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RESUMEN

Absorcion de grasas termoxidadas. Il Influencia del nivel de al-
teracién y porcentaje de grasa en la dieta

En el presente trabajo se estudia la influencia de la alteracién y
porcentaje de grasa en la dieta sobre la digestibilidad de la grasa total asi
como de las fracciones insaponificable y de acidos grasos no alterados.

La experiencia fue realizada utilizando 11 grupos de ratas Wistar
alimentadas con aceites de oliva no calentado y termoxidado. Se aplica-
ron técnicas analiticas estudiadas con anterioridad para la extraccion y
evaluacion de los lipidos no absorbidos presentes en heces.

Los resultados obtenidos permiten deducir las siguientes conclusio-
nes:

~ La digestibilidad de la grasa disminuye con el incremento de alte-
racion, pero es independiente del nivel de grasa en la dieta.

— La absorcion aparente de acidos grasos no alterados se encuentra
afectada por la alteracion de la grasa de la dieta.

— La alteracion de la grasa ingerida contribuye al aumento de las
cantidades excretadas de insaponificable de origen endégeno.

PALABRAS-CLAVE: Aceite termoxidado - Acido grado - Dieta - Di-
gestibilidad - Insaponificable - Rata.

SUMMARY

Absorption of thermoxidized fats. Il. Influence of dietary altera-
tion and fat level

In this paper, the influence of dietary fat alteration and level upon
digestibilities of total fat, unsaponifiable matter and non-altered fatty acids,
is studied.

11 groups of Wistar rats were fed diets containing non-heated and
thermoxidized olive oils. Analytical techniques previously studied were
used for isolation and evaluation of non-absorbed lipids present in feces.

The results obtained led to the following conclusions:

- Digestibility of fat decreases with dietary fat alteration but it is
independent of the dietary fat level.

— The apparent absorption of non-altered fatty acids is affected by
the dietary fat alteration.

- Dietary fat alteration significantly contributes to increase excreted
levels of unsaponifiable from endogenous sources.

KEY-WORDS: Diet - Digestibility - Fatty acid - Rat - Thermoxidized
oil - Unsaponifiable.

1. INTRODUCCION

El interés de los estudios nutricionales y toxicoldgicos
de grasas termoxidadas esta sobradamente justificado
por la creciente utilizacion de la fritura como procedi-
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miento de preparacion de alimentos y como nuevo pro-
ceso de fabricacion de productos (Hauman, 1987; Ortho-
efer, 1987). Como consecuencia de la preocupacién por
las caracteristicas higiénico-sanitarias de los aceites y
grasas de fritura, en recientes normativas europeas se
ha establecido un maximo del 25% de compuestos pola-
res como limite de alteracién para consumo humano
(BOE, 1989; Firestone et al., 1991). Por otra parte, las
grasas desechadas para consumo humano son frecuen-
temente utilizadas en nutricién animal (Steverink et al,,
1985) y ello afade aln mas interés al estudio de las
propiedades fisioldgicas y nutricionales de las grasas ter-
moxidadas.

No obstante, una revision de los trabajos realizados
revela una gran divergencia en los resultados obtenidos
(Méarquez-Ruiz et al., 1990). En general, los estudios diri-
gidos a evaluar la absorcién de grasas termoxidadas y
los principales grupos de compuestos originados se han
orientado segun una doble via:

a) La determinacidn directa de la absorcién intestinal,
mediante canulacién linfatica de los animales, que ha
sido abordada en la mayoria de los casos utilizando pro-
ductos de sintesis o aislados con un elevado grado de
pureza (lwaoka et al., 1978; Hsieh et al., 1977; Perkins et
al., 1978; Combe et al., 1981).

b) La determinacién cuantitativa de compuestos no
absorbidos, que constituye una medida alternativa indi-
recta para la evaluacién de las tasas de absorcion.

En resumen, los resultados obtenidos en muy distin-
tos estudios indican que la digestibilidad disminuye con
el incremento de alteracion de la grasa y esta observa-
cién esta directamente relacionada con el incremento de
los compuestos de polimerizaciéon (Potteau et al., 1970;
Potteau et al., 1977).

Las divergencias encontradas entre los resultados de
los distintos estudios se deben fundamentalmente a una
insuficiente definicion de las grasas utilizadas, exclusiva-
mente basada en las condiciones de tratamiento. No hay
que olvidar, sin embargo, que el tratamiento termoxidati-
vo origina en las grasas una amplia serie de modificacio-
nes que hace mas dificil la determinacién de los com-
puestos presentes. En este sentido, uno de los objetivos
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previos a este estudio fue establecer una metodologia
analitica que permita cuantificar los principales grupos de
compuestos presentes tanto en las grasas ingeridas como
en los lipidos no absorbidos (Marquez-Ruiz et al., 1990;
Marquez-Ruiz et al., 1991).

