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Introduccion

1. INTRODUCCCION
1.1. EL ACEITE DE OLIVA

El aceite de oliva es un aceite vegetal de uso principalmente
culinario; aunque también se ha utilizado —y se utiliza- con fines
cosméticos, medicinales, religiosos e industriales. Segin el Consejo
Oleicola Internacional (COl), el aceite de oliva se define como “el
aceite procedente del fruto del olivo (Olea europaea sativa Hoffm. y
Link), con exclusion de los aceites obtenidos por disolventes o por
procedimientos de reesterificacion y de toda mezcla con aceites de
otra naturaleza”.

Este aceite se puede comercializar bajo distintas
denominaciones, siendo el aceite de oliva virgen “el aceite obtenido
del fruto del olivo Unicamente por procedimientos mecanicos o por
otros medios fisicos en condiciones, especialmente térmicas, que no
produzcan la alteracién del aceite, que no haya tenido mas
tratamiento que el lavado, la decantacion, la centrifugacién y el
filtrado”.

El aceite se extrae de aceitunas maduras de entre seis y ocho
meses, justo en el momento que contienen su maxima cantidad de
aceite (lo que suele ocurrir a finales de otofo). Las aceitunas se
someten a una primera presién con el objetivo de extraer su zumo. La
calidad del aceite dependera, en gran medida, del procesado
posterior, de ahi que los productores vigilen estos pasos con sumo
cuidado. La calidad del aceite de oliva se juzgara por sus propiedades
organolépticas y por su contenido en acidos grasos libres.

1.1.1. Historia del aceite de oliva

Se conocen usos del arbol del olivo ya desde el Paleolitico
Superior (12000 a.C.); no obstante, el origen de la producciéon de
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aceite de oliva se estima en el 4000 a.C.. En la zona del Creciente Fértil
(que va desde los rios Tigris y Eufrates hasta el Nilo), se realizé una
mezcla entre dos variedades (una africana y otra oriental) para
obtener una especie con frutos grandes de la que extraer su aceite. En
excavaciones realizadas en la zona se han encontrado molinos de
aceite. Se sospecha que las primeras plantaciones se realizaron en la
extensa area que va desde Siria a Canaan (desde el 5000 a.C. hasta
comienzos del 3000 a.C.) y que este uso de la aceituna nacié con la
agricultura.

En Egipto, hacia el 2000 a.C., se comenzd a usar el aceite de
oliva con fines cosméticos. Lo importaban desde Creta. Este aceite
seria un producto comun en el Mediterraneo, junto con el pan vy el
vino (Alan, 1999).

Los fenicios, el gran pueblo comerciante de la antigiiedad
mediterranea, llevd el cultivo del olivo a las costas del sur de la
Peninsula Ibérica, la actual Andalucia, hacia el siglo XI a.C.. Pronto
dicha tierra habria de convertirse en una de las principales zonas de
produccién del oro liquido. Fueron los fenicios los que asi mismo
introdujeron la produccién oleicola en el Magreb y Cerdeiia.

Con Roma, el consumo de aceite de oliva llega a los confines
del imperio. El comercio del aceite tuvo un gran desarrollo. Las costas
de Tripolitania (Libia occidental), la provincia Bética y el Mediterraneo
francés fueron los tres grandes centros de produccion de aceite
durante los siglos del imperio.

El predominio andaluz y jienense en la produccion mundial de
aceite de oliva proviene de la época de los establecimientos del
Imperio Romano en Hispania. Durante los siglos de esplendor del
Imperio Romano, la Bética, fue la principal provincia productora de
aceite de oliva. De esta zona provienen mas del 90% de las anforas
gue se encontraron en el Monte Testaccio (monte de tiestos), en
Roma. Se trataba de una colina artificial construida a base de anforas
gue contenian el tributo de todas las provincias a la ciudad imperial
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(siglos I y llIl d.C.). Los habitantes de esta ciudad, lo consideraban
simbolo del poder de la Roma antigua y de la bonanza econdémica de
su gran imperio.

En la antigliedad, y al igual que en la actualidad, el centro de la
produccién andaluza se encontraba en el valle del Guadalquivir, si bien
entonces el peso mayor recaia algo mas al oeste que actualmente.

1.1.2. Produccion y consumo de aceite de oliva

El aceite de oliva no supone una gran produccién a nivel
mundial, si se compara con otros aceites vegetales, como pueden ser:
el aceite de soja, el de palma, el de colza o el de girasol. Incluso la
produccién mundial de mantequilla (grasa de origen animal) es mas de
tres veces superior a la produccién de aceite de oliva.

Histérica y culturalmente, el aceite de oliva ha sido un
producto muy ligado al area del Mediterrdneo. Espafia, y en menor
medida, Italia y Grecia, acaparan las tres cuartas partes de la
produccién mundial.

Al igual que la produccidon mundial, el consumo de los aceites
de oliva esta practicamente concentrado en las regiones productoras;
el 71% esta centrado en la CE, del cual un 93% corresponde a los tres
principales paises productores. Espafia, Italia y Grecia. Destacan, por
otro lado, la baja tasa de consumo de aceite de oliva en Tunez y
Turquia, con respecto al consumo en otros paises productores y
exportadores. Este hecho se interpreta como una consecuencia
directa de sus politicas econdmicas, dirigidas a promover Ia
exportacion del oro liquido.

En términos per cdpita, los paises productores son también los
principales consumidores de aceite de oliva.

Aunque el aceite de oliva sélo representa el 3% del aceite
vegetal consumido en el mundo, en los principales paises productores
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(Espaiia, Italia, Grecia y Tunez) esta cifra alcanza el 30%. Esto sugiere,

entre otros aspectos, que existe posibilidad de aumentar el consumo

de los aceites de oliva a la vista de sus probadas propiedades

nutricionales y terapéuticas.

Las siguientes tablas muestran los datos de produccién de

aceite de oliva, tanto a nivel mundial como a nivel europeo. Los datos

muestran los resultados del periodo 2008 a 2014 y la previsidon de

2015:
Prevision
2008/9 | 2009/0 | 2010/1 | 2011/2 | 2012/3 | 2013/4 %
2014/5

Albania 6,0 5,0 8,0 7,0 12,0 10,5 12,0 0,3%
Argelia 61,5 26,5 67,0 39,5 66,0 44,0 44,0 1,7%
Argentina 23,0 17,0 20,0 32,0 17,0 30,0 6,0 0,8%
Croacia 6,0 5,0 5,0 4,0 4,0 0,2%
Egipto 5,0 3,0 4,0 9,0 16,5 7,0 21,0 0,3%
Irn 4,5 4,0 4,0 7,0 35 5,0 9,0 0,2%
Israel 9,0 3,5 12,5 13,0 18,0 15,0 17,5 0,4%
Jordania 18,5 17,0 27,0 19,5 21,5 30,0 35,0 0,8%
Libano 12,0 9,0 32,0 14,0 14,0 20,5 16,5 0,6%
Libia 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 0,5%
Marruecos 85,0 140,0 130,0 120,0 100,0 120,0 110,0 3,9%
Montenegro 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,0%
Siria 130,0 150,0 180,0 198,0 175,0 165,0 50,0 5,6%
Tlnez 160,0 150,0 120,0 182,0 220,0 70,0 260,0 5,1%
Turquia 130,0 147,0 160,0 191,0 195,0 190,0 190,0 5,7%
UE 1939,0 | 2224,5 | 2209,0 | 2395,0 | 1461,5 | 2476,5 1532,0 71,7%
Uruguay 0,5 15 0,1%
Arabia

_— 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 0,5%
Australia 15,0 18,0 18,0 15,5 9,5 18,0 12,0 0,5%
Chile 8,5 12,0 16,0 21,5 15,0 15,0 24,0 0,1%
USA 3,0 3,0 4,0 4,0 4,0 5,0 4,0 0%
Palestina 20,0 5,5 25,0 15,5 15,5 15,5 15,5 0,5%
Otros 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 14,5 14,5 0,5%
Total produccién aceite de oliva mundial (1000 toneladas) 100%

Tabla 1 Produccidon de aceite de oliva a nivel mundial (1000 toneladas). Fuente: COI (2015)
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Prevision
2008/9 2009/0 | 2010/1 | 2011/2 | 2012/3 | 2013/4 %
2014/5
Chipre 2,8 4,2 6,5 6,5 5,6 5,6 5,6 0,2%
Espafia 1030,0 1401,5 1391,9 | 1615,0 618,2 1775,8 825,7 61,6%
Francia 7,0 5,7 6,1 3,2 51 4,9 5,0 0,3%
Grecia 305,0 320,0 301,0 294.6 357,9 131,9 300,0 13,5%
Italia 540,0 430,0 440,0 399,2 4155 461,2 302,5 21,1%
Portugal 53,4 62,5 62,9 76,2 59,2 91,6 90,0 3,2%
Eslovenia 0,5 0,7 0,7 0,5 0,2 0,6 0,2 0,0%
Total produccién aceite de oliva mundial (1000 toneladas) 100%

Tabla 2 Produccidn de aceite de oliva en Europa (1000 toneladas). Fuente: COIl (2015)

Las siguientes tablas muestran los datos de consumo de aceite de

oliva, tanto a nivel mundial como a nivel europeo. Los datos muestran los

resultados del periodo 2008 a 2014 y la prevision de 2015:

Prevision
2008/9 | 2009/0 | 2010/1 | 2011/2 | 2012/3 | 2013/4 %
2014/5
Albania 7,0 6,0 9,0 8,0 13,0 11,5 13,0 0,3%
Argelia 55,0 33,5 59,0 42,5 60,5 48,5 45,5 1,7%
Argentina 5,0 5,0 55 6,0 6,0 6,0 6,0 0,2%
Croacia 7,0 6,5 7,0 6,0 6,0 0,2%
Egipto 5,0 7,0 5,0 75 12,0 8,5 15,0 0,3%
Iran 7,0 6,5 7,5 11,0 8,5 10,0 12,5 0,3%
Iraq 0,0 8,5 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 0,2%
Israel 17,0 16,5 17,0 15,5 19,5 20,0 19,0 0,6%
Jordania 23,5 20,0 20,0 17,0 20,0 27,0 30,0 0,7%
Libano 20,0 9,5 20,0 20,0 20,0 20,0 18,0 0,6%
Libia 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 0,5%
Marruecos 70,0 90,0 100,0 122,0 129,0 132,0 120,0 3,6%
Montenegro 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,0%
Siria 110,0 120,5 130,5 135,5 160,5 95,0 60,0 4,2%
Tlnez 21,0 30,0 30,0 35,0 40,0 30,0 50,0 1,0%
Turquia 108,0 110,0 131,0 150,0 150,0 160,0 130,0 4,5%
UE 1856,0 | 1846,0 | 1866,5 | 1790,0 | 1621,0 | 1717,0 | 15915 | 59,8%
Arabia 6,5 6,5 15,0 16,0 21,0 22,0 22,0 0,5%




Introduccion

Prevision
2008/9 | 2009/0 | 2010/1 | 2011/2 | 2012/3 | 2013/4 %
2014/5
Saudi
Australia 37,0 44,0 44,0 40,0 37,0 44,0 37,0 1,4%
Brasil 42,0 50,5 61,5 68,0 73,0 72,5 72,0 2,1%
Canada 30,0 37,0 40,0 39,5 37,0 40,5 37,5 1,3%
Chile 7,5 9,0 10,0 13,0 6,0 55 6,0 0,3%
USA 256,0 258,0 275,0 300,0 287,0 301,5 290,0 9,4%
Japon 30,0 40,5 35,5 43,0 51,0 54,0 51,0 1,4%
Méjico 9,5 9,0 10,0 11,5 14,0 14,0 14,0 0,4%
Noruega 3,0 3,5 3,0 3,0 3,5 4,0 4,0 0,1%
Palestina 14,0 8,0 16,0 13,5 13,5 13,5 13,5 0,4%
Rusia 15,0 22,0 21,0 24,0 27,0 27,0 26,5 0,8%
Suiza 6,0 13,0 13,0 13,5 13,5 13,5 13,5 0,4%
Taiwan 3,0 4,0 5,0 5,0 6,0 6,0 6,0 0,2%
Otros 13,0 13,0 13,0 13,0 13,0 11,5 11,5 1,9%
Total produccién aceite de oliva mundial (1000 toneladas) 100%

Tabla 3 Consumo de aceite de oliva a nivel mundial (1000 toneladas). Fuente: COI (2015)

|
2008/9 | 2000/0 | 2010/1 | 2011/2 | 2012/3 | 2013/4 | TEVIsIOM | op
2014/5
Chipre 41 5,0 6.5 6.3 6,0 6.3 6,5 0,3%
Espana 5336 | 5394 | 5542 | 5740 | 4869 | 5304 | 5150 | 30.1%
Francia 1135 | 1148 | 1128 | 1120 | 1131 | 947 995 | 6.2%
Grecia 2290 | 2285 | 2275 | 2000 | 1800 | 17.,0 | 1600 | 1L.6%
ltalia 710,0 | 6757 | 660,0 | 610,0 | 550,0 | 620,0 | 5200 | 35.8%
Portugal 875 | 87.8 | 820 | 780 | 740 | 740 740 | 45%
Eslovenia 1,8 2,0 2,1 1,9 1,9 1,9 2,0 0,1%
Alemania 47,7 | 501 | 588 | 610 | 605 | 598 58,7 | 3.2%
Austria 8,9 8,9 8,7 9,2 8,0 8.1 8.1 0,5%
Bélgica 115 | 123 | 137 | 134 | 138 | 139 138 | 0,7%
Bulgaria 1,0 1,3 1,3 1,9 2,0 2,0 2,0 0,1%
Dinamarca 4,5 4,3 5,9 4.8 5,8 5,8 5,8 0,3%
Estonia 01 0.3 0.4 0.6 05 05 05 0,0%
Finlandia 17 17 2.4 2,7 2.9 2.9 2,9 0.1%
Hungria 19 23 25 2.1 2.2 21 2.1 0.1%
Irlanda 8,0 57 6,3 4,8 5,8 55 55 0,3%
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I
2008/9 | 2009/0 | 2010/1 | 2011/2 | 2012/3 | 2013/4 | revision %
2014/5

Letonia 1,4 1,2 15 1,6 15 1,9 15 0,1%
Lituania 0,5 0,7 1,0 0,8 1,1 1,0 1,0 0,0%
Luxemburgo 0,9 1,1 1,2 1,4 3,0 29 2,9 0,1%
Malta 0,6 0,7 0,6 0,7 0,7 0,6 0,7 0,0%
Paises

Bajos 11,7 27,2 16,3 14,6 14,4 15,3 15,4 0,9%
Polonia 51 3,5 9,6 10,4 7,9 10,4 10,4 0,4%
Rep. Checa 4,8 4,4 6,1 50 4,0 4,5 4,4 0,3%
Rumania 15 3,2 57 3,7 3,5 3,8 3,8 0,2%
Reino Unido 56,4 55,3 69,5 59,2 62,0 62,2 61,0 3,4%
Eslovaquia 1,1 1,2 1,8 1,8 1,6 0,3 0,3 0,1%
Suiza 7,2 7,4 8,1 8,4 8,3 8,3 6,9 0,4%
Total produccién aceite de oliva mundial (1000 toneladas) 100%

Tabla 4 Consumo de aceite de oliva en Europa (1000 toneladas). Fuente: COIl (2015)

1.1.3. Clasificacion de aceites. Categorias y definiciones

Actualmente las categorias que se establecen en el reglamento

de la Comunidad Europea (Reglamento (CE) 1348/2013) son las

mismas que se establecen en la norma comercial del COI (COI/T.15/NC

n23/Rev. 7 de mayo de 2013). Las categorias en las que se puede

clasificar el aceite de oliva son:

Aceite de oliva virgen: es el obtenido del fruto del olivo
Unicamente por procedimientos mecanicos u otros
procedimientos fisicos en condiciones, especialmente
térmicas, que no impliquen la alteracion del aceite y que no
haya tenido mas tratamiento que el lavado, la decantacidn,
la centrifugacién vy el filtrado, con exclusién de los aceites
obtenidos por disolventes o por procedimientos de

reesterificacion y de toda mezcla con aceites de otra
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naturaleza. Dentro de los aceites de oliva virgenes, y segln

sus caracteristicas, pueden establecer las siguientes

categorias:

» Aceite de oliva virgen extra: aceite de oliva virgen de
sabor y olor absolutamente irreprochable, cuya
valoraciéon organoléptica tenga como mediana de los
defectos cero y mediana del atributo frutado mayor
gue cero. Su acidez libre expresada en acido oleico
debe ser menor o igual a 0,82 (0,8 gramos por 100
gramos de aceite). Debe, naturalmente cumplir el resto
de los limites impuestos por el reglamento.

» Aceite de oliva virgen (el calificativo de fino puede
utilizarse en la fase de produccién y del comercio al por
mayor). Es el aceite de oliva virgen de buen sabor y
olor, con una mediana de defectos mayor de 0 y menor
o igual a 2,5 y una mediana del atributo frutado mayor
gue cero. Su acidez debe ser menor o igual a 2,02. Este
aceite debe cumplir, al igual que el anterior, con el
resto de pardmetros de la reglamentacién. Se trata de
un aceite virgen con pequefias alteraciones, que son
practicamente imperceptibles en el caso de Ia
catalogacidn sensorial.

» Aceite de oliva lampante: aceite de oliva virgen de
sabor y olor defectuosos, cuya puntuacidn
organoléptica establece una mediana de defectos
mayor de 6 o su acidez es superior a 2,02. Su nombre
hace referencia a su uso, hasta hace pocos afios, en la

8
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iluminacién de lamparas o lucernarias. Este aceite no

puede consumirse sin un proceso de refinacién.
Aceite de oliva refinado: aceite de oliva obtenido por refino
de aceites de oliva virgenes, por métodos que no
provoquen alteraciones en la estructura gliceridica original,
con una acidez maxima expresada en acido oleico de 0,3
gramos por 100 gramos.
Aceite de oliva: aceite constituido por una mezcla de aceite
de oliva refinado y de aceite de oliva virgen (excepto
lampante), con una acidez maxima en términos de acido
oleico de 0,3 gramos por cada 100 gramos.
Aceite de orujo de oliva crudo: aceite obtenido por
tratamiento de los orujos de oliva con disolventes, con
exclusién de los aceites obtenidos por procedimientos de
reesterificacién y de toda mezcla con aceites de otra
naturaleza.
Aceite de orujo de oliva refinado: aceite destinados a uso
comestible obtenido por el refino del aceite de orujo de
oliva crudo, con una acidez no superior a 0,3 gramos por
100 gramos.
Aceite de orujo de oliva: mezcla de aceite de orujo de oliva
refinado y de aceite de oliva virgen (excepto lampante), con
una acidez maxima expresada en acido oleico de 1,0

gramos por 100 gramos.
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En Espafia existen treinta y dos Denominaciones de Origen
Protegidas (DOPs) de aceite de oliva virgen y extra, cada una de ellas
regida por sus propios estatutos, cuidando la calidad de los aceites por
ellas producidos y marcando pautas de cultivo, de recogida, de
elaboracién, de embotellado y de etiquetado. Todas ellas estan
comprometidas con la calidad final del producto, a través de rigurosos
controles de calidad; sobre todo, porque durante mucho tiempo ha
habido, en muchos paises, sonados casos de corrupcion y adulteracién
del aceite de oliva. En la Figura 1, se muestra un mapa geografico con

la distribucion de las distintas DOPs:
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Figura 1 Aceites de oliva Virgen con Denominaciones de Origen Protegidas de Espaia.

Fuente: MARM (2009)

Andalucia: (1) Sierra de Cadiz); (2) Antequera; (3) Estepa; (4) Lucena; (5) Priego de Cdrdoba;
(6) Poniente de Granada; (7) Baena; (8) Jaén Sierra Sur; (9) Montes de Granada; (10) Sierra
Magina; (11) Sierra de Cazorla; (12) Sierra de segura; (13) Campifias de Jaén; (14) Montoro-
Adamuz. Extremadura: (15) Monterrubio; (16) Gata-Hurdes. Castilla La Mancha: (17) Aceite
Campo de Montiel; (18) Campo de Calatravas; (19) Aceite Montes de Alcaraz; (20) La Alcarria;
(21) Montes de Toledo. Baleares: (22) Aceite de Mallorca. Catalufia: (23) Baix Ebre-Montsia;
(24) Oli de Terra Alta; (25) Siurana; (26) Les garrigurd; (27) Oli de I'Emporda. La Rioja: (28)
Aceite de La Rioja. Mavarra: (29) Aceite de Navarra. Aragon: (30) Aceite del bajo Aragdn.
Comunidad Valenciana: (31) Aceite de la Comunitat Valenciana. Madrid: (32) Aceite de
Madrid.
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1.1.4. Composicidn del aceite de oliva

El aceite de oliva, como todos los aceites vegetales, estd
constituido fundamentalmente por dos fracciones, la fraccidon

saponificable y la insaponificable (Luchetti, 2003).

La fraccién saponificable representa entre el 98 y 99% del peso
total del aceite y estd constituida por una mezcla de triglicéridos
(ésteres naturales de dacidos grasos y glicerina), acidos grasos libres,
ceras, mono y diglicéridos, ésteres de esteroles y de alcoholes

terpénicos y fosfolipidos.

