columna de silice, de las fracciones polar
y no polar (eluidas respectivamente con hexano-éter 88:12 y éter)
y determinacion cuantitativa de compuestos especificos mediante
cromatografia de exclusion. E1 desarrollo y utilizacidon de es-

tos métodos analiticos han sido anteriormente descritos, en apar-
tados previos a este estudio. '
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— RESULTADOS Y DISCUSION —

La Figura 30 recoge los registros obtenidos en el ana-
lizador lineal, para las muestras de linoleico no alterado y alterado,
ingeridas por los animales experimentales. La Figura 31 muestra los
cromatogramas correspondientes a las mismas muestras, obtenidos median-
te cromatografia de exclusion.

Mediante la comparacion de ambas figuras es posible
subrayar los siguientes puntos de interés:

12) Los compuestos polimeros formados en las condiciones termoxidati
vas establecidas constituyen un alto porcentaje de la muestra al
terada, con To que se ha alcanzado uno de los objetivos propues-
tos en el planteamiento de la experiencia.

22) Se comprueba claramente la ausencia de restos no alterados en 1a
muestra de linoleico alterado.

32) Sin embargo, en la muestra de linoleico no alterado, estan pre-
sentes acidos alterados, aproximadamente en un 4%. E1 regis-

tro obtenido mediante cromatografia de exclusion muestra que son
acidos mondmeros.

En la Tabla XXXVIII se recogen las caracteristicas de
Tas muestras ingeridas. La cuantificacion se ha realizado mediante
cromatografia de exclusidon, previa separacion en columna de silice de
ios ésteres metilicos obtenidos con diazometano.

Los resultados son practicamente idénticos a los obte-
nidos directamente en la muestra de acido (Figura 30), con la ventaja
de poder cuantificar separadamente los dos grupos de dimeros.
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Figura 30.- Distribucion de la radiactividad en las muestras
iniciales.
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En relacion con los lipidos no absorbidos, las Tablas
XXXIX y XL muestran los resultados obtenidos para los animales alimenta
dos con acido linoleico. En la primera de e1lés, se recogen los re-
sultados clasicos de pesos ingeridos y excretados, y las digestibilida-
des aparentes, mientras la Tabla XL resume los valores de digestibilidad
de los compuestos marcados, exclusivamente, ya que se ha obtenido a par
tir de los valores de radiactividad ingerida y excretada. En este ca
so, en que la muestra carece practicamente de alteracidn, Tos valores
mas bajos de digestibilidad de la Tabla XXXIX, se deben, fundamentalmen
te, a la existencia de grasa enddgena que, ldgicamente, no estad evalua-
da en la dltima tabla.

De mayor interés son los datos resumidos en las Tablas
XLT y XLII, que se refieren al grupo que ha sido alimentado con la mues
tra de acido linoleico alterado. Como puede observarse, la tabla que
recoge los datos de peso, muestra una digestibilidad media del 90%, que
e3 significativamente inferior a la obtenida para la dieta que contiene
acido linoleico, lo que indica la menor digestibilidad del acido altera
do. No obstante, resultan espectacularmente altos los valores de di-
gestibilidad obtenidos a partir de la medida de radiactividad, en compa
racidn con los encontrados cuando se administraban las muestras como
triglicéridos. Las diferencias tienen que estar justificadas, en par
te, por la dificultad de accion de los enzimas proteoliticos, y, ademas,
por la forma de preparacion de la muestra, que favorece la formacion de
dimeros y polimeros de menor estabilidad.

Igualmente interesante es la comprobacion de la impor
tancia de la fraccion lipidica obtenida tras hidrdlisis acida de las
muestras de heces, después de la extraccidon directa en Soxhlet.

La Tabla XLIII muestra las cantidades de ambas fracciones en cada caso
y la diferencia de radiactividad presente en las mismas. En Ta Q1ti
ma columna se indican los mg de grasa correspondientes a la radiactivi
dad presente, y son suficientemente expresivos de la necesidad de ex-
traer la grasa tras hidrdlisis acida, para una buena cuantificacidn de
los compuestos de alteracion.



TabTa XXXIX.- Animales alimentados con acido [1-!*C]-linoleico:

lipidos totales ingeridos y excretados (g) y
digestibilidades aparentes.

GRASA TOTAL Kcido LIPIOOS N0 DIGESTIBILIDAD
DIETA (@) e preva () U CILTTOIEI®  ppsoparnos(g)  paReTE
) 82 9,328 0,848 0,438 %,3
2 902 9,522 0,902 0,510 %,6
) R0 10,120 0,920 0,591 %,2
8 M5 10,395 0,945 0,533 %,9

Tabla XL.- Animales alimentados con acido [1- !*C]-linoleico:
Balance global de compuestos marcados con

INGERIDO EXCRETADO ABSORBIDO (%)
(DPMX1D3) (DPM x 103)
1) 28.125 920 96,7
2) 29.916 957 96,8
3) 30.513 855 97,2
4) 31.343 783 97,5
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Tabla XLI.- Animales alimentados con acido [1-'C]-linoleico alterado:
1ipidos totales ingeridos y excretados (g) y digestibili-
dades aparentes.