En este trabajo se aborda el estudio de la influencia
del nivel de alteracién y porcentaje de grasa en la dieta
sobre la digestibilidad de la grasa total asi como de la
fraccion insaponificable y de los acidos grasos no altera-
dos. Para ello se han evaluado los lipidos fecales proce-
dentes de ratas alimentadas con aceites de oliva no ca-
lentado y termoxidado, a diferentes niveles en la dieta.

2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1. Animales y dietas

La experiencia se ha llevado a cabo con ratas macho
de la cepa Wistar, con un peso inicial de 120 g aproxima-
damente, distribuidas en 10 lotes homogéneos constitui-
dos por 4 animales cada uno.

Los animales fueron alimentados con una dieta base
alipidica a la que se incorporé aceite puro de oliva, com-
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binando 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 los correspondientes al aceite de oliva puro no
calentado, termoxidado a 180°C durante 150 horas y una
mezcla de ambos al 50%. La Tabla | recoge la composi-
cién de los aceites utilizados en los grupos de compues-
tos de interés, en este estudio: insaponificable, acidos
grasos no alterados y acidos grasos polares. La compo-
sicion de la dieta base se resume a continuacion:

— Humedad 10,0%

— Proteinas (caseina) 19,8%

— Extracto libre de nitrégeno 57,6%
(glucosa + almidoén)

— Celulosa 5,4%

— Minerales 6,2%

— Complejo vitaminico 1,0%

Se han controlado estrictamente las condiciones de
preparacion y conservacion de las dietas. Con objeto de
evitar su deterioro, se prepararon semanalmente y se
envasaron en frascos herméticamente cerrados, con ni-
trégeno, que se conservaron en frigorifico (4°C) hasta el
momento de su administracién a los animales.

Tabla |
Composicioén de los aceites de las dietas (g/100 g aceite)
Aceite Acidos grasos Acidos grasos
de oliva Insaponificable no alterados polares
No calentado 0,89+ 0,06 97,8 +£0,16 1,2+0,21
No calentado: termoxidado (1:1) 0,70 £ 0,04 79,2+ 0,39 19,8 £ 0,53
Termoxidado 0,57 £ 0,04 63,4 + 0,29 33,6 + 0,34

Valores medios + error standard de la media (n = 4).

Los animales se mantuvieron en jaulas de metabolis-
mo individuales, que permiten cuantificar la ingesta y las
excreciones fecal y urinaria, durante 15 dias. A lo largo
de este periodo, los animales ingirieron “ad libitum” agua
y su dieta correspondiente, realizando un control riguroso
de las cantidades ingeridas y excretadas diariamente.

El grupo de animales alimentado con dieta exenta de
grasa estuvo sometido a control durante dos periodos de
15 dias, con un intervalo de 2 meses entre ambos.

El seguimiento de los animales durante la experiencia
ha incluido controles semanales de la evolucién ponde-
ral, signos externos y datos macroscépicos. Las heces
fueron recogidas y pesadas diariamente, y mantenidas
en congelador hasta el momento de su extraccion.

2.2. Andlisis de lipidos no absorbidos

Se aplica el esquema analitico propuesto en la prime-
ra parte de este trabajo (Marquez-Ruiz et al., 1991 b),
para el aislamiento y separacién de los lipidos no absor-
bidos, que incluye todas las modificaciones necesarias
para garantizar una completa extraccion de la grasa fecal
y lainexistencia de alteraciones significativas.
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En sintesis, los lipidos fecales obtenidos para cada
animal en el periodo experimental de 15 dias son extrai-
dos con éter etilico (Toullec et al., 1968) en dos etapas,
directamente y previa hidrélisis acida. Tras la separacién
de la fraccién insaponificable (Norma UNE 55-004-72) y
acidificacion de las soluciones alcohdlicas de jabones, se
obtienen los ésteres metilicos de acidos grasos totales
(Metcalfe et al., 1961) y se separan mediante cromato-
grafia en columna de silice (Dobarganes et al., 1984). La
fraccion no polar se eluye con hexano-éter etilico 95:5 y
la elucién de la fraccion polar se realiza con éter etilico y
cloroformo-metanol 2:1.