La fracciéon insaponificable (0,5 a 1,5%) comprende otras

muchas sustancias de diferente naturaleza y estructura quimica tales
como: hidrocarburos, terpenos, esteroles, alcoholes, pigmentos,
tocoferoles, polifenoles y compuestos volatiles. Esta fraccion
constituye la “huella digital” del aceite y se ha utilizado para la
autenticacion de aceites de oliva, caracterizacion de aceites de oliva

virgenes monovarietales e identificacion de su origen geografico.

1) Fraccion saponificable:
> Acidos grasos: la composicidon en acidos grasos del aceite
de oliva depende de diversos factores tales como: latitud,
clima, variedad, época de recoleccion, grado de madurez
de la aceituna, etc. Estos acidos grasos se encuentran
principalmente formando ésteres con el glicerol, dando
lugar a glicéridos (mono-, di- y triglicéridos) y fosfolipidos.

También se encuentran en el aceite formando ésteres

11
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con alcoholes de estructura lineal (ceras) o de estructura
terpénica.

La proporcién de acidos grasos libres en el aceite
es muy pequeia y depende de la calidad de éste ya que la
presencia de estos compuestos se debe a un proceso de
hidrélisis de los triglicéridos, asociado habitualmente a
procesos de deterioro. En el aceite de oliva los que se
encuentran en mayor proporcion (como glicéridos) son el
acido oleico (18:1), linoleico (18:2), palmitico (16:0),
palmitoleico (16:1) y estearico (18:0), siendo el acido
oleico el que se encuentra en concentraciones mas
elevadas. Segun la Norma Comercial aplicable al Aceite
de Oliva, la composicién acidica estandarizada es la que
se muestra en la Tabla 5. Los amplios rangos de
concentraciones que se observan para algunos acidos
grasos se deben a factores genéticos y a las condiciones
medioambientales que prevalecen durante el desarrollo

del fruto.
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Acido Contenido (%)
Acido miristico (C14:0) <0,05
Acido palmitico (C16:0) 7,5-20,0
Acido palmitoleico (C16:1) 0,3-3,5
Acido heptadecanoico (C17:1) <0,3
Acido heptadecenoico (C17:1) <0,3
Acido estearico (C18:0) 0,5-5,0
Acido oleico (C18:1) 55,0 - 83,0
Acido linoleico (C18:2) 3,5-21,0
Acido linolénico (C18:3) <1,0
Acido araquidénico (C20:0) <0,6
Acido gadoleico (eicosenoico) (C20:1) <04
Acido behénico (C22:0) <0,2
Acido lignocérico (C24:0) <0,2

Tabla 5 Distribucion de acidos grasos en el aceite de oliva. Fuente: COI (2015)
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» Triglicéridos: son los componentes mayoritarios de la
fraccién saponificable. Son ésteres provenientes de la
unién del trialcohol glicerina (1,2,3-propanotriol) con
acidos grasos, ya sean los tres iguales, dos iguales y uno
diferente o los 3 diferentes (mismo numero de atomos de
carbono o no). De todos los triglicéridos que se podrian
formar a partir de los acidos grasos, tan sélo algunos de
ellos se encuentran en el aceite de oliva. Los triglicéridos
totalmente saturados tales como PPP, SSS, PSP, SPS, etc.,
nunca se encuentran en el aceite de oliva. Los
triglicéridos mayoritarios en el aceite de oliva son el 000
(43,5%), POO (18,4%), OOL (6,8%), POL (5,9%), SOO
(5,2%) (P, acido palmitico; O, acido oleico; S, acido
estedrico; L, acido linoleico). El aceite de oliva, como
otros aceites vegetales, muestra una baja concentracion
de acidos grasos saturados en la posicion 2 de la glicerina.

» Mono- y Di-glicéridos: el aceite de oliva, como ya hemos

visto, aparte de contener mayoritariamente triglicéridos,
también contiene glicéridos parciales. La presencia de
mono- y di-acilglicéridos es debida, en parte, a una
incompleta biosintesis, pero principalmente a la hidrdlisis
del aceite: pueden ser 1,2-diglicéridos provenientes de la
sintesis incompleta de los triglicéridos, y 1,3-diglicéridos
provenientes de la hidrdlisis de los triglicéridos. En el

aceite de oliva virgen, las concentraciones de diglicéridos
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varian entre 1y 2,8%. Los monoglicéridos estan presentes
en cantidades mucho menores (menos del 0,25%). La
proporcion de 1,2-diglicéridos/1,3-diglicéridos se utiliza
para conocer las condiciones de almacenamiento y la
edad de ciertos aceites.

» Ceras: son ésteres de acidos grasos y alcoholes grasos. Las
principales ceras que se encuentran en el aceite de oliva
son de numero de carbono par, es decir, ésteres C36 a
C46. De estos ésteres, los C36 y C38 son los que se
encuentran en mayor concentracion en el aceite de oliva
virgen, mientras que en el aceite de orujo de oliva y en el
aceite refinado los ésteres mayoritarios son los C40, C42,
C44 y C46.

Los valores maximos de estos compuestos en el aceite de
oliva estan establecidos por las normas de la Comunidad

Europea (CE, 2013) segun la categoria del aceite (Tabla 6):

Valor maximo

Aceite de oliva virgen (no lampante) <150
Aceite de oliva y aceite de oliva refinado <350
Aceite de orujo de oliva > 350

Tabla 6 Valores maximos de ceras segun categoria del aceite (mg/kg).
Fuente COI (2015)

Varios autores han demostrado que se producen

cambios en la concentracion de ceras de los aceites de

15




2)

Introduccion

oliva de forma natural. Asi se ha visto que tiene lugar un
incremento en el contenido de ceras durante el
almacenamiento del aceite de oliva virgen.

El contenido en ceras junto con el de uvaol y
eritrodiol permite detectar la adulteracion del aceite de
oliva con aceite de orujo de oliva.

Fosfolipidos: los principales fosfolipidos encontrados en el
aceite de oliva son: fosfatidilcolina, fosfatidiletalonamina,
fosfatidilinositol y fosfatidilserina. El acido oleico es el
acido graso predominante en la estructura de los
fosfolipidos, y el patrén de acidos grasos es similar al de
los triglicéridos. El aceite de oliva virgen recién producido
puede contener cantidades pequefias de fosfolipidos,

entre 40 y 135 mg/kg.

Fraccién insaponificable:

El aceite de oliva contiene pequefias cantidades
(normalmente menos del 1%) de compuestos que no son
glicéridos de acidos grasos. Estos constituyentes menores
del aceite permiten caracterizar las distintas variedades
oleicolas, determinar el sistema de extraccion utilizado,
conocer su calidad sensorial y autentificarlo frente a otros
aceites comestibles. Juegan, ademds, un importante
papel en la estabilidad, sabor y aroma del aceite. Entre
estos constituyentes nos encontramos:

Hidrocarburos: en el aceite de oliva existen pequeias
cantidades de hidrocarburos saturados lineales (C15-
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C35), ramificados, terpénicos e incluso aromaticos, pero
el principal hidrocarburo del aceite de oliva es el
escualeno (C30H50); polimero triterpénico lineal de
isopreno. Este compuesto, precursor bioquimico de
esteroles, se encuentra en el aceite de oliva en una
concentracion (2500-9250 pg/g) muy superior a la de la
mayoria de los aceites vegetales (16-370 pg/g) y es el
principal constituyente de la fraccidn insaponificable del
aceite de oliva.

Esteroles: estan relacionados con la calidad del aceite de
oliva, y se utilizan para comprobar su autenticidad. El
contenido total de esteroles en el aceite de oliva es del
orden de 80-260 mg/100g, siendo los que se encuentran
en mayor proporcion el B-sitosterol, A5-avenasterol y
campesterol. En pequeiias cantidades se encuentran:
estigmasterol, campestanol, colesterol, 24-metilen-
colesterol, A7-campesterol, A5,23-estigmastadienol,
clerosterol, sitostanol, A5,24-estigmastadienol, A7-
estigmatenol, A7-avenasterol y A7-estigmasterol. El B-
sitosterol representa el 75-90% de la fraccion total de
esteroles y contribuye a disminuir la absorcion intestinal
del colesterol. En la siguiente tabla (Tabla 7), se muestran
los limites establecidos por el COl para cada uno de los
esteroles. Estos compuestos son utiles en la deteccién de
adulteraciones de aceite de oliva con aceites de semillas,
asi como en la caracterizacion de aceites varietales vy
determinacion de su origen geografico.
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Esterol Limites*

Colesterol <0,5%

Brasicasterol <0,1%°

Campesterol <4,0%

Estigmasterol < campesterol para los aceites comestibles
A7—estigmatenol <0,5%

B-sitosterol aparente > 93,0%"

* como porcentaje del total de esteroles
%< 0,2% para aceites de orujo de oliva

b . . 5 5,23 . . .
El sitosterol aparente engloba B-sitosterol, A”-avenasterol, A" -estigmastadienol, clerosterol, sitostanol,

A5’24—estigmastadienol

Tabla 7 Limites para los esteroles (COI, 2015)

» Tocoferoles: contribuyen de manera importante a la
estabilidad del aceite de oliva, y desempefian un papel
biolégico beneficioso como antioxidantes. El contenido
en tocoferol de un aceite, al igual que otros compuestos,
depende mucho de la variedad de aceituna. Sus
concentraciones varian desde 5 a 300 mg/kg aunque en
los aceites de buena calidad, el contenido suele estar
entre 100 y 300 mg/kg. La forma a-tocoferol representa
el 90-95% del total de los tocoferoles, las formas By y se
encuentran por debajo del 10% y la & en una proporcion
muy baja. De éstos, el mas activo bioldgicamente es el a-
tocoferol por su accidon como vitamina E, con lo que

representa una valiosa fuente nutritiva. Su contenido es
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muy variable, oscilando normalmente entre 125-200
mg/kg, y depende del origen de la aceituna, la variedad,
el estado de maduracion y el tipo de conservacion.

Son compuestos muy inestables frente a los tratamientos
térmicos y practicamente desaparecen durante el
proceso de desodorizacion aplicado en la refinacion. Esto
hace que los aceites refinados presenten menor
protecciéon frente a la oxidacién que los aceites de oliva
virgenes. El contenido en tocoferoles del aceite de oliva
puede emplearse para detectar adulteraciones con
aceites de semillas.

Alcoholes alifaticos: estos alcoholes pueden ser lineales o

terpénicos. Los principales alcoholes lineales presentes
en el aceite de oliva son de numero par de atomos de
carbono. Esta caracteristica permite detectar su
adulteraciéon con otros aceites de semilla que por el
contrario poseen alcoholes lineales de cadenas de
nimero de atomos de carbono impar. El perfil de estos
compuestos permite, ademas, determinar el método de
extraccion del aceite (presion o centrifugacion).

Los alcoholes lineales mas representativos del aceite de
oliva son el tetracosanol, hexacosanol y octacosanol. El
tricosanol, pentacosanol y heptacosanol pueden estar
presentes a nivel de trazas.

Alcoholes  triterpénicos: se encuentran en una

concentracion de 100-300 mg/100g de aceite y
generalmente son de estructura tetraciclica o
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pentaciclica. Los mas importantes en el aceite de oliva
son el taraxerol, dammaradienol, B-amirina,
butirospermal, 24-metilen-24-dihidro-lanesterol,
cicloartenol y 24-metilen-cicloartenol, siendo este ultimo
el que se encuentra en mayor concentracion. Los
alcoholes triterpénicos son marcadores de ciertos aceites
monovarietales por lo que se pueden usar para su
identificacion.

Dioles triterpénicos: son particularmente importantes

desde un punto de vista bioldgico. En el aceite de oliva se
han identificado dos dihidroxitriterpenos: eritrodiol y
uvaol. La cuantificacion de estos dos alcoholes nos
permite distinguir entre aceite de oliva y aceite de orujo
ya que sus concentraciones son mucho mas elevadas en
aceites obtenidos mediante extraccion que en los
obtenidos mediante presiéon del fruto.

Compuestos fendlicos (fenoles, acidos fendlicos,

polifenoles): estos compuestos influyen en la calidad del
aceite, especialmente en su estabilidad frente a la
oxidacion, asi como en sus propiedades organolépticas.
De todos los aceites vegetales, Unicamente el aceite de
oliva virgen contiene compuestos fendlicos naturales.
Estos compuestos se encuentran en el mesocarpio de las
aceitunas y durante el proceso de extraccidn, aunque son
fundamentalmente solubles en agua, una pequefia parte
de ellos pasan al aceite. Los principales polifenoles del
aceite de oliva son el tirosol e hidroxitirosol, derivados de
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la hidrélisis de la oleuropeina (glucésido fendlico de la
aceituna que produce sabor amargo). La accién
estabilizadora de estas sustancias, en especial del tirosol
e hidroxitirosol se debe a que actiuan como inhibidores
naturales de la oxidacidn. Otros compuestos fendlicos
presentes en el aceite de oliva son la oleuropeina, el
acido cafeico, acido vanilico, acido siringico, acido p-
cumarico, acido o-cumdrico, acido protocatéquico, acido
sindpico, acido p-hidroxibenzoico, acido p-
hidroxifenilacético y acido homovanilico. Los acidos
cindmico, elendlico y siquémico también se incluyen
como fenoles del aceite de oliva. El contenido de los
polifenoles de los aceites de oliva varia con el sistema de
cultivo, la variedad y el estado de maduracion de la
aceituna, los factores ambientales, las condiciones de
almacenamiento y las técnicas de elaboraciéon industrial
(50-800 mg/kg expresado como acido cafeico).

Pigmentos: en el aceite de oliva existen dos clases de
pigmentos naturales, las clorofilas y los carotenos. La
fraccién clorofilica la componen las clorofilas a y b y sus
correspondientes  productos de  descomposicion,
feofitinas a y b. El contenido de clorofilas en aceites de
oliva virgenes varia de 0,1 a 1,0 mg/100g de aceite y
depende de la variedad, del grado de madurez de la
aceituna y del sistema empleado para la extraccién del
aceite. En esta fraccién predomina la feofitina a (20-40%)
y la clorofila a (4-7%). Estos pigmentos son responsables
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de la tonalidad verde del aceite de oliva y desempefian
un importante papel en su conservacién ya que actian
como prooxidantes en presencia de luz y como
antioxidantes en la oscuridad, en sinergia con los
compuestos fendlicos.

Los carotenos, por el contrario, son responsables de la
tonalidad amarilla de los aceites. Los principales
carotenoides presentes en el aceite de oliva son: luteina,
B-caroteno y  varios  xantenos (euroxanteno,
luteoxanteno, violaxanteno y neoxanteno). El B-caroteno,
hidrocarburo terpénico, estd dotado de accién
provitamina A. El contenido total de carotenos varia
entre 0,5-1 mg/100g de aceite y depende de la variedad,
sistema de extraccion y grado de madurez de las
aceitunas empleadas. Estos pigmentos, al igual que las
clorofilas, van disminuyendo su concentracion en las
aceitunas a medida que avanza la maduracion. El
carotenoide que tarda mas tiempo en degradarse es la
luteina y el que se degrada mas rapido el B-caroteno.

Compuestos volatiles: estos compuestos diferencian al

aceite de oliva virgen del resto de los aceites vegetales,
ya que desaparecen durante el proceso de refinacién. En
el aroma del aceite de oliva se han identificado mas de
100 compuestos volatiles, dentro de este grupo pueden
encontrarse:  hidrocarburos, alcoholes, aldehidos,
cetonas, ésteres, dacidos, compuestos fendlicos,
compuestos terpénicos y derivados del furano. Algunos
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de ellos tienen una gran contribucion al flavor del aceite
de oliva virgen, otros, por el contrario, no presentan
propiedades sensoriales y otros, a las concentraciones
gue se encuentran en el aceite de oliva, tienen una
contribucién muy pequefia al flavor. El nimero vy tipo de
compuestos volatiles presentes en un aceite de oliva, estd
directamente relacionado con su calidad sensorial.

En la siguiente tabla (Tabla 8), se muestra un resumen de
los compuestos que forman parte de la fraccién

insaponificable del aceite de oliva y sus actividades:

Compuestos Cantidad o proporcion Funciones
Terpenos: Intermediario en la sintesis de
esteroles
Escualeno 2500-9250 pg/g
Pigmentos: Coloracién
Clorofilas 1-10 mg/kg
Coloracioén
Carotenos 5-10mg/kg
Tocoferoles: 5-300 mg/ke Antioxidantes
a-tocoferol 90-95% del total Vitamina E
By y-tocoferol <10%
6-tocoferol muy baja
Esteroles: 80-260 mg/100g
0
Campesterol <4% Actividad hipocolesterolemiante
Estigmasterol < campesterol
B-sitosterol 75-90%

Antioxidantes

Compuestos fendlicos 50-800 mg/kg

(expresado como 4cido cafeico) Propiedades organolépticas

- Alcoholes, cetonas, ésteres
Compuestos volatiles ’ ’ ’ Flavor

aldehidos, etc.

Antioxidantes
Compuestos fendlicos 50-800 mg/kg

) Propiedades organolépticas
(expresado como 4cido cafeico)
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. Alcoholes, cetonas, ésteres,
Compuestos volatiles Flavor

aldehidos, etc.

Tabla 8 Compuestos de la fraccion insaponificable del aceite de oliva (COIl, 2015)

1.1.5. Parametros de calidad

La calidad de un producto alimentario es el conjunto de
cualidades que hacen aceptables los alimentos a los consumidores.
Estas cualidades incluyen tanto las percibidas por los sentidos
(cualidades sensoriales): sabor, olor, color, textura, forma y apariencia,
tanto como las higiénicas y quimicas. La calidad de un alimento puede
ser diferente segun su utilizacion final.

En el caso del aceite de oliva, no existe una calidad unica, sino
distintas y contempladas bajo diferentes opticas, como son la
comercial, nutricional, sanitaria y la relacionada con su valor culinario
(fritura, aderezo de ensaladas, etc.). Estas calidades se pueden evaluar
mediante diversos parametros instrumentales o sensoriales, que son
especificos para cada tipo de utilizacion. Tanto la Comunidad Europea
como el COIl, elaboraron en 2013, reglamentos que regulan las
denominaciones de los aceites de oliva y de los aceites de orujo de
oliva. En ambos reglamentos existen unos parametros que evaltan la
calidad de los aceites (pardmetros de calidad) y son: acidez libre,
indice de perdéxidos, Ky70, Ky3p, AK y caracteristicas organolépticas. En
la Tabla 9 se recogen los limites establecidos por la CE para cada uno

de los parametros anteriores segun la categoria del aceite.
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; Acidez Indice de peréxidos Colesterol
CATEGORIA K23z K270

% meq/0,/kg %
Aceite de oliva virgen extra <0,8 <20 <0,5 <2,50 <0,22
Aceite de oliva virgen < 2,0 <20 <0,5 <2,60 <0,25
Aceite de oliva virgen

>2,0 - <0,5 -- -
lampante
Aceite de oliva refinado <0,3 <5 <0,5 - <1,1
Aceite de oliva <1,0 <15 <0,5 - <0,90
Aceite de orujo de oliva

- - <0,5 - -

crudo
Aceite de orujo de oliva

<0,3 <5 <0,5 -- <2,0
refinado
Aceite de orujo de oliva <1,0 <15 <0,5 - <1,70

Tabla 9 Limites establecidos por la Union Europea para clasificar un aceite (COI, 2015)

El grado de acidez, mide el porcentaje de acidos grasos libres,
expresado en dacido oleico, presente en un aceite. Es un indice de
alteracion sufrida por el fruto y de las fermentaciones que han podido
tener lugar durante el proceso de elaboracidn y conservacion.

El indice de perdxidos evalua el estado de oxidacion primaria
del aceite. Las causas mas importantes de un alto valor de este indice
son la procedencia del fruto (suelo, heladas) y la exposicién durante la
elaboracion y el almacenamiento del aceite a factores que provocan la
oxidacién (altas temperaturas, aireacion y presencia de trazas
metalicas).

El Ky3,, es una medida espectrofotométrica realizada a una
longitud de onda de 232 nm, y se utiliza, junto con el indice de
perdxidos, como medida de la oxidacién primaria del aceite. A esta
longitud de onda absorben los dienos conjugados.

Los trienos conjugados absorben a 270 nm por lo que K79
indica el estado de oxidacion secundaria del aceite. Los dienos vy
trienos conjugados, formados durante la refinacidon o blanqueado del
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aceite de oliva también absorben a 270 nm, por lo que la alta
absorbancia a 270 nm esta relacionada con la oxidacidn del aceite de
oliva, con el proceso de refinacién o con ambas cosas a la vez.

Los productos resultantes de la oxidacion secundaria del aceite
(aldehidos y cetonas) absorben también a longitudes de onda de 262,
268 y 274 nm. El coeficiente AK tiene en cuenta las absorbancias a
estas longitudes de onda, estando por tanto relacionado con Ia
oxidacién secundaria del aceite y se define como:

AK = Kyes - [(Kag2 + Ka74)/2]

Valores bajos de absorbancia (K»3», Ky70 ¥ AK) corresponden a
aceites de oliva de buena calidad.

Ademas de por sus parametros fisico-quimicos, los aceites
virgenes de oliva se clasifican por sus caracteristicas organolépticas,
determinadas por un grupo de catadores de acuerdo con las normas
del andlisis sensorial.

1.1.6. Aspectos nutricionales

Para comprender el importante papel que el aceite de oliva
tiene en la nutricidn humana es necesario analizar las
fundamentales y variadas funciones desempefiadas por el grupo de

las grasas en la alimentacion y en el organismo (Morales, 2006).