RSA TOM ik LIPIDOS N0 DIGESTIBILIDAD
DIETA (9) ey pre7a (g) [};gefcr};;‘?g}em ABSORBIDOS ()  APARENTE
1) %5 10,50 0,955 0,804 ?,3
2)  %,2 10,47 0,952 1,266 8,9
3 99,5 10,04 0.9% 1,19 8,1
5 9,2 10,25 0,9 0,952 %0,7

Tabla XLII.- Animales alimentados con acido [1-!*C]-1inoleico alterado:
Balance global de compuestos marcados con '*C.

INGERIDO EXCRETADO ABSORBIDO
(DPM x103) (DPM x 103) (%)
1 27.667 | 8.631 68,8
2) 27.580 8.506 69,2
3) 28.826 7.934 72,5

4) 27.001 8.142 69,8
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Tabla XLIII.- Animales alimentados con acido [1-'*C]-1inoleico alterado:
1ipidos no absorbidos y radiactividad presente en las
fracciones obtenidas por extraccion directa y tras hidro-
lisis acida. '

LIPIDOS TOTALES Icido [1-1 ] -Ninoleico
(mg) (DPM x 103) (mg equivalentes)
\ Extraccion directa 431 2531 87,4
1 ,
" tras hidrolisis 373 6100 , 210,5
2) Extraccion directa 708 2371 81,8
" tras hidrOlisis 557 6135 21,8
Extraccion directa 653 2108 72,8
3)
" tras hidrolisis 541 5826 201,0
Extraccion directa 530 2340 80,7
4)
" tras hidrolisis 402 5802 200,3




Las Figuras 32 y 33 recogen los registros correspondien
tes a las dos fracciones de 1ipidos no absorbidos obtenidos de uno de
los animales alimentados con linoleico alterado. En ellas, se inclu-
yen los datos cuantitativos mas significativos.

Un analisis comparativo de los registros muestra la
mayor concentracion en compuestos de polaridad elevada en la fracciodn
de 1ipidos obtenida tras hidrdolisis acida, y la sorprendente aparicion
de acidos libres no alterados marcados, en la primera fraccion.

Puesto que la muestra administrada no contenia acido linoleico, 1a pre-
sencia en los 1ipidos no absorbidos de acido no alterado es de indiscu-
tible interés.

Dada la importancia de este resultado, se ha realizado
una concentracidn de los acidos para determinar la estructura de los
acidos marcados. Para ello, se han seguido los siguientes pasos:

12) Aislamiento y concentracipn de los acidos grasos

no alterados

La separacion de la muestra total mediante cromatografia
en capa fina se lleva a cabo con hexano-éter etilico 70:30 como 1iquido
de desarrollo. La banda correspondiente a los acidos grasos no alte-
rados se aisla con ayuda de una espatula y la silice se eluye en una pe
quefia columna, utilizando 15 ml de cloroformo. Esta operacidon se re-
pite en varias placas, hasta obtener cantidad suficiente de muestra.

La Figura 34 muestra el registro obtenido con el anali-

zador lineal, después de realizar un desarrollo en capa fina de los aci
dos grasos aislados, donde puede observarse el buen aislamiento conseguido.

2°) Obtencion de los ésteres metilicos

Se 1leva a cabo 1a metilacion de los acidos grasos ais-
lTados, con diazometano, siguiendo el procedimiento detallado previamente.
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Figura 32.- Distribucion de la radiactividad en lipidos no
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Figura 33.- Distribucidon de la radiactividad en 1ipidos no
absorbidos obtenidos tras hidrdlisis acida.



La Figura 35 muestra el registro, obtenido mediante
analizador lineal, correspondiente a los &steres metilicos, donde se
observa, nuevamente, la existencia de una Gnica banda radiactiva.

Tanto en el caso de los ésteres metilicos como en el de los acidos gra-
sos, se ha comprobado Ta identidad de los Rf, desarrollando en las mis-
mas placas los correspondientes patrones.

32) Separacion de los ésteres metilicos

Se ha realizado sequidamente el desarrollo de los és-
teres metilicos mediante cromatografia en capa fina, en placa de NO3Ag,
para conocer la distribucion de los acidos marcados segin su grado de
insaturacion.