La separacién e identificacion de los &cidos presen-
tes en la fraccién no polar de lipidos endégenos se ha
llevado a cabo mediante cromatografia gas liquido-es-
pectrometria de masas (CGL-EM), en un aparato MS 30
B acoplado a un cromatégrafo Konik 019/375 utilizando
una columna capilar Supelcowax 10 (30 m x 0,25 mm
d.i.). La separacion se hizo con temperatura programada
desde 130°C a 200°C, a 2°C/min y 5 minutos de isoter-
ma inicial. La temperatura del inyector fue 250°C. El gas
portador utilizado fue helio, con presién en cabeza de 10

psi.
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2.3. Analisis estadistico

Los resultados se expresan como valores medios +
error standard de la media. Se ha aplicado un anélisis de
varianza sobre los coeficientes de digestibilidad corregi-
da para detectar la existencia o no de diferencias signifi-
cativas para las variables porcentaje y alteracion de la
grasa de la dieta y su interaccion.

Las diferencias entre las medias de digestibilidad co-
rregida para las diferentes dietas experimentales se ana-
lizaron mediante el test “t” de Student (P < 0,05).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Analisis de lipidos endogenos
La interferencia producida por los lipidos de origen

endégeno en la evaluacién cuantitativa de la grasa de la
dieta no absorbida ha hecho necesaria la determinacién

Grasas y Aceites

de las cantidades globales excretadas y de los principa-
les constituyentes de los lipidos fecales procedentes de
animales alimentados con la dieta exenta de grasa. De
esta forma, se pueden aplicar factores de correccién a
los lipidos excretados por los diferentes grupos de ani-
males.

La Tabla Il recoge los resultados obtenidos para los
lipidos endbgenos totales, fraccién insaponificable y aci-
dos grasos correspondientes a dos periodos experimen-
tales de 15 dias, al comienzo y al final de la experiencia.
Puesto que no existen diferencias 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 es una garantia
de que la correccion utilizando valores medios, no contri-
buye significativamente a incrementar el error, cuando se
calculan las tasas corregidas de digestibilidad.

Como puede observarse, los lipidos de origen endo-
geno estan fundamentalmente constituidos por compo-
nentes del insaponificable (62%), que proceden en gran

Tabla Il
Lipidos de origen endégeno: Cantidades excretadas durante 2 periodos experimentales (g/15 dias).
Fraccion Acidos grasos Acidos*
Ratas Total insaponificable no alterados polares
1 0,42 0,26 0,16 -
1er Periodo 2 0,48 0,31 0,12 0,05
Experimental 3 0,36 0,21 0,08 0,07
4 0,35 0,21 0,10 0,04
1 0,44 0,29 0,10 0,05
2.2 Periodo 2 0,36 0,19 0,09 0,08
Experimental 3 0,38 0,23 0,12 0,03
4 0,40 0,27 0,08 0,05
**tS)—( 0,39 0,25 011 0,04
3 0,038 0,035 0,021 -

* Calculados por diferencia a 100.
"t 1=2,365.

parte de las secreciones hepatica e intestinal (Long et
al., 1978; Miettinen et al., 1981), y por acidos grasos
(Hoet et al., 1963), mayoritariamente de baja polaridad
(27%).

La Figura 1 muestra un cromatograma representativo
de los ésteres metilicos de acidos no polares de origen
endégeno, separados e identificados por CGL-EM. Este
grupo de compuestos incluye un elevado niumero de éaci-
dos de longitud de cadena comprendida entre 14 y 28
atomos de carbono, con predominio de acidos saturados
sobre insaturados, de cadena par sobre impar y de serie
normal sobre los ramificados.

3.2. Coeficientes de digestibilidad

A partir del andlisis de los lipidos no absorbidos se
han calculado los valores de digestibilidad de la grasa
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total ingerida, asi como de la,fraccién insaponificable y
los acidos grasos no alterados.

El coeficiente de digestibilidad corregida o verdadera
(DV) se calculd segun la féormula de Deuel (Deuel, 1957):

Ingerido - (Excretado - Endégeno)
DV(%) = x 100
Ingerido

La Tabla lll muestra los valores medios de lipidos
ingeridos y excretados para todos los grupos de anima-
les durante un periodo experimental de 15 dias. En la
tabla se recogen todos los datos correspondientes a los
lipidos extraidos directamente (grasa neutra) asi como
las cantidades totales excretadas, incluyendo los lipidos
obtenidos tras hidrdlisis acida y, finalmente, los valores
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Esteres metilicos de acidos no polares presentes en los lipidos de origen endogeno.
Cromatograma de la corriente iénica total
Abreviaturas: n - serie normal

corregidos tras aplicar el factor correspondiente a la me-
dia de lipidos endégenos excretados en 15 dias. La ulti-
ma columna incluye los coeficientes de digestibilidad co-
rregida.