Las grasas comestibles que se consumen en la dieta poseen
principalmente una funcidn energética, siendo la fuente que
proporciona el mayor aporte energético, 9,3 kcal/g frente a los 4,1
kcal/g de los hidratos de carbono y de las proteinas. También

representan el combustible fundamental para la obtencién de
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energia quimica y de calor en el organismo y constituyen la forma

de reserva energética mas importante.

Otra funcidn de este grupo de alimentos es suministrar los
acidos grasos esenciales (acidos linoleico (omega 6) y alfa-linolénico
(omega 3)), compuestos que el organismo humano no puede
sintetizar y que por lo tanto tienen que ser obtenidos a través de la
dieta, ademds de aportar las vitaminas liposolubles, que se
encuentran asociadas a los lipidos y que dependen de éstos para ser

ingeridos y absorbidos.

Las grasas también participan en la estructura de las
membranas biolégicas y de las lipoproteinas plasmaticas, a las que
confieren importantes caracteristicas funcionales y ademas son

precursores de moléculas fundamentales con actividad bioldgica.

Junto a estas propiedades de gran interés bioquimico las
grasas proporcionan a los alimentos importantes propiedades como
la palatabilidad y producen una elevada sensacién de saciedad por
permanecer un elevado tiempo en el estdmago. Ademas
constituyen un beneficioso aislamiento térmico para el cuerpo y
protegen a los drganos y nervios contra choques y lesiones

traumaticas.

Cabe destacar que el aceite de oliva, es el Unico aceite vegetal
gue se puede consumir directamente virgen y crudo. Dentro de los
aceites comestibles es, sin duda, el que mas vitamina E aporta, con el

consecuente efecto antioxidante, que lo hace tan recomendable.
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Ademas, su contenido en vitaminas liposolubles A, D y K, completa su

valor vitaminico.

Estos son algunos de los beneficios que aporta al organismo

(Owen R.W., 2004; Pérez Jiménez F., 2006; Cicerale S., 2009; Martin-

Peldez S., 2013):

Aparato circulatorio: ayuda a prevenir la arteriosclerosis y
sus consecuencias (Pérez-Jiménez F., 2007; Covas M.l
2009).

Aparato digestivo: mejora el funcionamiento del estémago
y el pancreas, a nivel hepatobiliar y a nivel intestinal (Nidhi
B., 2014).

Piel: efecto protector y ténico de la epidermis (Danby S.G.,
2013; Kiechl-Kohlendorfer U., 2008).

Sistema endocrino: mejora las funciones metabdlicas
(Pérez-Martinez P., 2011).

Sistema &seo: estimula el crecimiento y favorece Ia
absorcion del calcio y la mineralizacién (Fernandez-Real

J.M, 2012).

En la alimentacion infantil, el uso exclusivo del aceite de oliva

en las comidas (en ensaladas, guisos y fritos), se asocia con una menor

ganancia de peso durante la infancia, ademas de relacionarse con una

celularidad del tejido adiposo mas favorable para el futuro del

individuo (Haro-Mora vy col., 2011).
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La dieta mediterranea -declarada Patrimonio Inmaterial de la
Humanidad por la UNESCO en 2010 y muy nombrada ultimamente por
sus multiples propiedades- tiene su base en el aceite de oliva.

En Espafia, la ingesta de grasa total, aunque elevada, estd en
linea con otros paises desarrollados (54,9g/persona-dia). Dentro de los
aceites comestibles, predomina el aceite de oliva (32,9g/persona-dia)
que representa un 60% del total de la grasa consumida. Desde el
punto de vista de las enfermedades cardiovasculares, la calidad de la
ingesta grasa de los espaioles es excelente. La razén esta en la alta
proporcién de dacidos grasos monoinsaturados ingeridos (>50% del
total de acidos grasos), en gran parte suministrados por el aceite de
oliva. El perfil lipidico se encuentra dentro de los limites
recomendados, aunque hay que tener presente que éste se juzga
desde el contexto de una dieta alta en grasa. La elevada ingesta de
acidos grasos monoinsaturados (MUFAs) frente al nivel moderado de
los dacidos grasos saturados y poliinsaturados (PUFAs) es parte
fundamental en la calidad de la dieta mediterranea. La mayor parte de
la ingesta de esta grasa procede de la grasa culinaria, lo que es
beneficioso, ya que ofrece muchas posibilidades de manipulacién de la

ingesta lipidica.

1.1.7. El aceite de oliva segun la variedad de la aceituna

Existe una gran variedad de aceitunas. Sélo en Espana se han
contabilizado doscientas sesenta y dos variedades. Asi pues, se han
dividido en cuatro categorias segun su importancia y difusiéon

(www.magrama.gob.es). Las principales son veinticuatro y son las que
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ocupan una mayor extension o son dominantes, al menos, en una
comarca. De las veinticuatro, destacan las siguientes: picual,
cornicabra, hojiblanca, lechin de Sevilla, morisca, empeltre, arbequina
y blanqueta. Las secundarias (también veinticuatro), no llegan a
dominar ninguna comarca, pero regularmente sirven de base para
plantaciones. Por otro lado estan las variedades difundidas, que son
50, y por ultimo, las locales, que aparecen en darboles individuales que
se encuentran esporadicamente en la zona de una o varias comarcas.
Cada variedad de aceituna se caracteriza por diferentes
matices en el sabor de su aceite y por el diferente nivel de
productividad que ofrece.
e Picual: otros nombres son martefio, loperefia y nevadifio.
Es originaria de Martos (Jaén). Es muy cultivada en la
provincia de Jaén, aunque también es frecuente en las de
Cérdoba y Granada. Es muy apreciada por su precoz
entrada en produccion, su alta productividad, por tener un
gran contenido graso, asi como su alto indice de estabilidad
y su contenido de acido oleico. Representa mas del 50% de
la produccion espafola, y un 20% de la mundial. Da un
excepcional aceite de tonos verdes, con predominio de los
sabores ligeramente amargos y afrutados y es muy
resistente a las heladas. Es la variedad menos vecera, es
decir la que mantiene una media de produccién constante
a lo largo de su vida productiva.
e Hojiblanca: también llamada casta de Lucena y lucentino.

Principalmente cultivada en las provincias de Sevilla,
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Cérdoba y Mdlaga. Se extrae de ella un aceite de gran
calidad aunque el rendimiento de sus frutos es bajo.
Produce generalmente aceites de tonos dorados y de sabor
suave.

Lechin de Sevilla: otros nombres son ecijano y zorzalefio.
Se localiza en las provincias de Sevilla, Badajoz, Cadiz,
Huelva y Malaga. Su contenido de aceite es medio, pero de
calidad.

Morisca: se localiza basicamente en Badajoz. También
llamada basta, macho y verdial. Se trata de una variedad
muy resistente a la sequia. Tiene la particularidad de
emplearse tanto para la obtencién de aceite, por su alto
rendimiento graso, como de oliva de mesa.

Arbequina: debe su nombre al municipio de Arbeca
(Cataluiia), aunque también es llamada blanca. Es
mayoritaria en la provincia de Lérida, especialmente en la
comarca de Les Garrigues, es también habitual en Ia
provincia de Tarragona (Camp de Tarragona, Baix Camp,
comarcas de Siurana y de Riudecaiias). Con esta variedad
se elaboran los aceites con denominacién de origen
Garrigues y Siurana. Fue plantada por las tropas del rey
Jaime | en su vuelta tras la conquista de Baleares. Se ha
extendido su cultivo a provincias andaluzas y castellano-
manchegas por su precoz entrada en produccion, elevada
productividad, buen rendimiento graso y excelente calidad,

aungue su rendimiento es bajo. Esta oliva da lugar a aceites
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muy aromaticos, de color verde a principio de cosecha, y
almendrados, nada de amargos ni picantes con notas
olfativas caracteristicas.

Empeltre: habitualmente cultivada en las provincias de
Zaragoza, Teruel y Baleares. Es apreciada por su
productividad y la excelente calidad de su aceite. Da lugar a
aceites amarillos y dulces, con un aroma caracteristico que
recuerda al platano y la manzana.

Cornicabra: otros nombres son cornacha, cornizuelo,
corniche y ornal. Es tipica de las zonas de Ciudad Real y
Toledo, es una variedad habitual en todo el oeste de
castilla-La Mancha y sus zonas limitrofes con Extremadura.
También puede encontrarse en Madrid. Proporciona
aceites de sabor fuerte y muy aromaticos. Es apreciada por
su gran redimiento graso, por la calidad de su aceite y por
su gran estabilidad.

Blanqueta: de buena calidad, es tipica de las provincias de
Valencia y Alicante. Desde los afios 90 se ha venido usando
mucho en el Levante espafiol.

Royal: de la comarca de Cazorla (Jaén). De color rojo, su
principal caracteristica organoléptica es que el aceite que
ofrece es de frutado fresco y dulce aroma. Su sabor es
suave y nada agresivo al paladar. En nariz presenta un
frutado maduro intenso con matices de higo maduro. Es un
aceite de altisima calidad. Ademas, esta variedad es la

Unica 'Royal' del mundo con Denominacién de Origen.
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e Serrana: es una variedad del Alto Palancia, en las
estribaciones de la Sierra de Espadan, en el interior de la
provincia de Castelldn. Da uno de los mejores aceites extra
virgenes espafioles actualmente premiados en certamenes
internacionales, y nacionales, su color es dorado verdoso,

con un gran cuerpo, y sabor muy afrutado.

Otras variedades espafiolas son: picudo (también conocida
como carrasqueia o pajarera), verdial de Vélez-Malaga, verdial de
Badajoz, verdial de Huévar, manzanilla sevillana, manzanilla cacerefia,

sevillenca, morrut, changlot real, etc.

1.2. LA TECNICA DE FRITURA EN BANO DE ACEITE

Aunque esta técnica de cocinado se conoce desde hace unos
5000 afios, no es hasta el siglo XIX cuando se desarrolla y aplica tal y
como la practicamos hoy en dia.

Hasta hace algunos anos, la fritura de los alimentos en bafio de
aceite (“deep frying”) era una técnica de muy poco prestigio y poco
popular fuera de los paises mediterraneos; atendiendo a cuestiones de
digestibilidad y toxicidad (Varela y Ruiz-Roso, 2003). Hoy en dia esta
situacion ha cambiado y la fritura, en los paises desarrollados, se ha
convertido en una de las técnicas culinarias en mayor expansion, tanto
a nivel doméstico como industrial.

La fritura es un proceso fisico-quimico complejo, en el cual, el
producto a freir (patatas, carne, pescado, productos empanados, etc.)

se introduce crudo o cocido en el aceite durante un determinado
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tiempo, a temperaturas entre 175-1952C, para favorecer una rapida
coagulacién de las proteinas de la superficie del producto y provocar
una casi impermeabilizacion del mismo. El agua que contiene el
alimento, se va convirtiendo en vapor. En esta fase, la temperatura en
el interior del alimento no debe estar por encima de los cien grados
centigrados, ya que la evaporacion del agua debe ser continua durante

todo el proceso.

Esta situacion facilita la coccion interna del producto, el cual
gueda mads jugoso y permite la conservacion de muchas de las
caracteristicas propias del alimento, mejorando en la mayoria de los
casos, su sabor, textura, aspecto y color. En definitiva, se consigue un

producto mas apetecible.

El producto frito posee una estructura distintiva. Si el proceso
se ha llevado a cabo correctamente, se forma una costra periférica
crujiente de un color entre dorado y pardo. Esta costra es resultado de
las reacciones de las proteinas y los azlcares por accion del calor, del
pardeamiento no enzimatico (Rreaccion de Maillard) y de los azucares
al sufrir la caramelizacion. Esta capa superficial no sélo contribuye al
impacto visual del producto, haciéndolo mas agradable o atractivo,
sino que también impide la penetracién de grandes cantidades de
grasa al interior del alimento. El grado de oscurecimiento del alimento
frito depende de: el tiempo empleado en la fritura, de la temperatura
y de la composicién quimica del producto y no tanto de la composiciéon

del aceite utilizado en la fritura.
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El calor, reduce el contenido de humedad de la capa superficial
hasta un tres por ciento o menos y la humedad desprendida es la

causante del vapor generado durante el proceso.

El espacio libre que deja el agua que escapa es ocupado por el
aceite. La cantidad de aceite absorbido por un alimento depende en
gran medida de su contenido en humedad, porosidad y superficie
expuesta al aceite de fritura. Esta cantidad es aproximadamente del
veinte al cuarenta por ciento, en base al peso del alimento frito. Freir
alimentos a temperaturas demasiado bajas provoca que los mismos

atrapen mas cantidad de grasa en su interior.

El aceite absorbido le imparte al alimento olor, sabor y color y
ademas favorece la palatabilidad. Por esto, si el aceite tiene sabor u

olor extrafio, el alimento frito lo tendra.

El proceso de fritura en bafio de aceite depende de multiples

factores, que pueden clasificarse en tres categorias:

1) Los que son dependientes de las condiciones del propio
proceso (por ejemplo, temperatura y tiempo).

2) Los que dependen del tipo de grasa culinaria (por
ejemplo, aceite).

3) Los que dependen de las caracteristicas del alimento

frito (por ejemplo, carne, pescado...).
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De acuerdo con lo anterior, algunas consecuencias prdcticas de
la técnica culinaria de la fritura en bafio de aceite podrian ser las
siguientes:

1.- El tiempo de actuacion real de la grasa caliente sobre el
alimento es realmente muy corto. El tiempo total en el que se
desarrolla todo el proceso de fritura es de solamente unos pocos
minutos, y la mayor parte del mismo corresponde a la fase de
evaporacion del agua, en la que la temperatura en el interior se
mantiene alrededor de 1002C. El tiempo de actuacion real de la grasa
caliente sobre el alimento es, por tanto, extraordinariamente corto y
limitado sélo a la periferia del alimento. Ademas, no debemos olvidar
que el proceso se desarrolla practicamente en ausencia de oxigeno. La
consecuencia de estos dos factores es que la fritura en bafo de aceite
€s un proceso menos agresivo para los componentes termolabiles del
alimento que otros procesos culinarios. Por ejemplo, hay autores que
comprobaron que la retencion de vitamina C en diferentes alimentos
vegetales (patatas y pimientos) fritos es mucho mayor que en los
tratados por otros procesos culinarios, como el estofado (Moreiras-
Varela y col., 1990).

2.- Si tenemos en cuenta que, como es sabido, la grasa es
quizads el componente de los alimentos que mas influye en su
palatabilidad, el intercambio de agua por grasa y la formacién de la
costra superficial, incrementa notablemente la palatabilidad de los
alimentos fritos, haciéndolos mas aceptables.

3.- Por su peculiar cinética de penetracion, y si el proceso se
realiza correctamente, la cantidad de grasa ingerida con los alimentos
fritos no es mayor que cuando se utilizan otros procesos culinarios.
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4.- Durante el proceso tienen lugar importantes cambios
cuantitativos y cualitativos en la composicién grasa del alimento que
hace que la ingesta lipidica real con el alimento frito sea muy diferente
de la que éste tenia en crudo.

Si atendemos a esta ultima consecuencia, podemos afirmar
que el aceite de oliva es especialmente idéneo para la fritura de los
distintos alimentos. La fritura, como se ha indicado, es una técnica que
modifica el perfil lipidico del alimento y esto hay que tenerlo en
cuenta en el caso de los alimentos magros o grasos, ya que se
comportan de diferente manera ante esta forma de cocinado
(Ansorenay col., 2010).

En el caso de alimentos magros, se ha estudiado la influencia
de la fritura en bafio de aceite sobre el contenido en los acidos grasos
de los alimentos de origen vegetal y animal, ya que durante el
proceso, la grasa del bafo penetra en el alimento v,
consecuentemente, este ultimo se enriquece en grasa, con lo que
l6gicamente la composicion de la grasa final del alimento frito sera
practicamente la culinaria.

Por otro lado, el problema es mucho mas complejo en el caso
de los alimentos grasos, ya se trate de carne o pescado. Desde el
punto de vista cuantitativo, normalmente la cantidad de grasa que
pasa del alimento al bafo, o viceversa, es practicamente la misma, y
por ello no hay grandes cambios en la cantidad de grasa total del
alimento frito en relacién con el crudo. Por el contrario, si hay cambios
desde el punto de vista cualitativo que parecen depender, en gran
parte, de los gradientes de concentracidon de los diferentes acidos
grasos entre la grasa culinaria y el alimento. En este sentido, cuando
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se frien sardinas, tanto en aceite de oliva como de girasol, disminuye
la concentracion inicial de acidos grasos saturados (en menor
concentraciéon en estos aceites) del pescado frito debido al
intercambio de grasa entre el alimento y la grasa culinaria (el aceite de
fritura). Si ademas, las sardinas se frien en aceite de oliva, se
incrementan en éstas notablemente los MUFAs, cuya concentracion
en el aceite de oliva es mayor que en el pescado. Por el contrario, si se
frie este pescado en aceite de girasol, el incremento se produce en el
contenido total de PUFAs y, especialmente, en los acidos grasos w-6,
debido a que el aceite de girasol es especialmente rico en esta
fraccion. En ambos casos, con los dos aceites, se produce una
disminucion de la fraccion n-3 PUFA del pescado, si bien esta
disminucion es de poca consideracién en el aceite de oliva y mayor en
el girasol (Varela y Ruiz-Roso, 2003).

Por otra parte, se debe tener en cuenta que generalmente los
aceites de fritura no se utilizan solamente una vez, sino que el mismo
aceite se reutiliza varias veces, para freir nuevas porciones de
alimento. Este tema es de gran interés y estd muy relacionado con la

IH

llamada “vida util” de las diferentes grasas culinarias. No es facil

I"

determinar esta “vida util”, ya que va a depender de muchos factores,
especialmente de: la composicion grasa del alimento y del tipo de
aceite utilizado. En este sentido, es bien conocido que el aceite de
oliva es mucho mas estable que otros aceites ricos en PUFAs debido a
su alto contenido en MUFAs.

Por otra parte, el aceite desechado no tiene la misma
composicidon que el crudo ya que estd enriquecido en acidos grasos

procedentes de los lipidos del alimento frito. Por ejemplo, si para freir
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carne se ha usado aceite de oliva, el aceite desechado contendra
compuestos como los dacidos grasos saturados (SFA), que estan
relacionados con algunas enfermedades degenerativas. Asimismo, si
se usa aceite de oliva en la fritura, la composicién en acidos grasos de
algunos alimentos (por ejemplo, carne y huevos), después de la fritura,
mejorara sustancialmente debido a los MUFAs del aceite de oliva que

penetran en el alimento y son muy beneficiosos para la salud.

1.2.1. Norma de calidad para aceites y grasas calentados

La normativa que se toma como referencia en el presente
estudio es la Orden de 26 de Enero de 1989, por la que se aprueba la
norma de calidad para los aceites y grasas calentados. Una Orden
posterior, del 1 de Febrero de 1991, modificé sélo uno de los articulos.

La fritura es un proceso industrial bastante comun en Ia
elaboracion de numerosos productos alimenticios y hasta el
momento, no habia sido contemplada en ninguna de las normativas
vigentes, asi como tampoco la aptitud para el uso de las materias
propias de los banos de fritura una vez utilizadas.

Cabe destacar, por ejemplo, el articulo 6, donde se citan las
caracteristicas que deben reunir los aceites o grasas calentados:

e Estar exentos de sustancias ajenas a la fritura.

e Sus caracteres organolépticos serdan tales que no
comuniquen al alimento frito olor o sabor impropio.

e El contenido en componentes polares debe ser inferior

al 25%, determinado por el método analitico de
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cromatografia en columna (descrito en el anexo | de la
Orden).
En cuanto a los materiales destinados a estar en contacto con
estos aceites y grasas:
e Deben tener una composicién adecuada, anticorrosivos
y de facil limpieza.
e No alteraran las caracteristicas de composicidn ni los
caracteres organolépticos de los bafos de fritura.
e No deberan ceder sustancias toxicas o contaminantes
gue pudieran modificar la composicién normal de los

aceites o grasas ni de los alimentos que se frien.

Las competencias corresponden a las Comunidades Auténomas
y a las Corporaciones Locales correspondientes. Su incumplimiento
serd causa de infraccidn y se penara con la sancién pertinente.

La mayoria de las ciudades europeas establecen el mismo
limite de compuestos polares (25%), a partir del cual se deberia
desechar el aceite de fritura (Firestone, 1993). No obstante, hay
paises, como Bélgica o Republica Checa que marcan, ademas de este
nivel maximo de compuestos polares, un limite de contenido en
dimeros de triglicéridos y polimeros (TO) no superior al 10%. En
Holanda, se permite hasta un maximo del 16% en TO. Romero y col.
(1999) sugieren en su estudio que durante un proceso reiterado de
fritura, se alcanza con mayor celeridad este limite del 10% de TO que

el del 25% de compuestos polares (CPs); por tanto, seria importante
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tener este dato en cuenta de cara a una futura revision de la

normativa.

1.2.2. Efectos téxicos de los compuestos de alteracién del
aceite
La Tabla 10 muestra un resumen de las posibles alteraciones
mas importantes de aceites y grasas, los agentes que las causan y los

compuestos principales que se forman mediante cada una de ellas.