La Figura 36 recoge el registro correspondiente, del
analizador lineal, donde se confirma que la mayor parte de la muestra
radiactiva estd constituida por acido linoleico, y un pequefio porcenta-
Je de acido oleico. Este G1timo podria ser originado como consecuen-
cia del proceso de hidrogenacidn efectuado por microorganismos de la
flora intestinal, sobre compuestos de distinta naturaleza, tal y como
se ha comprobado anteriormente en el apartado 2.3.1., para el caso con-
creto de compuestos de naturaleza esteroide.

Finalmente, 1a Tabla XLIV resume los resultados de la
cuantificacion de los principales grupos de compuestos no absorbidos,
mediante las técnicas cromatograficas de adsorcidn y exclusidn, aplica-
das a los ésteres metilicos.

Los valores obtenidos para los acidos no alterados y
para los mondmeros oxidados, son dificiles de interpretar, puesto que,
en ambos casos, estan incluidos los de origen enddgeno. Para los gru
pos de mayor interés, sin embargo, se comprueban de nuevo las conclusio
nes obtenidas previamente, aunque las digestibilidades para los dimeros
y polimeros oxidados son mucho mas elevadas.
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Tabla XLIV.- Animales alimentados con acido [1-'*C]-1inoleico alterado:
cantidades medias ingeridas, excretadas y digestibilidades
aparentes de acidos mondomeros, dimeros y polimeros.

INGERIDO EXCRETADO DIGESTIBILIDAD

TOTAL (q) 10,54 1,054 90,0

Acidos no alterados 9,58 0,68 92,9

(9)

Acidos mondmeros 138,9 53,9 61,2
oxidados (mg)

Acidos dimeros no 69,0 62,8 9,0
polares (mg)

Acidos dimeros 259,6 66,3 74,5
oxidados (mg)

Acidos polimeros 493,4 149,2 69,8

(mg)
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Por otra parte, es interesante comprobar la complemen-
tariedad de las técnicas empleadas. La medida de la radiactividad
presente en las muestras no permite conocer la distribucidon en grupos
de compuestos de distinto peso molecular, mientras que la deteccidn del
acido linoleico marcado no hubiera sido posible utilizando las técnicas
clasicas, por ser este acido uno de los constituyentes de los acidos de
origen endogeno y del aceite de oliva de la dieta.

En este sentido, 1a Tabla XLV recoge las cantidades de
acidos marcados de los diferentes grupos separados mediante cromatogra-
fia de exclusidn, que han sido calculados a partir de los resultados ob
tenidos con ambas técnicas, teniendo en cuenta las siguientes relaciones:

1) Una vez separada la muestra en columna de silice, la evaluacion
de la radiactividad presente en ambas fracciones, permite distri-
buir las cantidades de acidos marcados segln se indica a continua
cion:

RADIACTIVIDAD EN Radiactividad presente + Radiactividad presente (1)
FRACCION MENOS POLAR en &cidos no alterados en dimeros no polares :

RADIACTIVIDAD EN = Radiactividad + Radiactividad + Radiactividad (2)
FRACCION POLAR presente en presente en presente en
' monémeros dimeros_ polimeros

axidados oxidados

2) La evaluacidn de la cantidad de acido no alterado marcado, median
te el analizador lineal, permite calcular a partir de (1), la can
tidad de acidos dimeros no polares radiactivos.

3) Dado que los dimeros oxidados y polimeros, no solapan practicamen
te con ninguno de los componentes presentes en los lipidos de ori
gen enddgeno, las cantidades obtenidas mediante cromatografia de
exclusidn, evalian la cantidad de acidcs marcados presentes, de
ambos grupos, y, por tanto, los acidos mondmeros oxidados pueden
calcularse segiin (2) por diferencia.
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Tabla XLV.- Animales alimentados con acido [1-'C]-Tinoleico alterado:
Balance de acidos mondmeros, dimeros y polimeros, marcados

con '“C.
INGERIDO EXCRETADO ABSORBIDO
(mg) (mg) (%)
TOTAL 958 287
Acidos no alterados - 8,0 Negativo
Acidos mondmeros 138,9 12,5 91,0
oxidados
Acidos dimeros no 69,0 51,1 25,9
polares
Acidos dimeros 259,6 66,3 74,5
oxidados

Acidos polimeros 493,4 149,2 69,8




De 1a comparacion de las Tablas XLIV y XLV se deduce

que las digestibilidades de los acidos oxidados mondmeros y acidos di-

meros no polares aumentan significativamente debido a la presencia, en

la primera de las tablas indicadas, de los lipidos de origen interno,

asi como de una pequefia cantidad de dimeros procedente del aceite de

oliva de la dieta, respectivamente.

En resumen, a partir de los resultados obtenidos en

esta experiencia, se deducen las siguientes conclusiones:

12) La aparicion de acidos grasos no alterados marcados, demuestra

la existencia de modificaciones en los acidos alterados durante
el proceso de digestion. Ademas, teniendo en cuenta la eleva-
da digestibilidad de los acidos grasos no alterados, el hecho de
que estén presentes en cantidades detectables, aun pequefias, des
pués de la absorcidn, indica claramente que ha tenido lugar un
grado de transformacidn notable.