El analisis de varianza aplicado a los coeficientes de
digestibilidad corregida indicé que la diferencia entre ni-
veles de grasa no es significativa, pero la variacién entre
niveles de alteracion lo es para P<0,01. Por otra parte,
no existe interaccién entre nivel de alteracién y de grasa
en la dieta.

Como era de esperar, las digestibilidades de las gra-
sas no calentadas son muy elevadas mientras que las
grasas mas alteradas presentan unos valores particular-
mente bajos, que suponen un incremento de 7 a 10 ve-
ces en los lipidos no absorbidos con respecto a los gru-
pos que ingirieron grasas no calentadas. Por otra parte,
los resultados para la mezcla al 50% de grasa no calen-
tada y alterada son intermedios y, aproximadamente, los
correspondientes a la mezcla tedrica. En consecuencia,
los datos reflejan que la disminucién de la digestibilidad
esta directamente relacionada con el incremento de la
concentracion en productos alterados en la dieta, hecho
facilmente comprensible si consideramos la participacion
de moléculas alteradas de alto peso molecular en las
grasas termoxidadas, que podrian encontrar dificultades
para atravesar la barrera intestinal.

En relacion con la fraccién insaponificable, la Tabla
IV recoge las cantidades medias excretadas durante el
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i —serie iso
a.i - serie anteiso

periodo experimental asi como los valores de digestibili-
dades corregidas.

En primer lugar, destaca especialmente que los coefi-
cientes de digestibilidad sean negativos, a excepcién de
los correspondientes a aceites frescos. Es decir, las can-
tidades excretadas superan a las ingeridas, aun aplican-
do las correcciones en base a la participacién endégena,
lo que indica que dichas correcciones son inferiores al
insaponificable endégeno realmente presente. Teniendo
en cuenta este hecho y la proporcion minoritaria de in-
saponificable en los aceites de las dietas, inferior al 1%,
no es extrafio que se obtengan diferencias significativas
dificiles de interpretar para los valores de digestibilidad.

Por otra parte, es interesante observar el incremento
de las cantidades excretadas a medida que aumenta la
alteracion, aun cuando es en este sentido en el que dis-
minuye el insaponificable ingerido en la dieta. La conclu-
sion mas evidente es que existe una estrecha relacién
entre los lipidos enddgenos y la composicion de la dieta.
En estudios posteriores hemos analizado méas profunda-
mente este aspecto, a través de la cuantificacién de dos
grupos de compuestos de interés, ausentes en la dieta y,
por tanto, exclusivamente relacionados con los lipidos de
origen interno (Marquez-Ruiz, 1989).

La Tabla V muestra las cantidades excretadas de &ci-
dos grasos no alterados y los valores de digestibilidades
corregidas.

En primer lugar, los coeficientes de digestibilidad son
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Tabla lll

Lipidos totales: Cantidades ingeridas y excretadas durante 15 dias. Digestibilidades corregidas
Aceite en dieta Lipidos Lipidos excretados (g) Digestibilidad
Alteracion Nivel (%) ingeridos (g) Neutros Totales Corregidos  corregida (%)
6 18,78+0,70 1,01+0,51 1,31£0,22 0,99+0,22 94,8+0,52
No calentado 12 32,49+0,46 0,87+0,05 1,66+0,06 1,35+0,06 95,8+0,2a
20 35,26+1,08 0,96+0,32 1,74+0,38 1,42+0,38 96,5+0,52
No calentado: 6 18,17+0,50 1,7310,12 2,92+0,08 2,61+0,08 85,6+0,6b
Termoxidado.1 » 12 35,79+2,21 3,70£0,18 5,36+0,21 5,04+0,21 85,8+0,6b
’ 20 45,56+2,89 6,72+0,55 7,74+0,58 7,42+0,58 83,7+0,4b
6 17,88+0,70 3,28+0,64 5,42+0,36 5,09+0,36 71,6+1,2¢
Termoxidado 12 35,22+0,98 8,79+0,43 10,66+0,52 10,34+0,52 70,7+0,7¢
20 48,12+2,57 12,72+1,39 14,73+1,41 14,41+1,41 70,2+1,8¢

Valores medios + error standard de la media.