AGENTE CAUSANTE ALTERACION PRODUCTOS

Acidos grasos
Diglicéridos
Humedad Hidrolitica

Monoglicéridos

Glicerol

Mondémeros oxidados
Dimeros y polimeros oxidados
Oxigeno atmosférico Oxidativa Dimeros y polimeros

Acidos grasos de cadena corta

Compuestos volatiles

Isémeros geométricos

Temperatura Térmica Mondmeros ciclicos

Dimeros y polimeros

Tabla 10 Tipos de alteraciones de aceites y grasas

(Fuente: Grasas y aceites alimentarios, 2006)

Se sabe que algunos de estos compuestos son capaces de
producir efectos toxicos (Soni y col., 2001; Marquez-Ruiz y col., 2000).

Los mondmeros ciclicos en animales de experimentacidon provocan
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retraso en el crecimiento, hipertrofia y/o hiperplasia hepatica, e
higado graso. Se ha demostrado que los mondmeros ciclicos aislados
del aceite de linaza, calentado a 275°C, 12 horas, en atmdsfera de
nitrégeno, inducen enzimas metabolizantes hepaticas; dicha induccidn
es del tipo fenobarbital.

Los estudios toxicolégicos con dimeros y polimeros son
contradictorios entre si. Algunos autores indican efectos adversos
como retraso en el crecimiento, hipotermia, Ulceras gastricas y
lesiones tisulares en corazoén, higado y rifién. Otros, sin embargo, no
describen efecto alguno.

Hay experiencias que demuestran que los aceites de maiz, soja
y cacahuete, que han sufrido varios procesos de calentamiento,
provocan en animales de experimentacién (ratas) una depresion de
peso y del consumo de alimentos; un aumento del peso relativo del
higado; diarrea, dermatitis, pérdida de pelo y lesiones histolégicas en
timo, higado, médula y piel.

Tras alimentar ratas durante un afio con dietas equilibradas en
las que el aporte graso estaba constituido por aceite de oliva o de
girasol calentados prolongadamente (Sanz y col., 1984), se observd en
los animales alteraciones externas (alopecia, piloereccién), diarrea,
disminucion del crecimiento y hepatomegalia, congestion pulmonar y
punteado superficial en rifién, asi como proteinuria y sedimento
urinario. En sangre se encontraron elevados los triglicéridos, acidos
grados libres y urea sérica, que sugiere una nefropatia, acompafada
de afectacidon hepatica por aparecer elevada la fosfatasa alcalina

sérica.
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Los productos derivados del calentamiento y oxidacion de
grasas y aceites que presentan mayor interés son los hidroperoéxidos,
peroxidos y radicales libres implicados en su formacién y propagacion.
Como hemos visto previamente, los lipidos insaturados (como pueden
ser linoleico o linolénico) al oxidarse forman hidroperdxidos lipidicos,
que pueden formar radicales libres lipidicos que peroxidan, a su vez, a
otros lipidos, entre ellos a los constituyentes de la membrana celular.
Como resultado de la peroxidacion, se produce lesidn de la membrana
y de otros constituyentes celulares (Nwangumay col., 1999).

Las consecuencias de las reacciones propagadas por radicales
libres se conocen (Repetto, 1997): se produce la alquilaciéon de
elementos celulares (membranas celulares, reticulo endoplasmico,
enzimas, ADN); se origina un déficit metabdlico o defensivo; puede
aparecer cancer y mutagénesis (trastorno de la reproduccién celular);
se produce peroxidacién de lipidos celulares (fosfolipidos de
membranas); rotura de membranas y necrosis.

En cuanto al riesgo téxico de los aceites calentados, se
considera que en la extrapolacion de los datos establecidos en
animales de experimentacion a la especie humana, debe tenerse en
cuenta que las dosis administradas deberian de ser muy elevadas.

Tenemos que tener en cuenta que la ingesta humana de
aceites y grasas supone, aproximadamente, un 30% de las calorias
diarias ingeridas (aproximadamente 40% en Espafia). De estas grasas,
s6lo una pequefia proporcidn estaria constituida por grasas de fritura.
Si bien el consumo de estas grasas puede representar un peligro
potencial, a corto plazo y con una alimentacion equilibrada, no
representa la gravedad que podria deducirse de los estudios
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experimentales. De todas formas, el potencial téxico existe, por
practicas inadecuadas en el uso de los aceites (los calentamientos y
enfriamientos alternativos son mds nocivos que un calentamiento
prolongado unico) (Morales, 2006).

Algunos estudios epidemioldgicos muestran una alta incidencia
de cancer de mama y gastrico en paises con alto consumo de grasas
insaturadas (de mas facil peroxidacidon). Por otro lado, las
enfermedades arteriales coronarias pueden, en parte, ser causadas
por consumo de productos de oxidacion lipidica. La ingestién de
alimentos ricos en lipidos peroxidados se ha relacionado,
recientemente, con efectos negativos a largo plazo, tales como: la
formacién de ateromas y carcinomas, procesos de inflamacion y

envejecimiento celular, etc. (Morales, 2006).

1.3. LAS GRASAS DE LA DIETA. SALUD Y ENFERMEDAD

Los aceites y grasas han formado parte de la dieta humana
desde la prehistoria. El hombre al ser omnivoro, consume tanto grasas
procedentes de tejidos animales como vegetales. En ambos casos, la
grasa puede formar parte de tejidos estructurales (grasas ocultas) o de
tejidos de reserva (grasas visibles).

Es esencial para la salud ingerir cantidades adecuadas de grasas
alimentarias. Ademas de cubrir las necesidades energéticas, su
consumo debe ser suficiente para satisfacer las necesidades de acidos
grasos esenciales y vitaminas liposolubles. EI consumo minimo
necesario para mantener un estado de buena salud varia tanto a lo

largo de la vida de una persona como entre diferentes individuos.
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Existe una gran variedad de contribuciones nutricionales de los
lipidos en los alimentos, entre ellas caben destacar (Morales, 2006):
e La palatabilidad y la aceptabilidad del alimento.
e Reservay suministro de energia metabdlica.
e Suministro de lipidos estructurales.
e Provisién de 4acidos grasos esenciales, que juegan papeles
importantes en la estabilizacién de las membranas biolégicas y

en actividades fisioldgicas.

Ademas de las importantes funciones que juegan los lipidos
desde el punto de vista nutricional existe una relacién clara entre la

ingesta lipidica y determinados estados patoldgicos (Morales, 2006):

e Almacenamiento lipidico. La obesidad: el aumento en la cantidad
de tejido adiposo a limites superiores a los deseados, esta asociado
con expectativas de vida reducida, aumento susceptible de la
diabetes, enfermedades cardiovasculares, algunos tipos de cancer,

y muchos otros aspectos de una salud deficiente.

e Enfermedad cardiovascular: implica cambios graduales en los
vasos sanguineos que producen la restriccion u obstruccién del
flujo sanguineo a los d6rganos o a los tejidos (arteriosclerosis y
trombosis). Hay recomendaciones dietéticas que consisten en
reducir la grasa total y la ingesta de acidos grasos saturados y

reemplazar algunos acidos grasos saturados por poliinsaturados.

e Intolerancia a la glucosa y la diabetes: de los dos tipos principales
de diabetes existentes, nos centramos en la no-insulino-

dependiente, donde se produce insulina pero los tejidos son

45



Introduccion

resistentes a ella y tienen alterada su capacidad para hacer uso de
la insulina disponible. Esta condicion estd asociada con la
obesidad, altas concentraciones de triacilgliceroles (como VLDLs),
hipertensién, y un incremento a la tendencia a desarrollar
arteriosclerosis. Mientras que antes la diabetes se consideraba
como una enfermedad del metabolismo de los carbohidratos,
actualmente se sabe que un metabolismo graso defectuoso es
igualmente importante. La principal implicacion practica ha sido un
cambio radical en el tipo de dietas para la diabetes, donde se trata
de reducir la ingesta de energia total para evitar la obesidad vy
aumentar las proporciones de acidos grasos poli-insaturados para

controlar la hiperlipoproteinemia.

Ademas de los casos citados hay estudios que relacionan la

presencia de determinados tipos de grasa en la dieta con otras

enfermedades tales como el cancer, enfermedades inflamatorias y

alergias y desérdenes del comportamiento. Los resultados, en la

mayoria de los casos no son del todo concluyentes, y se continua

trabajando en ellos.

1.4.

ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo se puede definir como un desequilibrio

entre sustancias oxidantes y antioxidantes a favor de las primeras,

bien por un exceso de oxidantes, por un defecto de antioxidantes o

por una combinacion de ambas situaciones.

46



Introduccion

Las sustancias oxidantes son fundamentalmente especies
reactivas de oxigeno (ERO), que se producen de forma fisiolégica como
consecuencia del metabolismo aerdbico, ya que durante éste, el
oxigeno es el aceptor final de los electrones. La reduccién del oxigeno
requiere cuatro electrones y se reduce electrén a electrén de forma
que en los pasos intermedios se puede dar lugar a productos toxicos

(Figura 2).

e e e e

o5 o5 o

02 H202 OH — Hzo

| Fe?"
e Fe® + OH + OH’
° F82+ + O

Figura 2 Proceso de reduccién del oxigeno

O,

Entre las ERO encontramos:

e Radical superdxido (O, ): es producido por una variedad
de reacciones biolégicas, destacando la cadena de
transferencia electrénica mitocondrial en la que los
electrones son transferidos desde la forma reducida del
coenzima Q al oxigeno, formandose este anidn.

e Perodxido de hidrégeno (H,0;): es producido por enzimas
oxidasas, muchas de las cuales se encuentran en
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organulos oxidativos llamados peroxisomas. También se
pueden formar perdxidos organicos muy toxicos
mediante la oxidacidn, por el oxigeno, de compuestos
gue contienen dobles enlaces, como pueden ser los
acidos grasos insaturados de las membranas. Como el
perdxido de hidrégeno puede difundir a través de las
membranas, el daio de los radicales no se limita a una
localizacion celular en particular.

e Radical hidroxilo (OH): es producido a partir del anién
superéxido o perdxido de hidrégeno en una reaccién
catalizada por metales. Es la especie mas reactiva de
todas y puede tomar parte en las reacciones en cadena
de radicales libres. Como son altamente inestables, son
las especies mas toxicas.

Dentro de los oxidantes también podemos encontrar:
hidroperdéxido organico, radicales alcoxi- y peroxi-, acido hipocloroso y

peroxinitrito.

Las ERO incluyen radicales libres que tienen una vida media
muy corta y una gran reactividad, por lo que se combinan con facilidad
con el acido desoxirribonucleico (ADN), proteinas y lipidos (Figura 3),
produciendo cambios en su estructura y propiedades que,
consecuentemente, pueden dar lugar a dafios celulares o incluso

sistémicos.
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ADN PROTEINAS
LiPIDOS
ES GENETICA 4
MUTACIONES G CAS INACTIVACION
ENZIMATICA

ALTERACION DE LA
PERMEABILIDAD DE LAS
MEMBRANAS

Figura 3 Efectos principales de las especies reactivas de oxigeno

La molécula de ADN es especialmente susceptible a danos
oxidativos. El oxidante responsable del dafio es el radical hidroxilo, ya
que, ni perodxidos de hidrégeno ni radicales perdxidos pueden
reaccionar directamente con el ADN. El ataque del radical hidroxilo

produce tres tipos de dafio en el acido desoxirribonucleico:

e Hidroxilacidon
e Rotura del anillo
e Fragmentacién
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Las lesiones resultantes son, normalmente, productos de
reacciones secundarias que suceden después del ataque inicial del
radical. Existen alrededor de 100 tipos de lesiones diferentes del ADN
como resultado del ataque inicial del radical hidroxilo a las bases
nitrogenadas. Las lesiones del ADN usadas comunmente como
biomarcadores son la 8-hidroxidesoxiguanosina (8-OHdG) y la 2,6-
diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidina  (FapyG). @ Ambas son
consecuencia del ataque del radical hidroxilo a la desoxiguanosina y
cuya diferenciacidn se basa en una reaccién secundaria. Estas lesiones

pueden detectarse directamente en el ADN o por ensayos en orina.

Se han descrito métodos analiticos especificos para detectar
biomarcadores de dafio oxidativo en el ADN. Las especies generadas
por los radicales libres junto con las bases nitrogenadas pueden unirse
covalentemente con otras moléculas presentes en la célula, formando
complejos intermoleculares. A menudo, el ejemplo mas importante de

este fendmeno, son las uniones cruzadas del ADN con las proteinas.

Los grupos hidroxilos pueden ademds atacar a los grupos
fosfato de las bases nitrogenadas, produciendo diferentes lesiones,
incluyendo el sitio libre de la base o el apurinico donde ha sido
modificada mediante reacciones de oxidacion. Un indicador de este

dano es la presencia de bases libres en orina.

Otro ataque radicalario es la fragmentacién de la desoxirribosa.
La rotura de las hebras simples ocurre por la substraccion del
hidrégeno en posicién C-4, produciendo la oxidacion de la mitad del

azucar. Puede unirse a un segundo azucar oxidado en la hebra
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complementaria, causando la doble rotura. La rotura de las hebras de
ADN puede producir mutagénesis o incluso la muerte celular.

Existen una gran variedad de mecanismos de defensa celulares
destinados a proteger el genoma del ataque radicalario y a reparar el
dafio  oxidativo.  Algunas de estas defensas incluyen
compartimentacidon de las moléculas sensibles y la defensa de la
inhibicidn de la replicacién del ADN por histonas y poliaminas. Si la
proteccion del material genético no resulta exitosa, mecanismos de
regulacion celulares como la induccidn de la apoptosis y la inhibicidn
del progreso del ciclo celular pueden prevenir la transferencia de
material genético dafiado a las células hijas. Alternativamente,
también los procesos de reparacién del ADN pueden corregir los dafios
(A-Lien y col., 2001). Esta reparacion es llevada a cabo por las enzimas
ADN glicosilasas y endonucleasas apurinicas, antes de la replicacidn.
Durante la postreplicaciéon las reparaciones son llevadas a cabo
mediante técnicas de reparacién de lesiones durante o después del

proceso de replicacion.

El dafio de proteinas mediado por radicales puede iniciarse
por: pérdida de electrones, reacciones dependientes de iones
metalicos y autoxidaciones de lipidos y proteinas. La consiguiente
oxidacion de proteinas es oxigeno dependiente, e incluye Ia
propagacion de diferentes especies radicalarias, principalmente los
radicales alcéxidos, incluyendo diferentes categorias de especies

reactivas y de sustancias estables.

La oxidacion de proteinas tiene como resultado alteraciones en

su estructura terciaria, lo que fomenta la agregacién de proteinas y las
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formaciones amiloides. A menudo las proteinas oxidadas son
funcionalmente inactivas y el desdoblamiento de su estructura estd
asociado con un incremento en la susceptibilidad de las proteinasas.
Las células pueden eliminar las proteinas oxidadas por proteolisis. Sin
embargo, ciertas proteinas oxidadas son usadas por las células lo que,
junto con posibles alteraciones del rango de produccién de proteinas
oxidadas, puede contribuir a su acumulaciéon y a un aumento de los
danos producidos por éstas durante el envejecimiento y algunas
patologias como la diabetes, la ateroesclerosis y enfermedades

neurodegenerativas.

Los dafos que conllevan a la inactivacién de proteinas, bien de

forma reversible o irreversible, pueden ser producidos por:
a- Radicales inducidos por radiaciones.
b- Sistemas catalizados por iones metalicos.
c- Oxigeno singlete y reacciones fotoquimicas.
d- Radicales endégenos.

e- Proteinas dafiadas por radicales o carbonilos originados en

otros procesos bioldgicos.

No obstante, existen varios mecanismos celulares para revertir

estas lesiones oxidativas:

e Grupos tioles.
e Metionina.
e Bases de Schiff.
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La carbonilaciéon de proteinas resulta del ataque oxidativo en
los residuos de arginina (Arg), lisina (Lys), prolina (Pro) o treonina (Thr)
de las mismas. En animales, la carbonilacién de proteinas ha sido
ampliamente usada como medida de dafio oxidativo, y se ha
demostrado que se incrementa en los tejidos con la edad.
Actualmente, el ensayo mas sensible para medir el ataque oxidativo
general a proteinas es la medida de formacion de grupos carbonilos,
los cuales son resultado del ataque de radicales libres reactivos asi
como de radicales hidroxilos con grupos amino.

La medida de grupos carbonilos tiene como ventaja su
simplicidad y como inconveniente su no especificidad cuando se
utilizan preparaciones de tejidos crudos. El método de deteccion de
grupos carbonilos que ha demostrado mayor especificidad y
sensibilidad ha sido el de la reaccién con 2,4-dinitrofenilhidrazina

(Levine y col., 1990).

Los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) sirven como un

sustrato excelente en reacciones de peroxidacidén lipidica, por la
presencia de grupos metilenos activos. Las uniones carbono hidrégeno
(C-H) de los grupos metilenos activos tienen una energia de
disociacion muy baja, cediendo con facilidad estos atomos de
hidrégeno en las reacciones radicalarias. La especial susceptibilidad de

los PUFA a la peroxidacién conlleva cambios lipidicos en las moléculas.

Las autooxidaciones de los lipidos en sistemas bioldgicos se

producen mediante una serie de reacciones consistentes en tres fases:
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1) Iniciacion: a menudo es objeto de debate. Se produce por la
reaccién de ERO (oxigeno, radical perdxido o radical hidroxilo) con el
sustrato lipidico o por colapso de hidroperéxidos lipidicos
preexistentes por transiciones metalicas. En el caso anterior, la
peroxidacién ocurre por sustraccion de un atomo de hidrégeno del
carbono del grupo metileno del sustrato lipidico generando un radical

lipidico con un carbono altamente reactivo.

2) Propagacion: moléculas de oxigeno se unen rapidamente a
los radicales lipidicos generados. Los radicales peréxidos pueden
sustraer un atomo de hidrogeno de diferentes moléculas (ADN y
proteinas) para formar, como producto de oxidacién primaria,
hidroperdxidos lipidicos. Alternativamente, sustancias antioxidantes
como la vitamina E, pueden actuar como donadores de atomos de
hidrégeno, generdndose hidroperdxidos lipidicos y radicales fenoxilos
derivados de la vitamina E, relativamente inertes. En ausencia de
antioxidantes y otros inhibidores, los radicales perdxidos lipidicos
pueden sustraer el atomo de hidrégeno de otra molécula lipidica,
produciendo un nuevo carbono activo en un radical lipidico, lo que

conlleva a la propagacion de las reacciones radicalarias.

Los metales de transicién tienen un interés particular en la
peroxidacién lipidica (LPO). En la transicién de la LPO catalizada por
metales, el radical hidroxilo es el iniciador primario de las especies
radicalarias. No obstante, cationes metdlicos como los iones ferroso y
férrico, pueden aumentar la produccion de radicales hidréfilos
iniciadores, catalizando la propagacion de cambios en la LPO por

descomposicion de los hidroperdxidos lipidicos en productos oxidados.
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Resultan asi, radicales alcéxidos y peréxidos capaces de iniciar nuevos
cambios radicalarios por interaccién y adicién con moléculas lipidicas.
Otros metales activos redox, como los iones cobre, pueden catalizar

esta reaccion.

3) Terminacion: la reaccidon finaliza cuando se unen dos
radicales dando lugar a un producto no radicalario estable, el cual no

conllevara la propagacién de cambios en la peroxidacién lipidica.

Los productos de la LPO modifican las caracteristicas bioldgicas
de las membranas, modificando su estructura, lo que conlleva una
disminucion de su fluidez y un aumento de la permeabilidad. En la
eliminacion de los productos de peroxidacion lipidica de la membrana
es necesario reparar los dafos en ésta, lo que es llevado a cabo por
dos sistemas enzimaticos diferentes: las acciones secuenciales de la
fosfolipasa A2 con GPx y la glutatién peroxidasa de hidroperdxidos
lipidicos. La reduccion de los hidroperdxidos fosfolipidicos a hidroxidos
fosfolipidicos al mismo tiempo que se incorporan en la estructura de la

membrana pone fin a la peroxidacion lipidica de la misma.

Uno de los métodos existentes mas utilizados para evaluar la
peroxidacién lipidica, es la cuantificacion de los productos generados
en ésta mediante su reaccién con el acido tiobarbiturico (ATB)

(Esterbauer y Cheeseman, 1990).
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1.5. SISTEMAS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

Las ERO son eliminadas del organismo o inactivadas por
distintos mecanismos, distinguiendo entre sistemas enzimaticos:
catalasa (CAT), superodxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa
(GPx), glutation reductasa (GR) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, y
no enzimaticos: GSH, B-caroteno, vitaminas C y E, etc. (Figura 4). De
esta forma, los radicales superéxidos presentes en los tejidos seran
transformados hasta peréxido de hidrégeno (H,0,) mediante una
reaccidn catalizada por la enzima SOD. Estos perdxidos de hidrégeno
podran ser reducidos hasta moléculas de agua (H,0) por reacciones
diferentes en las que intervienen las enzimas CAT y GPx,
respectivamente. Esta Ultima requiere, para su actuacién, dos
moléculas de glutation reducido (GSH) el cual a su vez serd
transformado hasta glutation oxidado (GSSG) en el transcurso de la
reaccidn. La enzima encargada de recuperar estas moléculas de GSH
consumidas sera la GR.