La elevada proporcion en la muestra radiactiva de los dimeros y
polimeros oxidados (78,6%), indica que tales compuestos son los
principales afectados de modificaciones estructurales, 10 que
justificaria, tanto su desaparicion durante el proceso, Como Sus
elevadas digestibilidades.

3°) La baja digestibilidad encontrada para los acidos dimeros no

polares demuestra, por el contrario, la elevada estabilidad de
la molécula e implica que su tamafio molecular es ya elevado para
atravesar la membrana intestinal.



3.- RESUMEN Y CONCLUSIONES




12.- E1 procedimiento analitico propuesto, que utiliza una combinacidn
de las técnicas cromatograficas de adsorcidn y exclusidn, contribu-
ye a mejorar la evaluacion de las grasas termoxidadas, desde un do-
ble aspecto:

a) E] analisis directo de 1a grasa permite cuantificar
la degradacion total de la muestra asi como la participacidon de las
tres alteraciones predominantes: térmica, oxidativa e hidrolitica.

b) La determinacion adaptada al andlisis de los ésteres
metilicos, permite separar y cuantificar 5 grupos de compuestos:
acidos no alterados, mondmeros oxidados, dimeros térmicos, dimeros
oxidados y polimeros.

2%.- La determinacion cuantitativa de los distintos grupos de acidos ha
sido aplicada al conocimiento de las posibilidades de absorcion de
las grasas termoxidadas. Con este fin, y después de definir las
mejores condiciones de aplicacion, se ha desarrollado una amplia
experiencia con 9 grupos de ratas Wistar, combinando tres niveles
de alteracion y tres diferentes porcentajes de grasa en la dieta.
Los resultados mas destacables se resumen en los siguientes puntos:

a) La cantidad de grasa no absorbida aumenta con el
nivel de alteracion. No se han encontrado, sin embargo, diferen-
cias significativas debidas al porcentaje de grasa en la dieta.

b) Los valores de digestibilidad mas elevados corres-
ponden a los acidos mondmeros no alterados y oxidados, mientras los
menores valores se obtienen para los dimeros no polares, originados
como consecuencia de la elevada temperatura.
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c) E1 incremento de alteracién de la grasa de la dieta
origina una disminucion en la absorcion de los acidos no alterados
y valores negativos de digestibilidad para la fraccion insaponifica
ble.

d) Las digestibilidades de los acidos poliméricos son
significativamente mis elevadas que las obtenidas para los dimeros
no polares.

.- Se han desarrollado estudios especificos para profundizar en la sig
nificacidn de los resultados obtenidos, cuyas conclusiones se resu-
men a continuacion:

a) Existe un incremento de los 1ipidos enddgenos cuan-
do aumenta la alteracion de la grasa. La cuantificacion, en los
Tipidos no absorbidos, de esteroles y acidos no polares no presentes
en la dieta demuestra, sin lugar a dudas, que el incremento afecta
tanto a la fraccion insaponificable procedente de las secreciones
intestinal y hepatica, como a los compuestos originados en el meta-
bolismo de 1a flora intestinal.

b) La disminucion de la digestibilidad de la grasa con
la alteracion se debe tanto a la dificultad de absorcidon de los aci
dos de elevado peso molecular como a una deficiente accion de la
lipasa pancreatica. La dificultad de hidrdlisis enzimatica ha sido
confirmada en estudios "in vitro" y deduciendo la accion "in vivo"
del enzima, a partir de la cuantificacion de los acidos libres y
esterificados en los 1ipidos no absorbidos.

¢) La pérdida de la digestibilidad de los acidos grasos
al aumentar la alteracidn de la grasa de la dieta se debe, fundamen
talmente, a una hidrdlisis enzimatica incompleta. Por el contra-
rio, la baja digestibilidad de los dimeros no polares es atribuible
a dificultades en la fase de absorcion. Estas conclusiones se



deducen de las elevadas cantidades de acidos grasos esterificados y
de acidos dimeros libres presentes en los lipidos no absorbidos.

d) La digestibilidad aparente de los acidos poliméri-
cos puede ser debida a la existencia de modificaciones previas a la
absorcidn que disminuyan su peso molecular. Estudios realizados
con acido linoleicc marcado con !*C demuestran este hecho y confir-
man nuevamente la mayor digestibilidad de los compuestos de polime-
rizacion frente a los dimeros de origen térmico.

42.-Finalmente, la elevada digestibilidad de ios compuestos mondmeros
de oxidacidon y la posibilidad de cambios estructurales en las molé-
culas de polimeros de acidos oxidados, demuestran la necesidad de
profundizar prioritariamente en la significacién nutricional de los
compuestos originados por via oxidativa.
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