Los valores de digestibilidad con diferente superindice son significativamente diferentes (P<0,05).

muy elevados en todos los casos y siempre superiores a
los obtenidos para los lipidos totales (Tabla Il). Los valo-
res mas elevados corresponden a los grupos que consu-
mieron aceite no calentado, con coeficientes muy préxi-
mos a 100. Sin embargo, no existen diferencias significa-
tivas debidas al porcentaje de grasa en la dieta.
Finalmente, resulta particularmente interesante la dismi-
nucién de la digestibilidad a medida que aumenta la de-
gradacion de la grasa ingerida ya que, teniendo en cuen-
ta las elevadas tasas de absorcion de los acidos grasos,
podria esperarse que su digestibilidad fuera independiente
del nivel de alteracién. Es importante comentar que la
disminucion de la digestibilidad de la grasa, como conse-

cuencia del proceso termoxidativo, se ha atribuido a la
dificultad de absorcién de compuestos de polimerizacién
(Potteau et al., 1970; Potteau et al., 1977). Sin embargo,
la cuantificacién realizada en este estudio permite dedu-
cir que a tal disminucion contribuyen también los &cidos
grasos no alterados.

Puesto que antes de la absorcién propiamente dicha
tiene lugar la hidrdlisis del triglicérido y experimentos rea-
lizados “in vitro” muestran una considerable reduccién en
la accién de la lipasa pancredtica sobre la fraccién altera-
da de triglicéridos (Marquez-Ruiz et al., en prensa), la
disminucién observada en la digestibilidad de los acidos
grasos no alterados podria deberse a que, en parte, se

Tabla IV

Insaponificable: Cantidades excretadas durante 15 dias y digestibilidades corregidas
Aceite en dieta Insaponificable excretado Digestibilidad
Alteracion Nivel (%) (9) corregida (%)
6 0,37+ 0,03 30,3+4,32
Fresco 12 0,43 + 0,03 38,2+1,7a
20 0,44 £ 0,04 37,1+2,32
No calentado: 6 0,46 + 0,04 -64,3+7,6b
Termoxidado.1'1 12 0,51 £ 0,02 -5,7+1,2¢
' 20 0,62 + 0,03 -15,7 +2,3d
6 0,54 £ 0,03 -163,1 £ 5,4¢
Termoxidado 12 0,63 + 0,04 -82,4+2,9b
20 0,68 £ 0,05 -54,4 + 3,3b

Valores medios + error standard de la media.

Los valores de digestibilidad con diferente superindice son significativamente diferentes (P<0,05).
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Tabla V
Acidos grasos no alterados: Cantidades excretadas
durante 15 dias y digestibilidades corregidas.

Acidos grasos

Aceite en dieta excretados Digestibilidad
Alteracion Nivel (%) (9) corregida (%)
6 0,20 + 0,07 99,5+ 0,14

No calentado 12 0,57 + 0,04 99,0+ 0,22
20 0,50+ 0,04 98,9 £ 0,22

No calentado: 6 0,79+ 0,11 95,3 +0,7b
g Cae.‘(‘j‘ad“ 12 1,22 40,13 96,1 +0,7b
ermoxidado 1:1 54 1,62+0,13 95,8 + 1,00
6 1,36 + 0,03 89,0 £ 0,6¢

Termoxidado 12 2,70+ 0,09 88,4+ 0,7¢
20 3,83%0,24 87,8+ 1,2¢

Valores medios + error standard de la media.
Los valores de digestibilidad con diferente superindice son significativamente diferen-

tes (P<0,05).

encuentran incluidos en moléculas de triglicéridos altera-
dos que podrian ser sdlo parcialmente hidrolizados y, en
consecuencia, no absorbidos.

En resumen, los resultados obtenidos en este estudio
permiten deducir las siguientes conclusiones:

1. La digestibilidad de la grasa total disminuye con el
incremento de la alteracion, aunque no existen diferen-
cias significativas debidas al nivel de grasa en la dieta.

2. Elincremento de alteracion de la grasa de la dieta
origina una disminucién en la absorcién de los acidos no
alterados. Por tanto, la menor digestibilidad de la grasa
termoxidada no se debe sélo a los compuestos de altera-
cién presentes sino, al mismo tiempo, a un menor apro-
vechamiento de las moléculas de acidos grasos no alte-
rados.

3. Los valores negativos de digestibilidad corregida
encontrados para la fraccién insaponificable en los ani-
males alimentados con aceites alterados demuestran que
las cantidades de insaponificable de origen endogeno
presentes en los lipidos no absorbidos son superiores a
las obtenidas cuando se administra una dieta exenta de
grasa. Ademas, es evidente que la alteracion de la grasa
contribuye significativamente a aumentar la cantidad ex-
cretada de insaponificable de origen enddgeno.
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