0, >0,

SOD

H,0,

GR CAT

sS H,0

y

Figura 4 Principales sistemas enzimaticos antioxidantes celulares
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1.5.1. Sistemas enzimaticos
1.5.1.1. Enzimas antioxidantes primarias

Estas enzimas estdan directamente implicadas en el

procesamiento de las ERO.

e Superdxido dismutasa (SOD): son metaloenzimas
omnipresentes en organismos aerobios, las cuales juegan un
papel crucial en la protecciéon de los organismos contra los
efectos téxicos causados por las especies reactivas de oxigeno,
en particular, los radicales superéxido. Las SOD catalizan una
reacciéon de dismutacién que convierte los radicales superéxido
en moléculas de oxigeno y perdxido de hidrégeno, el cual por
otro lado, puede iniciar una cadena de reacciones para dar
lugar a otras ERO y cada una de éstas, a su vez, causa

determinados procesos patolégicos:

20, + 2H" % H,O, + 20,

La SOD estd considerada como un miembro muy
importante del sistema de defensa celular. Hasta la fecha se
conocen cuatro isoformas con diferentes cofactores metalicos. Las
SOD de cobre y zinc estdan exclusivamente distribuidas en
eucariotas, mientras que las enzimas que contienen hierro,
manganeso o niquel se encuentran predominantemente en

mitocondrias de eucariotas o en procariotas. Estas isoformas,
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presentan en eucariotas un alto grado de conservacion tanto en la

secuencia de nucledtidos como en la secuencia de aminodacidos.

Catalasa (CAT): es otra enzima antioxidante que contiene
hierro y que tiene como grupo prostético la hematina. Esta
presente en todas las células aerobias que contienen un
sistema citocromico. La catalasa es mas abundante en el
higado y es responsable de la descomposicién catalitica del

peroxido de hidrégeno a oxigeno y agua.

2H-,0, L O, + 2H,0

Glutation peroxidasa (GPx): las GPx son enzimas celulares que
tienen como cofactor el selenio y catalizan la descomposicion
de hidroperdxidos, reduciéndolos a formas estables
(hidroxidos) usando GSH especificamente como proveedor de
electrones. La GPx del plasma se cree que es sintetizada
directamente por la nefrona; el rifidn es la principal fuente de

produccién de las mismas.

2GSH + R-O-OH _GPx o GSSG + R-OH
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1.5.1.2. Enzimas antioxidantes secundarias
Estan implicadas en la sintesis y suministro de glutation

reducido para las primeras:

e Glutation reductasa (GR): es una enzima que transforma el

glutation oxidado en glutatién reducido.

GSSG 76% 2GSH

NADPH NADP®

e  Glutamil cisteinil sintetasa (yGCS): es una enzima clave en la
sintesis de GSH, ya que el paso de regulacidn en la sintesis de
glutatién reducido ocurre a nivel de esta enzima. El GSH ejerce

un feed back negativo sobre esta enzima.

5-oxoprolina ¢ GCT < YEWEMIl o ey < = Cistinil-glicina

aminoacido
Degradacidn 1‘ ¢
S-oxoprolinasa ... Recuperacién de
% T amino4cidos
Sintesis de novo

glutamato - 9GCS —» y-glutamil-cisteina —» 1G5 —» GSH

} !

Cisteina Glicina
Figura 5 Ciclo del GSH

(Sarrasague, 2006)

e Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH): esta enzima, juega
un papel importante en la ruta de las pentosas monofosfato,
regenerando el NADPH requerido para que el fosfato cambie
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de estado oxidativo. Como primera enzima de la ruta de las
pentosas fosfato, la G6PDH proporciona a la célula NADPH
extramitocondrial mediante la oxidacién de glucosa-6-fosfato a
6-fosfogluconato. Este NADPH mantiene el GSH a unos niveles
constantes proporcionando equivalentes de reduccién para la
GR, la cual media la reduccidon de GSSG a GSH. Se sabe que la
G6PD contiene muchos grupos sulfidrilos los cuales juegan un

papel crucial en el mantenimiento de su estructura ternaria.

1.5.2. Sistemas no enzimaticos
1.5.2.1. Antioxidantes hidrofilicos

e Glutation reducido (GSH): es uno de los antioxidantes mds
importantes (Figura 6). Actia como secuestrador de radicales
libres. También juega un papel en la reduccién de varios
enlaces disulfuro y mantenimiento de la proporcién de

proteinas en los estados oxidado/reducido.

Y —glu—cys - gly

|

H > S
ly < |
7

Y —glu —cys - gly

v

2
Yy—glu—cys-g

(GSH)

(GSSG)

Figura 6 Sistema glutation reducido/oxidado (GSH/GSSG)
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e Vitamina C: es un antioxidante soluble citoplasmatico capaz de
reaccionar con el anién superdxido y estabilizar el radical

hidroxilo. Regenera la vitamina E.

1.5.2.2. Antioxidantes lipofilicos

e Vitamina E: es un antioxidante liposoluble de membrana que
estabiliza al anién superdéxido y al radical hidroxilo.
e B-caroteno: es un antioxidante liposoluble que actta sobre el

oxigeno libre reactivo.

Ademas de las vitaminas, los oligoelementos como el cobre, el
zinc, el manganeso, el selenio y el hierro son necesarios incorporarlos
al organismo a través de la dieta, porque conforman la parte activa del

nucleo de las enzimas antioxidantes (Zorrilla, 2002).
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2. OBJETIVOS

Revisando los antecedentes bibliograficos, se pone de
manifiesto la importancia de conocer las implicaciones que tiene, en
materia de Seguridad Alimentaria, el consumo de aceites sometidos a
procesos repetidos de fritura. Se investiga, en concreto, los efectos
téxicos que pueden inducir una dieta suplementada con un aceite de
oliva con un nivel de compuestos polares similar al limite marcado por
la legislacion (26,5% CP), inferior (12,5% CP) o superior (33,6% CP) en
ratas Wistar expuestas de forma subcrénica (90 dias).

Los objetivos especificos planteados en el presente trabajo son
los siguientes:

1. Estudiar a nivel histopatoldgico las lesiones
producidas tras la exposicidn en corazén, aorta, higado y rifidn.

2. Evaluar el estado oxidativo del tejido cardiaco,
sanguineo, hepdtico y renal, mediante medidas de
peroxidaciéon lipidica y determinacién de enzimas
antioxidantes, como: catalasa, superéxido dismutasa, glutation
peroxidasa y glutatiéon reductasa.

3. Valorar el comportamiento de los individuos en
relacion a la ingesta de alimento y agua con el fin de identificar
variaciones significativas entre los distintos grupos de
experimentales.

4. Analizar diferentes parametros bioquimicos en

sangre para evaluar si dicha ingestién subcrénica produce
algln tipo de consecuencia.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. EQUIPOS Y MATERIALES DE USO GENERAL
3.1.1. Dispositivos utilizados

e Agitador magnético Agimatic P-Selecta.

e Balanza analitica Mettler AJ100.

e Balanza semianalitica Mettler PJ400.

e PH-metro Orion SA 720.

e Bafio de agua termostatizado, modelo Univeba de P-Selecta.
e Centrifuga Beckman Coulter, modelo Allegra 64R.

e Centrifuga de tubos eppendorf: modelo microspin™"*.

e Microscopio 6ptico Olympus BX61.

e Microscopio electrénico Philips CM10.

e Congelador -202 C, Saivod, modelo Turbo Fresh.

e Congelador -802 C Giratl, modelo Revco.

e Espectrofotdémetro de doble haz Varian, modelo Cary-100.
e Ultra-Turrax T 25 basic IKA -WERKE.

e Vortex V-1 de Boeco.

e Guillotina.

3.1.2. Material fungible

e Cubetas para espectrofotémetro.

e Pipetas automaticas de distintos volumenes: 20, 100, 200, 1000 y
5000 microlitros (pL).

e Pipetas pasteur de vidrio.

e Puntas para pipetas automaticas.

e Tubos de centrifuga de 10 mL de pyrex.

e Tubos de centrifuga de fondo cénico desechables de 10 mL.

e Tubos de eppendorfde 1,5y 2 mL.

e Papel de filtro Whatman.

e Tubos heparinizados.
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3.2. REACTIVOS UTILIZADOS

A lo largo del trabajo experimental, se han consumido los siguientes
reactivos:

e Acido acético glacial: Panreac 141318

e Acido clorhidrico: Panreac 141659

e Acido etilendiaminotetracético (EDTA): C.A.S. 6381-92-6
e Acido félico (B6): Cecofar 023218

e Acido férmico: Merck 1.00264.1000

e Acido meta-fosférico: Sigma M-6288

e Acido nicotinico (B2): Cecofar 052118

e Acido tiobarbiturico: Sigma T-5500

e Acido tricloroacético: Merck 1.00807.1000
e Agua milliQ

e Agua oxigenada: Sigma H-0904

e Albumina sérica bovina: Sigma A2058

e Almiddn de maiz: Cecofar 119503

e Azida sddica: Fluka 71289

e Azucar glass: Labmusal 31

e Biotina (B6): Cecofar 023028

e Butilhidroxitolueno: Sigma B-1378

e Bicarbonato potasico: Sigma P-9144

e Bio-Rad®: Bio-Rad 500-00

e Butanol: Romil HO83

e Calcio fosfato dibasico: Cecofar 022111
e Carbonato cuprico: Sigma 61167

e Carbonato de magnesio: Sigma M7179
e (Caseina: Labmusal 04

e Celulosa microcristalina: Labmusal 09

e Cianocobalamina (B12): Cecofar 020966
e Cianuro potasico: Panreac 104967
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Citocromo C: Sigma C-3006

Citrato férrico: Sigma F6129

Citrato de potasio hidratado: Cecofar 046797
Cloruro de colina (barbiturato): Labmusal 51
Cloruro potasico: Sigma P-4504

Cloruro sédico: Panreac 141659 / Merck 1.06404.0500 (dietas)
Dihidronicotinamida adenina dinucledtido fosfato tetrasddico:
Sigma N-1630

2,4-Dinitrofenilhidrazina: Sigma D-2630
Etilendiaminotetraacetato disddico: Sigma E-1644
Etanol: Fluka 02854

Formaldehido en solucion 37%: Merck 1.04003.1000
Fosfato diacido de potasio. Panreac 141509

Fosfato potdsico monobasico (C.A.S. 7778-77-0)
Gammaglobulina bovina: Bio-Rad 500.0005
Glutaraldehido: Fluka 49631

Glutation reductasa: Sigma G-3664

Glutation reducido: Sigma G-4251

Glutation oxidado: Sigma G-4376

Guanidina: Sigma G-4505

Hidroxicarbonato de zinc: Merck 29110.290
Hidréxido potdsico: Panreac 105021

Hidréxido sédico: Panreac 141687

Kit Randox SD125 (Superdxido dismutasa)

Kit Hemoglobina: Spinreact refs. 1001230 y 1001232
Kit Randox RS 505 (Glutatidén peroxidasa)

Kit Randox GR 2368 (Glutatidon reductasa)

Lauril sulfato sddico: Sigma L-4390

Metanol de maxima pureza: Merck 1.06018.2500
D,L-Metionina: Cecofar 017061

Oxido de magnesio: Cecofar 056689

Pantotenato de calcio: Cecofar 060749

Piridoxina hidrocldrico (B6): Sigma P9755-5g
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e Retinol vitamina A palmitato: Roig Farma 3164322

e Riboflavina (B2): Sigma R4500-25G

e Selenito de sodio pentahidratado: Merck 1.06607.0025
e Sulfato de potasio: Merck 10153.0500

e Sulfato de potasio cromico dodecahidratado: Merck 1.01036.0250
e Tetraetoxipropano: Sigma T-9889

e Tiamina (vitamina B1): Cecofar 025304

e Tris(hidroximetil)Jaminometano: Sigma T-1378

e Vitamina D3 (colecalciferol): Cecofar 120873

e Vitamina K (filokinona. K1): Merck 5.01890.0001

e Vitamina E (tocoferol): Cecofar 149765

e Xantina: Sigma X-2502

e Xantino oxidasa: Sigma X-4875

e Yodato de potasio: Merck 1.05051.0100

3.3. TRATAMIENTO DE ACEITES EMPLEADOS EN LA ELABORACION DE
LAS DIETAS

El tratamiento de fritura de los aceites fue realizado por la Dra. D2
Carmen Dobarganes en el Instituto de la Grasa (CSIC). Para ello se utilizd
aceite de oliva virgen extra de la variedad Hojiblanca (suministrado por la
empresa Hojiblanca SCA). Se usaron tres freidoras Taurus Prof 2 (Taurus,
Lérida, Espafia), similares a las que se utilizan para uso doméstico. Los aceites
se utilizaron para freir patatas (unas cinco horas diarias). Las muestras finales
tenian un contenido en compuestos polares de 12,5% (Frito ), 26,5% (Frito I1)
y 33,6% (Frito Ill), correspondiendo a valores por debajo, alrededor y por
encima de lo establecido en la legislacion. El nivel de degradacion se evalué
con un medidor de la calidad del aceite, Testo 265 (Figura 7), de forma que al
alcanzarse el nivel de compuestos polares deseado, se interrumpia el proceso
de fritura.
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Figura 7 Medidor de la calidad del aceite

Las muestras finales se corresponden con periodos de
calentamiento de 25, 55 y 75 horas para los fritos I, Il y 1,
respectivamente.

El aceite denominado “Inicial”, el cual no se sometié a ningun
proceso de fritura, mostré un nivel bajo de compuestos polares (4,5% CP),
dentro de los valores normales de aceites de oliva virgen y refinados de
alta calidad. Al aumentar el tiempo de fritura, la degradaciéon aumento,
aunque sdlo los niveles de polimeros de triglicéridos (TGP) y mondmeros
de triglicéridos oxidados (oxTGM) se incrementaron de forma significativa.
El nivel de diglicéridos (DG) practicamente no se modificd, indicando que
las reacciones hidroliticas no fueron significativas a pesar del alto
contenido en agua de las patatas.

En la Tabla 1 se reflejan los resultados del andlisis de los compuestos
polares.
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Compuestos polares (%peso en aceite )
Aceite de Oliva Virgen Extra L,
Distribucion
TOTAL
TGP oxTGM DG
Inicial 4,5 <0,1 2,1 1,9
Frito | 12,5 5,9 4,1 2,0
Frito Il 26,5 13,9 10,1 2,0
Frito Il 33,6 17,2 13,8 2,1

Tabla 11 Resultados del andlisis de los compuestos polares

3.4. EL MODELO EXPERIMENTAL

Para comprobar los efectos tdxicos que produce la ingestién
subcrénica de aceite sometido a diversos grados de fritura, se emplearon
cincuenta ratas Wistar macho (Figura 8) de entre seis y siete semanas de
edad, las cuales fueron adquiridas en el Centro de Produccién vy
Experimentacion Animal de Espartinas, perteneciente a la Universidad de
Sevilla, portando su certificado de sanidad correspondiente.

Este modelo no consanguineo es utilizado en experimentos que
precisan de animales vigorosos y con una cierta variabilidad genética.

Los animales fueron alojados bajo condiciones ambientales
controladas (descritas en el RD 1201/2005, de 10 de octubre, sobre
proteccién de los animales utilizados para experimentacion y otros fines
cientificos), con ciclos de luz/oscuridad de 12/12 horas. Durante el periodo
de aclimatacién (una semana), se les proporciond comida peletizada (dieta
de mantenimiento A04 de la casa comercial Panlab) y bebida ad libitum.
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Transcurrido el periodo de cuarentena, se procedié tal y como se planted
el experimento.

Figura 8 Ratas Wistar macho utilizadas como modelo experimental

3.5. ELDISENO EXPERIMENTAL

Los animales se distribuyeron en cinco lotes de diez ratas cada uno
(Figura 9). Para cada lote, se prepararon dietas diferentes. El primer lote
(CONTROL) recibié una dieta estandar con un 5% de aceite mezcla de
girasol y soja; la habitual en el mantenimiento de roedores. Los otros
cuatro lotes recibieron una dieta suplementada con un 12% de aceite de
oliva virgen sometida a distintos grados de fritura. En el grupo denominado
INICIAL, el aceite era crudo, sin ningun tipo de tratamiento. El grupo FRITO
| recibio una dieta fabricada con aceite con un 12,5% de compuestos
polares, inferior al establecido por la legislacién. El FRITO Il, con un 26,5%
(similar al limite permitido por la normativa) y el FRITO Ill, con un 33,6% de
compuestos polares, superior al limite legal. Con estas dietas se alimenté a
las ratas durante tres meses.
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L | Nl N il Nkl Wit
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5% 12%
CONTROL INICIAL FRITO | FRITO Il FRITO Il
4,5% C.P. 12,5% C.P. 26,5% CP 33,6% C.P.

Figura 9 Esquema del diseiio experimental

Durante el tiempo de exposicidn, se llevd un registro del aumento de peso
en los distintos individuos, del consumo de comida por tipo de dieta y del
consumo de agua. Del mismo modo, se llevd a cabo un seguimiento del
estado fisico y del comportamiento de los animales, para poder identificar
posibles efectos téxicos derivados del tratamiento.

3.6. PREPARACION DE LAS DIETAS

A continuacidn, se muestra en la Tabla 12 Composicion de las dietas
experimentales (g/kg):

Ingredientes Control Inicial Frito | Frito Il Frito lll
Cloruro de colina 2 2,4 2,4 2,4 2,4
D-L metionina 3 3,6 3,6 3,6 3,6
Complejo

L 10 11,9 11,9 11,9 11,9
vitaminico
Complejo

. A 35 41,7 41,7 41,7 41,7
mineral
Lipidos
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A.S. 18,2 18,2 18,2 18,2 18,2
A.O.V.E. 0 89,8 0 0 0
A.O.V.E. FI 0 0 89,8 0 0
A.O.V.E. FlI 0 0 0 89,8 0
A.O.V.E. FllI 0 0 0 0 89,8
Celulosa
. L 50 59,5 59,5 59,5 59,5
microcristalina
Harina de maiz 150 178,6 178,6 178,6 178,6
Caseina 200 238,1 238,1 238,1 238,1
Azlcar Glass 500 488,1 488,1 488,1 488,1
Energia total (KJ) 15,7 7,8 7,8 7,8 7,8
Proteina (%
i 26,6 52,6 52,6 52,6 52,6
energia)
Lipidos (%
) 44 12,8 12,8 12,8 12,8
energia)
COH (%energia) 69 34,6 34,6 34,6 34,6

COH, carbohidratos. C.P., compuestos polares. A.S., aceite de soja, A.O.V.E., aceite de oliva virgen
extra (variedad Hojiblanca). A.O.V.E. Fl, aceite de oliva virgen extra con un 12,5% CP. A.O.V.E. Fll,
aceite de oliva virgen extra con un 26,5% CP. A.O.V.E. Flll, aceite de oliva virgen extra con un

33,6% CP.

* Complejo vitaminico (/kg dieta): retinol 15-17,8mg, calciferoles 0,025-0,029mg, tiamina 6-7,14mg,
riboflavina 6-7,14mg, piridoxina 7-8,33mg, cianocobalamina 0,1-0,119mg, tocoferoles 3-3,57mg,
vitamina K 0,05-0,06mg, acido félico 2-2,38mg,

biotina 0,2-0,238mg, pantotenato de calcio, acido nicotinico, 30-35,7mg, azlcar glass 9,91-11,8g.

AComplejo mineral (mg/g): NaCl 2,59-3,08g, Kl 0,35-0,42mg, selenito de sodio 5H,0 0,35-0,42mg,
selenito de sodio anhidro 0,23-0,27mg, CuCO; 10,5-12,51mg, sulfato potasico de cromo (lll) 19,25-
22,9mg, ZnCO; 56-66,72mg, MgCO3

0,12-0,14q, citrato férrico 0,21-0,25g, MgO 0,84-1¢g, K,SO, 1,82-2,17g, citrato de potasio=H,0O 7,7-
9,17¢, fosfato dibasico de calcio 17,5-20,85g, azlcar glass 4,13-4,92g.

Tabla 12 Composicidn de las dietas experimentales (g/kg)
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Los componentes se mezclaron en un recipiente apropiado,
anadiendo primero el compuesto de menor cantidad y asi sucesivamente.
Al final, se afnadieron el aceite y el agua, que daban una consistencia
pastosa al preparado. La masa se extendié y se cortd en porciones de
aproximadamente 3x3x2 centimetros (largo x ancho x altura) y se dejaron
secar entre dos pliegos de papel secante hasta el dia siguiente (Figura 10).
Una vez secos los fragmentos, se almacenaron en el frigorifico a 49C,
evitando asi el enranciamiento de los aceites.

Figura 10 Formato o presentacion de la dieta suministrada a las ratas

74



Materiales y Métodos

Estas son algunas consideraciones sobre la dieta (Van Zutphen et al,
1999; Martin Zudiga et al, 2001):

« La principal funcién de los hidratos de carbono es aportar
energia a corto plazo.

. Lafibra en la dieta es un componente que no aporta energia, en
cantidades apreciables, ni otros nutrientes; pero sin embargo,
tiene un papel regulador de todo el proceso digestivo,
disminuyendo el tiempo de transito y aumentando el volumen
de las heces.

o Los dacidos grasos de menor longitud de cadena son mads
absorbibles al ser menos dependientes de la lipasa y los acidos
biliares; ademads, se absorben via sanguinea y no linfatica. A
medida que aumenta la longitud de la cadena, la digestibilidad
disminuye.

« Respecto a los niveles dptimos de grasa en la dieta, los datos
disponibles hasta el momento, relacionados con la longevidad y
la aparicion de tumores, apuntan a cifras cercanas al 5%, ya que
estos niveles presentan las maximas ventajas y minimos
inconvenientes.

« Las vitaminas son sustancias organicas que se requieren en
pequeiias cantidades. Su funcion bioldgica es actuar como
biocatalizadores de las diferentes reacciones que tienen lugar
en la materia viva, formando parte de distintos sistemas
enzimaticos. Las vitaminas A, D, E y K son liposolubles, mientras

gue las vitaminas B y C, son hidrosolubles.
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La colina aporta el material basico a partir del cual se van a
formar sustancias de gran importancia bioldgica; asi la
acetilcolina (neurotransmisor), forma parte de los fosfolipidos
(lecitina), que participan en el transporte de lipidos y en la
formaciéon de las membranas bioldgicas. El incremento en la
cantidad de grasa, las deficiencias en folato o vitamina By, y los
aumentos de la temperatura ambiente incrementan las
necesidades de colina.

En un régimen de alimentacion ad libitum (libre acceso al
alimento las 24h del dia), los animales de laboratorio tienden a
consumir una cantidad constante de energia; por tanto, si la
densidad caldrica de la dieta se incrementa (aumento en el
porcentaje de grasa), los animales consumiran menos alimento,
lo que se traduce en un menor consumo generalizado de
nutrientes y viceversa. En el caso de una dieta rica en grasa, hay
qgue disminuir los hidratos de carbono tratando de que ambas
dietas sean isocaldricas y, por tanto, no se vea afectada la

ingestion global de proteinas, vitaminas y minerales.

SACRIFICIO DE LOS ANIMALES. TOMA DE MUESTRAS

Una vez transcurrido el tiempo de exposiciéon, se procedid al

sacrificio de los animales. Los animales se eutanasiaron dentro de una

misma franja horaria (entre las 17:00 y las 19:00h p.m.), para evitar

cualquier fluctuacion debida al ciclo circadiano. Los lotes de ratas se

sacrificaron en dias sucesivos, ya que los tratamientos comenzaron en dias

sucesivos también. Seguidamente se extrajo sangre por puncién cardiaca
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(Figura 11), se realizo la apertura de la cavidad abdominal (Figura 12) y se
extrajeron: corazén, aorta, higado, rindn e intestino. De los drganos
extraidos, se tomaron muestras para hacer estudios de anatomia

patoldgica y muestras para las determinaciones bioquimicas.

Figura 11 Extraccion de sangre por puncion cardiaca

Figura 12 Diseccion de una rata
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3.7.1. Tratamiento de la sangre

La sangre se distribuyd en tubos heparinizados y se agité suavemente,
evitando asi su coagulacién. Posteriormente, se distribuyd la cantidad
correspondiente en varios eppendorfs, para realizar el tratamiento
oportuno:

e 60 ul de sangre para la determinaciéon de hemoglobina.
e 500 ul de sangre para medir la actividad GR.

e 500 ul para la determinacién de la actividad CAT.

e 500 ul para medir la actividad SOD.

A estos tres ultimos tubos, se les afiadidé 1,5 ml de solucidn salina
(NaCl al 0,9%), se agitaron suavemente y se centrifugaron a 3000 rpm
durante cinco minutos a 42C. Una vez centrifugados, se desechd el
sobrenadante y se repitié el mismo proceso de lavado hasta cinco veces. Al
final del proceso, se conservd el pellet.

Todos los tubos se congelaron en nitréogeno liquido y se
almacenaron en el congelador de —-80°C hasta el momento de las
determinaciones.

La sangre heparinizada restante se centrifugé a 3000 rpm durante
veinte minutos (a temperatura ambiente). Se recogioé el sobrenadante y se
congeld en nitrégeno liquido para posteriormente guardarlo a —802C con el

resto de las muestras.

3.7.2. Tratamiento de las muestras de drganos

En esta seccidn se describe el tratamiento llevado a cabo en las
muestras de dérganos de cara a la realizaciéon de estudios de anatomia

patoldgica.
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Los drganos obtenidos se pesaron y se introdujeron, por separado,
en placas de petri con una solucién salina (NaCl al 0,9% p/v) atemperada a
49C, Los drganos se limpiaron, con sumo cuidado, y se retiraron los restos
de grasa. En el caso de los rifiones, se retird la capsula renal (tejido fibroso
conjuntivo que rodea cada rifién).

Una vez limpios los érganos destinados a estudios histopatoldgicos,
se tomo un fragmento representativo de cada uno y se le dio el siguiente
tratamiento; ya fuera para observacidn a microscopia éptica o electrdnica:

e Para microscopia éptica, las muestras se fijaron con formol al 10% vy
se conservaron a temperatura ambiente.
e Para microscopia electrdnica, se utilizé como fijador una solucién

de glutaraldehido compuesta por 2ml de glutaraldehido al 50%,

0,2041g de KH,POP,H,0, 0,0287g de K,HPO,7H,0 y 0,5g de NaCl en

un volumen de 100ml. Las muestras se conservaron a 4°C.

Los estudios de histopatologia se realizaron en colaboracién con el

Area de Toxicologia de la Universidad de Cérdoba.

3.7.3. Protocolo de homogeneizacion de érganos

En esta seccidn se describe el protocolo de homogeneizacién de los
o6rganos para llevar a cabo las determinaciones bioquimicas
correspondientes.

El tampon de homogeneizacion tiene la siguiente composicion:

e 50mM PO4H,K
e 1mMEDTA
e 1mg/mlBSA

El pH de la disolucion se ajusté a 7,5 con KOH.
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Los 6rganos se homogeneizaron en una proporcion 1/10 p/v con el
Ultra -Turrax .

Los homogeneizados obtenidos se centrifugaron a 4000 rpm,
durante 20 minutos a 49C. El sobrenadante se recogid y se alicuotd en
tubos eppendorf que se conservaron a —-802C para la posterior
determinaciéon de la concentracion de proteinas, distintas actividades

enzimaticas y la LPO.

3.8. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

Todas las determinaciones realizadas en este trabajo de

investigacion fueron puestas a punto en higado, rifidn, corazén y sangre.

3.8.1. Organos
3.8.1.1. Determinacidn de la concentracién de proteinas totales

La determinacién de la concentracion de proteinas en los
homogeneizados de tejidos es un paso previo a las determinaciones
enzimaticas ya que es necesario expresar dichas actividades en funciéon del

contenido en mg de proteinas de cada tejido.

Fundamento tedrico

Se empled el método de Bradford (1976).

El fundamento del método se basa en la combinacion del colorante
. . . ® ’
azul brillante de Coomassie G-250 (Bio-Rad ) con las proteinas dando lugar
a un complejo azul con elevado coeficiente de extincidon que le confiere

una elevada sensibilidad. La formacion del complejo es rapida, menos de
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dos minutos, y queda disuelto aproximadamente durante una hora sin

observarse precipitacion.

Reactivos y disoluciones

e Reactivo Coomassie Brillant Blue (CBB): Se diluye un volumen
de reactivo Bio-Rad® en cuatro volimenes de agua destilada. Se
filtra a través de papel Whatman n2 1 y se deja en reposo a
temperatura ambiente.

e Gammaglobulina bovina

Procedimiento

La determinacién se realizd por calibracién externa, interpolando
los resultados de absorbancia de las muestras en una curva de calibrado
preparada con y-globulina.

Como muestra se tomaron 5 pL de una dilucién 1/2 del

homogeneizado de tejido y se llevaron a 100 plL con agua destilada.

A los 100 pL de la disolucion problema o estandar se afiadieron 5
mL del reactivo Bio-Rad’ previamente disuelto, se agitd, se dejé reposar
durante 15 minutos y se procedid a la lectura de las absorbancia a 595 nm

en una cubeta de cristal antes de los 50 minutos.

Todas las determinaciones (estandares y muestras) se realizaron

por triplicado.
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3.8.1.2. Estado de peroxidacion lipidica (LPO)

Fundamento tedrico

El método de diagndstico mas directo a la hora de valorar el estado
de LPO en una muestra bioldgica seria la cuantificacién de los
hidroperéxidos formados en las etapas iniciales del proceso. Sin embargo,
la naturaleza especialmente labil y poco estable de estos productos ha
hecho que se recurra a métodos indirectos, esto es, al analisis de
productos secundarios o finales derivados de su metabolismo o
descomposicion.

De la gran variedad de métodos existentes para evaluar la LPO (lo
cual indica que no existe un método de eleccién sencillo) uno de los mas
utilizados es la cuantificacion de malondialdehido (MDA) y otros productos

de degradacién por medio de su reaccién con el acido tiobarbiturico (ATB).

Estos compuestos, en condiciones de bajo pH y temperatura
elevada, participan facilmente en una reaccién de adicion nucleofilica con
el ATB, generando un pigmento rojo fluorescente el cual puede ser
determinado mediante espectrofotometria visible o fluorescencia. Este
método tiene la gran ventaja de que la cuantificacién es muy sencilla. Sin
embargo, presenta una serie de claros inconvenientes que hay que tener
en cuenta a la hora de considerar la medida de ATB como indice de LPO:
asi, ni todos los lipidos producen estos compuestos cuando sufren
peroxidacién, ni se producen exclusivamente como resultado de la LPO.

Por consiguiente, se debe considerar este método solamente como un
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indicador de la potencial existencia de dafio peroxidativo sobre los lipidos
celulares, y no como una medida de la LPO.

Se ha seguido el método descrito por Esterbauer y Cheeseman
(1990), en el que el aducto formado por el MDA y el ATB se valora

espectrofotométricamente a 532 nm.

Reactivos y Disoluciones

e Disolucion de BHT al 1% en acido acético glacial

e Lauril sulfato sddico (SDS) al 8%

e Acido acético al 20%, pH 3,5 con NaOH

e Disolucion de ATB al 0,8% preparada extemporaneamente en
H,O milliQ (requiere calentamiento y agitacién para su
disolucion)

e Butanol

e 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP)

Procedimiento

Se debe trabajar con aproximadamente 1 mg de proteina en un
volumen de 0,5 mL del homogeneizado, lo cual equivale a diluir los
homogeneizados de acuerdo con los resultados obtenidos en la
determinacion de proteinas. Tras adicionar en el interior de tubos de
vidrio, 0,5 mL del homogeneizado, se afiadieron 25 pL de una disolucion de
BHT al 1% en acido acético glacial, 0,2 mL de SDS al 8%, 1 mL de acido
acético al 20% y 1 mL de una disolucion al 0,8% de ATB.

La mezcla de reaccidn se incubd durante 30 minutos a 95°C. Una

vez enfriados los tubos, se adicionaron 3 ml de butanol para extraer el
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aducto de color rosa formado durante la reaccidn. Se cerraron bien los
tubos, se agitaron vigorosamente y se centrifugaron durante 10 minutos a
4.000 rpm para separar las dos fases. Con ayuda de una pipeta Pasteur, se
recogio la fase superior y se leyeron las absorbancias a 532 nm frente al
blanco, constituido por 0,5 mL de agua milliQ, tratado de manera andloga
a las muestras.

Los resultados de absorbancia se interpolaron en una recta de

calibrado preparada al efecto usando TEP como estandar.

Todas las muestras y disoluciones estdndares se procesaron por

triplicado. Los resultados se expresaron en nmol ATB/ g tejido.

3.8.1.3. Determinacion de marcadores de estrés oxidativo

Para hacer un estudio de la posible induccién de estrés oxidativo
provocado por la ingestidon subcrénica de aceite sometido a distintos
grados de fritura en las muestras de rata estudiadas (higado, rifidn,
corazén y sangre), se valoraron las actividades de las siguientes enzimas

antioxidantes en los homogeneizados: SOD, CAT, GPx y GR.

3.8.1.3.1.Determinacion de la actividad SOD

Fundamento tedrico

Se utilizé el método descrito por McCord y Fridovich (1969) que
consiste en determinar la disminucién de la oxidacion del citocromo C, ya
que la SOD captura los radicales superdxido responsables de dicha

oxidacion.
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Para medir la actividad de esta enzima, se afiadié xantina como

fuente de iones superdéxidos, y xantino oxidasa para iniciar la reaccion:

_ xantino oxidasa
xantina urato + O, ™

La reaccién medida es la siguiente:

citocromo C reducido + O, — > citocromo C oxidado

2 02 - W H202 + 02

En la determinacidn se afiade cianuro (500 puM) para inhibir la
citocromo oxidasa y las peroxidasas de la muestra, asegurando de esta
forma que el citocromo oxidado que se detecte sea debido a su reaccién
con los radicales superdxido y no por generacién enzimatica, y que los
radicales superdxido sean los generados por la xantina/xantina oxidasa

Unicamente (no los generados por la actividad enzimatica de la muestra).

Reactivos y Disoluciones

e Tampdn SOD: PO4H,K 50 mM y EDTA 0,1 mM, pH final 7,8 con KOH.
e Disolucion de Xantina 50uM en tampdn SOD.

e Disolucion de Citocromo C 10 uM en tampdn SOD. Proteger de la

luz.

e Cianuro 500 uM en tampdn SOD.

Xantino oxidasa 2,5 U /mL en tampdn SOD. Extemporaneo.
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Procedimiento

Los homogeneizados se diluyeron para obtener una concentracién
de proteinas de 2 mg/ml. Tras ensayos previos en el laboratorio, se
determind la dilucién correcta.

La actividad SOD de las muestras se calcula en relacién a una
actividad mdaxima que se usa de referencia. En la microcubeta de
referencia se aflade: 510 pL de tampdn SOD, 190 uL de agua milliQ, 100 uL
de xantina, 100 uL de cianuro potdsico 500 mM y 100 pL de citocromo C.
Se realizd el mismo procedimiento en otra microcubeta pero afadiendo
180 pL de agua, y ambas se introdujeron posteriormente en el

espectrofotdmetro con el objeto de hacer el autocero.

Posteriormente se inicid6 la reaccion en la segunda cubeta
afiadiéndole 10 uL de xantina oxidasa y se midié la cinética a 550 nm cada

20 segundos, durante un periodo de tiempo total de 200 segundos.

Una vez obtenida la actividad SOD maxima (la referencia), se realizd
la medida en las muestras. Para ello, se afiadié en una microcubeta que
actuaba como blanco, 510 uL de tampdn SOD, 140 plL de agua milliQ, 100
uL de xantina, 100 pL de cianuro potasico 50 mM, 100 pL de citocromo Cy
50 pL de la muestra. Se repitid la operacion en otra microcubeta (con 130
uL de agua en lugar de 140 uL) y ambas se introdujeron posteriormente en
el espectrofotémetro con el objeto de hacer el autocero. La reaccidn se
inicié en la segunda cubeta afiadiéndole 10 pL de xantina oxidasa y se

midio segun la forma descrita anteriormente.
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El calculo de la actividad SOD se realizé de la forma siguiente:

AAmin (0-60) Referencia------ 100%

AAmin Muestra------------------ X

100-x =y (actividad SOD)
y/50=1z
z /b 10-3 = resultados U/mg proteinas
mg /mL Bradford /dilucién =a mg /mL =a pg /uL

apg/uLx50=b ug

Siendo las mU los nmoles de citocromo que no son oxidados

durante un min de reaccion.

3.8.1.3.2.Determinacion de la actividad CAT

Fundamento tedrico

Se utilizd el método descrito por Beers y Sizer (1952) que consiste

en determinar la desaparicion de H,0, a 240 nm.

2 H202 —> 2 HZO + 02
CAT
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Reactivos y Disoluciones

e Tampdn CAT: PO4H,K 0,5M, pH 7 con KOH

e Peroxido de hidrégeno 10 mM.

Procedimiento

Hay que trabajar aproximadamente con 50-100 ug de proteinas por
lo que se realizaron las diluciones correspondientes de los

homogeneizados.

En una cubeta de cuarzo se afiade 300 pL de tampdn fosfato, 2070
pL de agua milliQ y 30 plL de extracto y el valor de absorbancia obtenido al
medir frente al aire a 240 nm, se ajustd como cero. Posteriormente se
anadieron 600 pL de peréxido de hidrégeno en la propia cubeta y se midié
la cinética a intervalos de 20 segundos durante un tiempo total de 200
segundos.

El calculo de la actividad CAT se realizd6 mediante la siguiente

formula:
mU /mg = [(AAmin x 1mL x 10°)/(23 x mL muestra x mg /mL)] x Dil

Siendo las mU los nmoles de H,0, consumidos durante un min de

reaccion.
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3.8.1.3.3.Determinacion de la actividad GPx

Fundamento tedrico

Se utilizd el método descrito por Lawrence y Burk (1976) que
consiste en determinar la desaparicion del H,O, a 340 nm acoplando las

siguientes reacciones:

2GSH + H,0, GPx , GSSG +H,0
GSSG + NADPH+H' ____°®  § 2GSH + NADP*

Reactivos y disoluciones

e Tampdn GPx: PO4H,K 50 mM, EDTA 1 mM vy Azida sédica 1 mM, pH
7,5 con KOH.

e Disolucion de GSH 1 mM en tampdn GPx.

e Disolucion de GR 1 U/mL en tampdn GPx.

e Disoluciéon de H,0, 0,25 mM.

e Disolucion de NADPH 0,1 mM en bicarbonato potdsico al 0,75%.

Procedimiento

Se debe trabajar aproximadamente con 50-100 pg de proteinas por
lo que se realizaron las diluciones oportunas.

En una microcubeta de plastico se afiadieron 600 pL de tampdn
GPx, 100 pL de NADPH, 100 pL de GSH, 152 pL de agua, 8 uL de GR y 40 pL
de extracto, constituyendo el blanco frente al cual se realizé la medida. Se
procedio de igual forma en la microcubeta problema (con 52 uL en lugar

de 152 plL) y ambas se introdujeron en el espectrofotémetro con el objeto
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de hacer el autocero. Posteriormente se inicio la reaccion en la segunda
microcubeta afiadiéndole 100 uL de H,0, y se midid la cinética cada veinte
segundos durante un tiempo total de 200 segundos.

El calculo de la actividad GPx se realizé mediante la siguiente

féormula:

mU /mg = [(AAmin x 1 x 10%)/(6,22 x 1 x Proteinas (mg /mL) x
0,04)] x Dil

Siendo las mU los nhmoles de NADPH consumidos durante un min

de reaccion.

3.8.1.3.4.Determinacion de la actividad GR

Fundamento tedrico

Se utilizé el método descrito por Calberg y Mannervik (1975) que

consiste en determinar la desaparicion de GSSG a 340 nm:

GSSG + NADPH+H" o » 2GSH + NADP*

Reactivos vy disoluciones

e Tampdn GR: PO4H,K 100 mM, EDTA 0,5 mM y KCl 200 mM, pH
7,5 con KOH.

e Disolucion de NADPH 0,1mM en 5 mL de bicarbonato potdsico
al 0,75%.

e Disolucion de GSSG 1mM en tampdn GR.
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Procedimiento

Se debe trabajar con aproximadamente con 50-100 pg de
proteinas, por lo que se realizaron las diluciones oportunas.

En una microcubeta de pldstico se afiadieron 600 pL de tampdn GR,
100 pL de NADPH, 200 pL de agua y 100 pL de extracto que sera el blanco
frente al cual se hara la medida. Ello se repite en otra microcubeta (con
100 plL de agua y no 200 pulL), y ambas se incubaron a 372C durante unos 10
minutos. Se introdujeron posteriormente en el espectrofotémetro con el
objeto de hacer el autocero. Se dispard la reaccién en la segunda cubeta
anadiéndole 100 pL de GSSG y se midid la cinética cada veinte segundos
durante un tiempo total de 200 segundos.

El cdlculo de la actividad GR se realizd mediante la siguiente

féormula:

mU /mg = [(AAmin x 1 x 10%)/(6,22 x 1 x Proteinas (mg /mL) x
0,1)] x Dil

Siendo las mU los nmoles de NADPH consumidos durante un min

de reaccion.

3.8.2. Sangre
3.8.2.1. Determinacidn de la concentracion de hemoglobina

La hemoglobina se determind con un kit comercial de Spinreact.
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Fundamento tedrico

La hemoglobina es oxidada por la acciéon del ferricianuro a
metahemoglobina y mediante el cianuro se convierte en
cianometahemoglobina.

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracién

de hemoglobina presente en la muestra ensayada.

Reactivos y disoluciones

e Ferricianuro de potasio: 0,60 mmol/I
e Cianuro de potasio: 0,90 mmol/I
e Dihidrogeno fosfato de potasio: 2 mol/I

e Patron de hemoglobina (origen animal): 15g/dl

Procedimiento

Se mide la absorbancia a 540 nm de un blanco, el patrén y de cada
una de las muestras. La medida se hace a temperatura ambiente.
El cdlculo de la concentraciéon de hemoglobina se realizé mediante

la siguiente férmula:

(A) Muestra / (A) Patron x 15 (Conc. Patrén) = g/dl de

hemoglobina en la muestra

3.8.2.2. Estado de peroxidacion lipidica (LPO)

Se realizdé en plasma, de la misma forma que se describié en un

apartado anterior (3.8.1.2).

92



Materiales y Métodos

3.8.2.1. Determinacion de marcadores de estrés oxidativo

Las actividades enzimaticas se determinaron de la misma manera
gue para los drganos; a excepcion de la actividad glutatién peroxidasa para

la que se empled un kit especifico (Randox RS 505).

3.8.2.1.1.Determinacion de la actividad GPx

Fundamento tedrico

La GPx cataliza la oxidacion del glutatidon por el hidroperdxido de
cumeno. Ante la presencia de glutation reductasa y NADPH, el glutation
oxidado es convertido a la forma reducida (por la oxidacion del NADPH a
NADP").

Se mide en este caso, la absorbancia a 340nm.

Estas son las reacciones que tienen lugar:

2 GSH + ROOH T ROH + GSSG + H,0
X

GSSG + NADPH + H* T NADP* + 2 GSH

Reactivos y disoluciones

e Glutatiéon: 4 mmol/I

e Glutatidn reductasa: = 0,5 U/10,90 mmol/I
e NADPH: 0,34 mmol/I

e Tampon fosfato: 0,05 mol/l; pH 7,2

e EDTA: 4,3 mmol/l

e Hidroperéxido de cumeno: 0,18 mmol/I

e Agente diluyente
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Procedimiento

Se midié la absorbancia a 340 nm en el momento inicial y al cabo

de 1y 2 minutos. Se midié a 372C.

El nivel de glutation peroxidasa se calculd por la siguiente formula:

U/l hemolisado = 8412 x AA 340 nm/min

3.9.  ANALISIS ESTADISTICO

Los datos individuales de absorbancia de cada una de las medidas
se transformaron en unidades de actividades enzimaticas o en las de

cantidades de sustrato mediante el uso de hojas de calculo (Excel).

La significacion estadistica de los resultados obtenidos en los
distintos parametros estudiados, expresados como media * error estandar
(S.E.) se evalud mediante andlisis de la varianza (ANOVA), seguida del test
de comparacién multiple de Tukey realizados con el paquete estadistico
INSTAT de Graph Pad™. Las diferencias entre los lotes de experimentacién
fueron consideradas significativas a partir de un nivel de probabilidad del

5% (p< 0.05).
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4. RESULTADOS

Durante todo el experimento, no se identificaron efectos
toxicos observables (tanto a nivel fisico como comportamental), ni se
registrd ninguna baja.

En primer lugar, se verdn aspectos relacionados con Ia
anatomia patoldgica y, en segundo lugar, las determinaciones
bioquimicas. Previamente, atenderemos a las mediciones realizadas
en cuando a consumo de alimento y agua e incremento de peso.

4.1. EVOLUCION DEL PESO Y CONSUMOS

La variacion del peso en las ratas, asi como el consumo de agua
y alimento fueron seguidos durante todo el tratamiento. En cuanto a
los pesos, no se encontraron diferencias entre los distintos grupos
experimentales. La variable “peso” seguia, como era de esperar, una
progresion ascendente hasta una fase de meseta o estabilizacién

(Figura 13).
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GRAMOS

EVOLUCION DE PESOS POR TIPO DE DIETA
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Figura 13 Evolucion de pesos en los distintos grupos por tipos de dieta

En la siguiente grafica, se representa la ganancia de peso. Se
calcula de la siguiente manera:

G= 100(Apeso semanal/peso inicial -1)
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Figura 14 Incremento de pesos en los distintos grupos por tipos de dieta

El incremento de peso es mayor en las primeras semanas de
tratamiento, atenuandose poco a poco con el transcurso del tiempo.
Se observa que el incremento de peso es menor en las ratas
alimentadas con el aceite Frito Il (con un 33.6% CPs) y que aquellas
gue se alimentaron con la dieta Inicial (12% de aceite de oliva sin
tratar), son las que exhibieron mayor incremento de peso.

Al analizar los datos registrados en los grupos experimentales
con el programa estadisitco INSTAT de Graph Pad™, se observan
diferencias significativas entre algunos de los grupos (p valor <
0,00001; lo cual es muy significativo). Las diferencias se muestran en el
lote Frito Ill, con respecto a los grupos Inicial (extremadamente
significativo), Frito | y Frito Il (muy significativo en estos dos ultimos
€asos).
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En cuanto al consumo de agua (Figura 15), si aplicamos el test
estadistico, observamos diferencias significativas entre los distintos
grupos experimentales, siendo el grupo Control el que mayor consumo
de agua presenta (seguido del grupo Frito ) y el grupo Frito Ill, el que
menos (muy préximo a los valores de los grupos Inicial y Frito 11).

En el consumo de alimento (Figura 16), con un p valor <0,0136,
se observd una reduccion en la ingesta en aquellos grupos
alimentados con dietas suplementadas en aceites, posiblemente
debido a una disminucidon de la palatabilidad entre la dieta control
(con un 5% de aceite) y el resto (con un 12%).

45

Consumo de agualtipo de dieta (ml)
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Figura 15 Consumo de agua en los distintos grupos por tipos de dieta

98




Resultados

Consumo de comida/tipo de dieta (g)
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Figura 16 Consumo de alimento en los distintos grupos por tipos de dieta

Se representa, por otro lado, la medida de Eficacia de
conversion de la ingesta, entendida como la relacién entre la ingesta
de comida y el incremento de peso en el cual revierte. Se calcula de la
siguiente manera:

ECl= A peso / ingesta comida .100
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Si comparamos entre los distintos grupos experimentales,

vemos que en dietas isocaldricas, es mas eficiente la que tiene un

mayor porcentaje de grasa (independientemente de la cantidad de

compuestos polares que posea).
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Figura 17 Eficacia de conversion de la ingesta en los distintos grupos experimentales
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4.2. ANATOMIA PATOLOGICA
AORTA:

Se representa el peso de la aorta (g) por cada uno de los grupos
experimentales. Existen diferencias significativas con respecto al grupo
Inicial, tanto en el grupo Frito Il (con un 26,5%CP) como en el Frito llI

(con un 33,6%CP).

Peso aorta (g) por tipos de dietas

0,18

0,16

0,14

0,12 T T b
0,1
0,08
0,06
0,04
0,02
0 T T T

Control Inicial 12,5%CP 26,5%CP 33,6%CP

o

Figura 18 Peso de la aorta en los distintos grupos experimentales

La letra b representa diferencias significativas con respecto al grupo Inicial.

El indice somatico, esto es, la relacién entre el peso de un
6rgano y el peso total del animal, varia significativamente con

respecto al Inicial, sélo en el grupo con un 26,5%CP (Figura 19).
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Peso aorta / peso ratas (g) por tipos de dietas

T
T -
I I b E

Control Inicial 12,5%CP 26,5%CP 33,6%CP

Figura 19 indice somatico en aorta en los distintos grupos experimentales

La letra b representa diferencias significativas con respecto al grupo Inicial.

La aorta de las ratas del grupo Control (Figura 20A) presenta

una morfologia normal observada mediante microscopio &ptico

(M.O.). Asi, se aprecian bandas de elastina muy numerosas dispuestas

normalmente, y entre ellas fibras elasticas con cierto grado de

desorganizacion.

En los lotes de ratas tratadas se observa una alteracion de la

estructura de la aorta que consiste en general, en una homogenizacién

de las fibras elasticas con pérdida de estructura, sobretodo de

elastina, un aumento de las fibras de colageno y necrosis generalizada
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de las fibras lisas. Si bien se mantiene la alternancia de fibras lisas y
fibras eldsticas, ademads, de zonas de esteatomas y cristales.

Asi, en el Frito | (12,5% CP) (Figura 20B), se observa, mediante
microscopia Optica, que aunque las bandas elasticas se mantienen,
han perdido su ondulacidn normal y parcialmente su organizacion, y
presentan cierta homogenizacion.

En el lote Frito Il (26,5% CP) (Figura 20C), la aorta muestra una
desorganizacion parcial de las bandas eldsticas, incluso con pérdida de
su continuidad, con homogenizacién y presentandose entre ellas fibras
musculares lisas con imagenes de necrosis.

En la aorta de las ratas del grupo Frito Il (33,6% CP) (Figura
20D) observada mediante M.O., se acentUan todos estos procesos
degenerativos descritos en los lotes Frito | y Frito Il, y ademas
muestran un adelgazamiento de la pared de la aorta, en la que las
fibras de elastina han perdido su estructura normal y se aprecia

necrosis de la fibra lisa.
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teraciones del tejido de la aorta (microscopio 6ptico)

Figura 20 Al

Microscopio 6ptico (tincion hematoxilina-eosina). (A) Grupo Control: disposicion
normal de las bandas de elastina. (B) Lote Frito | (12,5% CP): pérdida de la
ondulacién normal (circulo). (C) Lote Frito Il (26,5% CP): desorganizacion parcial de
las bandas elasticas. (D) Lote Frito Il (33,6% CP): adelgazamiento de la pared de la
aorta.
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CORAZON:

Se representa el peso del corazéon (g) por cada uno de los
grupos experimentales; no habiendo diferencias significativas entre los

distintos tratamientos.

Peso corazén (g) por tipos de dietas
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Figura 21 Peso del corazon en los distintos grupos experimentales

El indice cardiosomatico no varia en ninguno de los lotes
tratados ni con respecto al lote Control ni con respecto al grupo Inicial

(Figura 22):
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Peso corazon / peso ratas (g) por tipos de dietas
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Figura 22 indice cardiosomatico en los distintos grupos experimentales

La estructura del corazén observada al M.O. de las ratas del
grupo Control se caracteriza por una morfologia normal, con células
alargadas con nucleos centrales (Figura 20A) y al M.E se aprecia
igualmente una estructura normal con un material contractil uniforme
y mitocondrias asociadas (Figura 23A).

En el corazdon de las ratas de los lotes tratados con aceite
sometido a distintos grados de fritura se observa una degeneracion
turbia con procesos necréticos y edema generalizado.

En el lote Frito Il (con un 26,5% de compuestos polares), el
corazén observado mediante microscopia dptica muestra amplias

zonas de fibras con sarcoplasma hialinizado con nucleos basdfilos y
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pequefios (Figura 20B y C). Mientras que, al M.E. se detecta
destruccién parcial del material contractil con desorganizacidon de
mitocondrias, fibras con nucleos de bordes dentados, con gran
pérdida de material contractil muy basoéfilos y pequeios (Figura 23 B,
CyD).

En las ratas del lote Frito Il (con un 33,6% de compuestos
polares) el corazén muestra amplias zonas de hialinizacién con fibras
con claros signos de degeneracion Zenkeriana (hialinizacion) vy
vacuolizacién celular. Amplias zonas de tumefaccion y necrosis de las
fibras con deflecacidon de las mismas (Figura 20D). Al M.E se observa
pérdida parcial de material contractil e hinchamiento de Ia
mitocondria (Figura 23C).

El edema intersticial se presenta de forma constante en todos

los lotes tratados.
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Figura 23 Alteraciones del tejido cardiaco (microscopio 6ptico)

Ratas expuestas de forma subcrdnica a dietas elaboradas con aceite sometido a
diversos grados de fritura. Microscopio Optico (tincion hematoxilina-eosina). (A)
Grupo Control: tejido cardiaco normal con células alargadas. (B) Lote Frito 1 (12,5%
CP): zones hialinizadas (circulo). (C) Lote Frito Il (26,5% CP): picnosis nuclear
(flecha). (D) Lote Frito Ill (33,6% CP): edema generalizado (circulo).
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Figura 24 Alteraciones del tejido cardiaco (microscopio electrénico)

Ratas expuestas de forma subcrénica a dietas elaboradas con aceite sometido a
diversos grados de fritura. Microscopio electrénico. (A) Grupo Control: material
contractil normal, con mitocondrias asociadas. (B) Lote Frito | (12,5% CP). (C) Lote
Frito Il (26,5% CP). (D) Lote Frito Ill (33,6% CP). Se aprecia desorganizacion del
material contractil (circulos) y tumefacciéon mitocondrial (flechas).
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RINON:
Se representa el peso del rifidn comparandolo entre los

distintos grupos experimentales. No se encuentran diferencias

significativas entre los distintos tipos de tratamientos.

Peso rifién (g) por tipos de dietas

2,5

—
L

1,5

0,5

Control Inicial 12,5%CP 26,5%CP 33,6%CP

Figura 25 Peso del riiidn en los distintos grupos experimentales

En el caso del rifidn, el indice somatico (Figura 26 ) presenta
diferencias significativas en los grupos Frito | y Frito Ill, con respecto a

los grupos Control e Inicial respectivamente.
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Peso rifion / peso ratas (g) por tipos de dietas
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Figura 26 indice somatico (rifién) y comparacién entre lotes experimentales

La letra a indica diferencias significativas con respecto al grupo Control y la b, con
respecto al grupo Inicial.

En el grupo Control las ratas muestran un rindn con estructura
aparentemente normal caracterizada por un glomérulo de grandes
dimensiones, timulos aparentemente normales sin presentar luces en
los tumulos contorneados proximales pero si en los distales (Figura 27

A).

Las ratas de los lotes tratados muestran en rifidn procesos de
glomerulopatia con tubulonefrosis generalizada que termina en

procesos de atrofia glomerular.

En el grupo Frito Il (26,5% CP), las ratas presentan en el

glomérulo una fuerte vacuolizacion a nivel de la cdpsula de Bowmany
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arrugamiento de los capilares. Los tumulos proximales y distales

presentan luces.

La capsula de Bowman aparece replegada con pérdida parcial
de luces y nucleos picnéticos dando imagen de glomérulos atréficos

(Figura 27 C).

En el grupo Frito Il (33,6% CP) se acentlan todos estos
procesos y se destaca una glomerulopatia con pérdida del espacio de
Bowman, repliegue de los capilares y las células mesangiales como
podocitos con nucleos picnéticos dando una imagen de atrofia

glomerular. También se aprecia blomerulonefrosis (Figura 27 C).
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Figura 27 Alteraciones del tejido renal (microscopio 6ptico)

Ratas expuestas de forma subcrénica a dietas elaboradas con aceite sometido a
diversos grados de fritura. Microscopio dptico (tincion hematoxilina-eosina). (A)
Grupo Control: estructura normal. Glomérulo grande y tumulos normales. (B) Lote
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Frito | (12,5% CP). (C) Lote Frito Il (26,5% CP): capsula de Bowman replegada
(flechas) y nucleos picnéticos (estrella). (D) Lote Frito Il (33,6% CP): pérdida del
espacio de Bowman (flecha) y nucleos picnéticos (estrella).

HIGADO:

Se representa el peso del higado en comparacién con los
distintos grupos experimentales. No se encuentran diferencias

significativas entre los distintos tipos de tratamientos.

Peso higado (g) por tipo de dietas
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12

I
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0 : :

Control Inicial 12,5%CP 26,5%CP 33,6%CP

Figura 28 Peso del higado en los distintos grupos experimentales

El indice hepatosomadtico tampoco varia en ninguno de los
lotes tratados ni con respecto el lote Control ni con respecto al grupo

Inicial (Figura 29):
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Peso higado / peso ratas (g) por tipos de dietas
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Figura 29 Indice hepatosomatico en los distintos grupos experimentales

La estructura hepatica del grupo Control es aparentemente
normal frente a la de los lotes tratados que muestran ligeras
alteraciones, siendo este érgano el menos afectado de los estudiados
(Figura 30A). En los lotes tratados con aceites de fritura, se aprecia una
suave esteatosis multilocular y ligera hepatitis parenquimatosa, que se
acentua en la fase final como esteatosis intersticial.

En el higado de las ratas del lote Frito | (Figura 30B) se
observan los cordones hepaticos normales y pequeiias infiltraciones a
modo de ligera hepatitis parenquimatosa, mientras que en el lote Frito
Il (Figura 30C) los hepatocitos se muestran tumefactos, pero aun
también mantienen la estructura de cordones y soélo se detecta

esteatosis multilocular. Por ultimo en el lote Frito Ill, ademas de la
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esteatosis se puede apreciar una fuerte infiltracion, sobre todo en los

intersticios (Figura 30D).

A

Figura 30 Alteraciones del tejido hepatico (microscopio 6ptico)

Ratas expuestas de forma subcrénica a dietas elaboradas con aceite sometido a

diversos grados de fritura. Microscopio 6ptico (tincion hematoxilina-eosina). (A)

Grupo Control: cordones hepaticos normales. (B) Lote Frito | (12,5% CP). (C) Lote
Frito 1l (26,5% CP). (D) Lote Frito Ill (33,6% CP). Esteatosis multilocular (circulos),
que se acentua en la fase final como esteatosis intersticial (flechas)
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Resultados

DETERMINACIONES BIOQUIMICAS
4.3.1. Organos
CORAZON:

* Medida de la LPO:

Con respecto a los grupos Control e Inicial, se aprecia un

aumento significativo de la peroxidacion lipidica en todos los lotes

tratados con los aceites sometidos a los distintos grados de fritura

(Figura 31).

LPO (nmoles TBARS/g tej)

Corazon

a,b a,b a,b
450 ~
400 - T T
350 -
300 +
250 - T
200 +
150 +

100 A

Control Inicial 12.5 %CP 26.5 %CP 33.6 %CP

Figura 31 Peroxidacidn lipidica en corazén (expresada en nmoles/g)

Tejido en corazén de ratas expuestas de forma subcrénica a una dieta elaborada
con aceite sometido a diversos grados de fritura. Los niveles de significacion
(p<0,05) observados fueron (a) con respecto al grupo Control y (b) respecto al
grupo Inicial.
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* Medida de la actividad de las enzimas antioxidantes: SOD,

CAT, GPx y GR:

En cuanto a la actividad superéxido dismutasa (Figura 32), no

se encontraron diferencias significativas entre los distintos grupos.

450 1 Corazon
400 +
350 - I
300 - T T
250 +
200 +
150 -

SOD (U/mg prot)

100 +

50 -

Control Inicial 12.5% CP 26.5% CP 33.6% CP

Figura 32 Actividad SOD en corazén (expresada en U/mg proteina).

Corazdn de ratas expuestas de forma subcrdnica a una dieta elaborada con aceite
sometido a diversos grados de fritura. No se observaron diferencias significativas
entre los distintos grupos

En la actividad catalasa (Figura 33), se observé un aumento
significativo en los lotes Frito Il y Frito Il (con un 26.5% y 33,6% de
compuestos polares respectivamente). En ambos grupos, la actividad

fue mayor en comparacién con los grupos Control e Inicial.
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Figura 33 Actividad CAT en corazén (expresada en U/mg proteina).

Corazon de ratas expuestas de forma subcrdnica a una dieta elaborada con aceite
sometido a diversos grados de fritura. Los niveles de significacion (p<0,05)
observados fueron (a) con respecto al grupo Control y (b) respecto al grupo Inicial

En cuanto a la GPx (Figura 34), todos los lotes tratados con aceites
conteniendo distintos niveles de compuestos polares experimentaron una
disminucion significativa de esta actividad enzimdtica en comparacién con

los grupos Control e Inicial.
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Figura 34 Actividad GPx en corazén (expresada en U/mg proteina)

Corazdn de ratas expuestas de forma subcrdnica a una dieta elaborada con aceite
sometido a diversos grados de fritura. Los niveles de significacion (p<0,05)
observados fueron (a) con respecto al grupo Control y (b) respecto al grupo Inicial

Por ultimo, en la actividad GR (Figura 35), no se observaron
cambios significativos en ninguno de los lotes experimentales.
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Resultados
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Figura 35 Actividad GR en corazén (expresada en U/mg proteina)

Ratas expuestas de forma subcronica a una dieta elaborada con aceite
sometido a diversos grados de fritura. No se observaron diferencias

significativas entre los distintos grupos.

RINON:
* Medida de la LPO:

Con respecto a los grupos Control e Inicial, se aprecié un
aumento significativo de la peroxidacion lipidica en los grupos tratados

con los aceites fritos (Figura 36).
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Figura 36 Peroxidacién lipidica (LPO) en rifién (expresada en nmoles/g tejido).

Rifidn de ratas expuestas de forma subcrénica a una dieta elaborada con aceite
sometido a diversos grados de fritura. Los niveles de significacion (p<0,05)
observados fueron (a) con respecto al grupo Control y (b) respecto al grupo Inicial.

* Medida de la actividad de las enzimas antioxidantes: SOD,

CAT, GPxy GR:

En cuanto a la actividad SOD, no se observaron diferencias

significativas entre los distintos grupos (Figura 37).
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SOD (U/mg prot)
w

Control Inicial 12.5% CP 26.5% CP 33.6% CP

Figura 37 Actividad SOD en rifién (expresada en U/mg proteina)

Rifién de ratas expuestas de forma subcrénica a una dieta elaborada con aceite
sometido a diversos grados de fritura. No se observaron diferencias significativas
entre los distintos grupos

En la actividad CAT (Figura 38 ), los cambios se observaron en los dos
ultimos lotes tratados (Frito Il y Frito Ill; con un 26,5 y 33,6% de
compuestos polares respectivamente). Se observa una disminucién de
la actividad enzimatica. En el lote Frito Il, las diferencias fueron sélo
con respecto al grupo Control, mientras que en el lote Frito lll, las

divergencias fueron frente a los grupos Control e Inicial.
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Figura 38 Actividad CAT en rifién (expresada en U/mg proteina).

Rifidn de ratas expuestas de forma subcrénica a una dieta elaborada con aceite
sometido a diversos grados de fritura. Los niveles de significacion (p<0,05)
observados fueron (a) con respecto al grupo Control y (b) respecto al grupo Inicial.

De forma similar, la actividad GPx experimentd una reduccién
significativa en los grupos con un 26,5% y 33,6% de compuestos
polares en sus dietas (Figura 39).
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Figura 39 Actividad GPx en rifion (expresada en U/mg proteina).
Rifién de ratas expuestas de forma subcrénica a una dieta elaborada con aceite
sometido a diversos grados de fritura. Los niveles de significacion (p<0,05)
observados fueron (a) con respecto al grupo Control y (b) respecto al grupo Inicial
En la actividad GR, no se produjeron cambios significativos
(Figura 40).
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Figura 40 Actividad GR en riiién (expresada en U/mg proteina)

Rifidn de ratas expuestas de forma subcrénica a una dieta elaborada con aceite
sometido a diversos grados de fritura. No se observaron diferencias significativas
entre los distintos grupos.

HIGADO:

* Medida de la LPO:

En este drgano, los niveles de LPO (Figura 41 ) no muestran
cambios significativos en las ratas tratadas con un 12,5% y 26,5% de
compuestos polares. Sin embargo, en aquéllas que recibieron una
dieta con un 33,6% de compuestos polares, se observéd un aumento
significativo de este parametro en comparacién con respecto al lote

Control y al Inicial.
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Figura 41 Peroxidacidn lipidica en higado (expresada en nmoles/g tejido)

Higado de ratas expuestas de forma subcrénica a una dieta elaborada con aceite
sometido a diversos grados de fritura. Los niveles de significacion (p<0,05)
observados fueron (a) con respecto al grupo Control y (b) respecto al grupo Inicial.

* Medida de la actividad de las enzimas antioxidantes: SOD,

CAT, GPx y GR:

En cuanto a la actividad SOD (Figura 42), no se observan

cambios significativos entre los diferentes grupos experimentales.
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Higado

180 1

160 1

140 A T T "|'

120 4

100 1

80 1

60 1

40 4

20 1

Control Inicial 12,5 %CP 26,5 %CP 33,6 %CP

Figura 42 Actividad SOD en higado (expresada en U/mg proteina).

Higado de ratas expuestas de forma subcrénica a una dieta elaborada con aceite
sometido a diversos grados de fritura. No se observaron diferencias significativas
entre los distintos grupos.

En las actividades CAT (
Figura 43), GPx (Figura 44) y GR (

Figura 45 ), tampoco se produjeron cambios significativos en

los distintos lotes tratados.
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Figura 43 Actividad CAT en higado (expresada en U/mg proteina)
Higado de ratas expuestas de forma subcrdnica a una dieta elaborada con aceite
sometido a diversos grados de fritura. No se encontraron diferencias significativas
entre los grupos experimentales
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Figura 44 Actividad GPx en higado (expresada en U/mg proteina).

Higado de ratas expuestas de forma subcronica a una dieta elaborada con aceite
sometido a diversos grados de fritura. No se observaron diferencias significativas

entre los distintos grupos.
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Figura 45 Actividad GR en higado (expresada en U/mg proteina).

Higado de ratas expuestas de forma subcrdnica a una dieta elaborada con aceite
sometido a diversos grados de fritura. No se observaron diferencias significativas

entre los diferentes lotes experimentales

4.3.2. Sangre

* Medida de la LPO en plasma:

Las medidas obtenidas en plasma (Figura 46) indican que se
produjo un aumento significativo de la peroxidacién lipidica en los
grupos alimentados con las dietas Frito Il y Frito Il (con un 26,5% y
33,6% de compuestos polares respectivamente), siendo estas

diferencias significativas respecto al Control.
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Figura 46 Peroxidacidn lipidica en plasma (expresada en nmoles/mg de proteina).

Plasma de ratas expuestas de forma subcrénica a una dieta elaborada con aceite
sometido a diversos grados de fritura. Se encontraron diferencias significativas en
los grupos Frito Il y Frito Il (p<0,05) con respecto al Control

* Medida de la actividad de las enzimas antioxidantes: SOD,

CAT, GPx y GR:

En la actividad SOD (Figura 47), se observaron cambios
significativos en los lotes tratados con aceite de oliva virgen
procedente de la fritura (12,5%, 26.5% vy 33,6% de compuestos
polares). Las diferencias son patentes respecto a los grupos Control e
Inicial. Inicialmente, la actividad SOD experimentd un aumento en los
lotes Frito | (12,5% CP) y Frito Il (26.5% CP) para luego descender en el
Frito 111 (33,6% CP).
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Figura 47 Actividad SOD en sangre (expresada en U/mg proteina).

Sangre de ratas expuestas de forma subcrénica a una dieta elaborada con aceite
sometido a diversos grados de fritura. Los niveles de significacion (p<0,05)
observados fueron (a) con respecto al grupo Control y (b) respecto al grupo Inicial

La CAT (Figura 48) tiene su maxima actividad en el grupo con
un 26,5% de compuestos polares en la dieta. Sigue practicamente la
misma progresién que la actividad SOD, con un maximo en Frito Il, y a
partir de ahi, decrece. Las diferencias se observan respecto a los

grupos Control e Inicial.
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Figura 48 Actividad CAT en sangre (expresada en U/mg proteina).

Sangre de ratas expuestas de forma subcrénica a una dieta elaborada con aceite
sometido a diversos grados de fritura. Los niveles de significacion (p<0,05)
observados fueron (a) con respecto al grupo Control y (b) respecto al grupo Inicial

En la actividad GPx (

Figura 49) no se observaron diferencias significativas entre los

distintos grupos experimentales.
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Figura 49 Actividad GPx en sangre (expresada en U/mg).

Proteina, en sangre de ratas expuestas de forma subcrénica a una dieta elaborada
con aceite sometido a diversos grados de fritura. No se observaron diferencias
significativas entre los diferentes lotes experimentales

En la actividad GR (Figura 50) tampoco se observaron

diferencias significativas entre los distintos lotes.
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Figura 50 Actividad GR en sangre (expresada en U/mg).

Proteina, en sangre de ratas expuestas de forma subcrénica a una dieta elaborada
con aceite sometido a diversos grados de fritura. No se observaron diferencias
significativas entre los diferentes lotes experimentales

Paralelamente a las determinaciones anteriores, se llevd a cabo
el estudio del perfil bioquimico del suero sanguineo en los distintos
lotes experimentales. Se evaluaron diferentes parametros, en busca
de datos que reforzasen los resultados previos. Estos son: glucosa,
urea, creatinina, tiempo de protrombina (TP), albimina, colesterol,
triglicéridos, aspartato aminotransferasa (AST), alanina
aminotransferasa (ALT), lipoproteinas de baja densidad (LDLP),
fosfatasa alcalina (ALP-AMP), amilasas, creatina quinasa (CK-Nac),
niveles de calcio, sodio, potasio, cloro, colina e inhibidor de proteasa
(IP) o antitripsina.

En la Tabla 13 se muestra el resultado del andlisis bioquimico
en los distintos grupos experimentales. Las diferencias significativas se
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indican con superindices; siendo “a” diferencias con respecto al grupo

Control y “b”, con respecto al Inicial.

Glucosa 134,45 + 38,09 205,05 + 38,93 168,01 + 17,20 159,05 + 32,56 137,06 + 14,01
Urea 32,58+ 6,65 36,84 + 5,89 34,79+ 6,81 31,75+ 3,48 29,54 +2,70
Creatinina 0,6 0,00 0,77 £0,06 0,67 +0,06 0,65+ 0,06 0,64+ 0,05
UA 0,78 +0,11 1+0,43 0,69 + 0,09 0,43+0,12 0,76 +0,08
) 6,74 % 0,66 6,78+ 0,29 6,79 0,43 6,47 0,09 6,18+ 0,25
Albiimina 4,16 + 0,15 4,01+0,21 4,12 +0,14 3,93+0,08 3,77+0,21
Triglicéridos 88,79+7,71 141,86 + 44,94 105,98 + 4,75 64,70+ 6,21° 41,82+5,381°
Colesterol 53,94 + 13,52 59,35 + 8,07 73,14+ 11,38 57,73+ 18,64 75,22 +9,44
AST 71,50 + 7,78 83,25+ 3,86 87,25+ 21,5 138,50+ 20,68 | 120,00 * 14,63 >
ALT 23,00+ 4,24 27,00+ 5,03 29,75+ 4,11 41,00 + 4,69 41,25 +7,63
LDLP 221,50 + 17,68 671,50 * 43,49 382,00+149,32 | 38550+105,14b | 250,20%83,22b
ALP-AMP 133,50 + 28,99 145,25 + 13,45 174,00 + 29,02 148,50 + 41,36 136,80 + 31,03
Amilasa 2897,50+9,19 | 3163,75+251,62 | 2727,25+264,85 | 2920,00 +460,28 | 2459,00 + 315,22
CK-Nac 212,00 +106,71 | 352,67 105,21 321,25 +182,99 374,50 + 142,42 253,40 + 123,45
Calcio 10,04 + 0,64 9,79+0,17 9,13 +0,29 9,17 +0,17 8,82 + 0,40

P 4,63+0,54 4,60+1,37 4,40+ 0,36 4,55+ 0,68 4,63+0,83
Colina 50,50 + 20,98 123,00 + 49,51 144,25 + 22,11 118,33 +25,11 139,80 + 112,04
Sodio 142,00 0,82 138,50 + 3,53 137,67 +4,93 141,25 + 2,06 136,60 + 11,33
Potasio 4,90 +1,30 5,40 + 0,00 4,02+0,95 4,7+1,01 4,52+0,63
Cloro 104,75 + 1,89 103,50 + 2,12 101,67 +3,51 104,00 + 2,16 99,00 +7,97

Tabla 13 Analisis bioquimico en plasma de los distintos grupos experimentales
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Al comparar entre los distintos tipos de dietas, los Unicos
parametros que muestran diferencias significativas son: el perfil de
triglicéridos, la AST y LDLP.

En cuanto a los triglicéridos, tanto el grupo Frito Il como el Frito
Ill, muestran una disminucion significativa de los valores con respecto
al grupo Inicial. AST aumenta significativamente en los mismos grupos,
tanto con respecto al grupo Control como al Inicial. Por dltimo, en los
niveles de LDLP se observa un aumento significativo con respecto al
grupo Inicial (en Frito Il y Frito Ill).
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5. DISCUSION

Los efectos todxicos derivados de la ingesta de aceites
sometidos a diversos grados de fritura no han sido extensamente
estudiados en la literatura cientifica y los resultados encontrados son
divergentes (Marquez-Ruiz y Dobarganes, 2006). No obstante, hay que
admitir que cada vez hay mayor preocupacion por desarrollar unos
habitos de vida saludables y esto incluye, como no puede ser de otro
modo, a la dieta.

Se sabe que la dieta tiene un efecto directo sobre algunas
patologias. La hipertensién, por ejemplo, es un problema bastante
generalizado en paises desarrollados. En Espaia, la prevalencia de esta
enfermedad en adultos es de aproximadamente el 45%. Aunque el
desarrollo de esta enfermedad varia significativamente segun la edad,
el sexo o la conformacion fisica del individuo, lo cierto es que la dieta
tiene también un papel importante. Hay autores (Soriguer y col., 2003)
gue han demostrado una correlacién positiva entre la ingesta de
alimentos fritos, en el ambito doméstico, y la incidencia de presién
arterial elevada.

En relacién al consumo de alimento, y en contra de lo
establecido en la bibliografia (Beynen y col., 1999; Martinez y col.,
2001), las dietas suplementadas con un 12% de aceite no parecen ser
mas gratas al paladar que la dieta Control.

Varios autores (Clark y col., 1991; Lépez-Varela y col., 1995)
sugieren que las dietas ricas en grasas de fritura, son menos aceptadas
por los modelos experimentales; no tanto por los polimeros generados
durante el proceso de fritura, sino por los compuestos oxidados que se
forman. De igual modo, hay quien fija este nivel de tolerancia en un
30% de compuestos polares, ya que es en este punto, cuando el olor y
el sabor de los aceites son inaceptables (Billek y col., 1985). Al igual
gue en el estudio realizado por Lépez-Varela y col. (1995), en nuestros
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aceites, la generacién de compuestos oxidados en el proceso de fritura
es proporcionalmente mayor a la cantidad de polimeros de glicéridos
formados, y como los primeros son los responsables de la
palatabilidad de las dietas, esto explicaria por qué las dietas Frito I,
Frito Il y Frito 11l (con un 12,5%, 26,5% y 33,6% de compuestos polares
respectivamente) sean menos aceptadas.

En el presente estudio, en todos los lotes experimentales, el
aumento de peso sigue una progresién ascendente a lo largo del
tiempo.

Respecto a la ganancia de peso por tipo de dieta, el grupo
Control se mantiene muy préximo a los grupos Inicial y Frito I. En
contra de los esperado, no se encuentran diferencias significativas
entre los grupos Control (con un 5% de aceite como base de la dieta) e
Inicial (suplementado con un 12% de aceite sin tratamiento). A medida
gue el aceite se va contaminando con los productos de degradacidn, la
ganancia de peso va disminuyendo, hasta que alcanza un minimo en el
grupo Frito Il (con un 33,6% CPs). Hay autores (Hemans y col., 1973 lo
Rodriguez y col., 1984; Lépez-Varela, 1995; Garrido-Polonio y col.,
2004) que encontraron una menor ganancia de peso en aquellos
grupos que recibieron una dieta a base de aceite de fritura. Por otro
lado, hay trabajos (Alharbi y col., 1993; Pérez-Granados y col., 1999)
donde no se puede establecer una relacion entre los efectos negativos
de los compuestos polares en la dieta y la ganancia de peso de los
individuos. En este sentido, en la bibliografia hay datos muy diversos;
incluso estudios en los que el peso se incrementa en aquellos animales
con una dieta elevada en compuestos polares (Lanteaume y col.,
1968). No obstante, son varios los pardmetros que difieren entre unos
estudios y otros, como son el tipo de aceite utilizado, el tiempo de
exposicidon de las ratas al téxico y la proporcién de grasas suministrada
en la dieta, por lo que es dificil establecer comparaciones.

En cuanto a la eficiencia de conversién de la ingesta, los
resultados encontrados son divergentes. Hay autores (Lopez-Varela,
1997; Narasimhamurthy, 1999) que respecto a este parametro, no

138



Discusion

encuentran una variacién significativa entre los distintos grupos
experimentales; siendo este nuestro caso. Sin embargo, otros autores
(Garrido-Polonio, 2004) encontraron una disminucion de la eficiencia
de conversién de la ingesta en aquellos grupos experimentales
alimentados con dietas con un 27% de compuestos polares. Estos
autores atribuyen la disminucién en este indice, a los productos de
degradacidn que se forman en el aceite durante el proceso de fritura.

Si analizamos en conjunto las variables: aumento de peso,
consumo de alimento, ganancia de peso corporal y eficiencia de la
ingesta, los datos reflejan que el aumento de peso es similar en los
distintos grupos experimentales, excepto en el Frito Ill en el cual, es
significativamente menor. Esto coincide con el hecho de que la ingesta
de alimento es inferior en este grupo. Debido a que la eficiencia de
conversidon de la ingesta no varia significativamente entre los lotes
experimentales, asumimos que en la medida en que las ratas se
alimentan, asi revertira su efecto en la ganancia de peso;
independientemente del nivel de compuestos polares de las dietas.

Hay multitud de trabajos que relacionan el estrés oxidativo con
el desarrollo de enfermedades crénicas; ya sean a nivel cardiovascular,
del sistema digestivo o incluso el cédncer (Grootveld y col.,, 1998;
Hallwell y col., 1999; Zorrilla y col., 2002; Soriguer y col., 2003, Manoj y
col., 2006). Los aceites, cuando son sometidos al proceso de fritura,
generan con el tiempo una cantidad de compuestos tdxicos
(compuestos polares) susceptibles de originar dicho dafo oxidativo. A
mayor grado de insaturacion del aceite, mas susceptibles son de
oxidarse y mayor es el dafio potencial que se puede originar. Como
estos compuestos producidos por la oxidacion térmica de los PUFAs
pueden ser rapidamente absorbidos desde el intestino y dirigidos al
resto del organismo por la circulacion sistémica in vivo (Grootveld y
col., 1998), sus efectos pueden manifestarse en cualquier tejido. Que
el dafio sea mas o menos grave va a depender de aspectos tales como:
el tipo de aceite considerado, de las caracteristicas del proceso de
fritura al que ha sido sometido, o de la dosis suministrada, entre otros.
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Asi por ejemplo, hay estudios (Lépez-Varela y col., 1995; Pérez-
Granados y col., 1999; Ruiz-Gutierrez y col., 1999; Kok y col., 1994;
Fang y col., 1996) que ensayan distintas dosis comparando aceite de
oliva con girasol, o aceite de palma, llegando a la conclusién de que
aquellas grasas mas ricas en acidos grasos susceptibles de oxidarse
(aquellos con mayor grado de instauraciones) son los que producen
efectos mas severos en los organismos (en cuanto a ataques
radicalarios se refiere). Otros autores sugieren incluso que el sistema
de defensa antioxidante puede verse influenciado por la nutricién
(Huangy col., 1994).

El aceite de oliva, es una grasa vegetal rica en acidos grasos
monoinsaturados y desde hace tiempo se relaciona con la salud
cardiovascular (sin tener en cuenta otros beneficios que confiere al
organismo). Como tal, es menos susceptible a la oxidacién que otros
aceites comerciales (precisamente por su nivel de acidos grasos
monoinsaturados), pero por otra parte, presenta en su composicion
otras sustancias (esteroles y polifenoles) con capacidad antioxidante y
gue contribuyen a sus efectos beneficiosos (Papadopoulus y col.,
1991).

En relacién con la cantidad de 4acidos grasos mono o
poliinsaturados y la dieta, hay autores (Quiles y col.,, 2004) que
demuestran que el consumo de una grasa en particular, dentro de la
dieta, afecta de manera directa el perfil de acidos grasos y de
sustancias antioxidantes del organismo y, de una manera indirecta, la
susceptibilidad del organismo frente a la oxidacion. Segun la teoria de
radicales libres (Hamon, 1956), el envejecimiento es el resultado del
dafo oxidativo al que se somete al organismo a lo largo de su vida.
Otros autores (Ochoa y col., 2003) sugieren que el tipo de grasa que se
incluye en la dieta deberia ser un punto importante a considerar en
estudios de envejecimiento, ya que el estrés oxidativo se encuentra
directamente influenciado por este factor. En un estudio que llevaron
a cabo con 80 ratas, concluyeron que el grado de insatauracion de los
lipidos de membrana se correlacionaba positivamente con una mayor
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longevidad. Estudios similares (Binkoski y col., 2005) muestran la
importancia de llevar una dieta equilibrada en MUFAs y PUFAs.

En el estudio clinico de Soriguer y col. (2003), concluyeron que
el riesgo de hipertensién era inversamente proporcional a la
concentracién en sangre de acidos grasos monoinsaturados.

No obstante, la importancia de un aceite y lo que le hace
Optimo para fritura, no es sélo su composicidn en acidos grasos, sino
que es igualmente relevante el perfil de la fraccién insaponificable.
Ochoa y col. (2002) demostraron que en el aceite de fritura es tan
importante la proporcion dacido oleico:acido linoleico como el
presentar una cantidad de compuestos fendlicos tal que permita
desarrollar una apropiada respuesta antioxidante. El estudio lo
realizaron con conejos alimentados durante ocho semanas con dietas
enriquecidas con distintos aceites de fritura. Estos aceites eran
equivalentes en cuanto a cantidad de oleico se refiere, pero
presentaban distinto perfil en la fraccidén insaponificable. Por medidas
de peroxidacién lipidica en plasma y perfil de dacidos grasos,
concluyeron que cuando alguno de estos dos factores se modificaba,
se producia un efecto negativo sobre la salud en los animales de
experimentacion.

Hay autores (Lee y col., 2002; Perona y col., 2005; Orozco-
Solano y col., 2011) que sugieren la inclusidon de determinados agentes
antioxidantes en el aceite de fritura —tales como los presentes en el
aceite de orujo de oliva o en los extractos de espinacas o ginseng- para
potenciar su estabilidad.

Los drganos mas afectados en el presente estudio, se
corresponden con los del sistema cardiovascular. A nivel histolégico, la
degeneracion del tejido se hace patente a medida que aumenta la
cantidad de compuestos polares en la dieta, hasta que en la fase final,
se muestra desorganizacion del material, zonas necréticas, alteracién
nuclear, etc. Resultados similares se encontraron en ratas alimentadas
durante 28 dias con una dieta de aceite de soja sometido a fritura. A
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pesar de que el tiempo de exposicion fue menor, una posible
explicacion a los efectos encontrados en el experimento anterior
puede ser la cantidad de acidos grasos poliinsaturados que tiene el
aceite de soja (57%) con respecto al aceite de oliva (5%), aunque éste
ultimo presenta mayor cantidad de monoinsaturados (un 85% frente
al 29% del aceite de soja).

El dafio oxidativo ocurre a nivel de todos los componentes
celulares (acidos nucleicos, lipidos, proteinas), pero quizas es en las
membranas celulares donde parece mayor el efecto. La importancia
de los acidos grasos de la dieta es tal, que influye en la composicién de
las membranas celulares e incide en la mayor o menor susceptibilidad
al estrés oxidativo de las mismas (Battino y col., 1999).

En corazdn, el indice somatico no varia. Aunque la variacién en
el indice sugiere dafo a nivel histolégico, el que no se dé a la inversa,
no significa que no exista dafo (en este caso, las alteraciones sufridas
no implican aumento o disminucion en el peso del érgano). La aorta es
la Unica muestra donde se observan cambios en el peso y en el indice
somatico, si comparamos entre los distintos grupos experimentales.
Estos cambios son significativos precisamente en aquellos grupos con
mayor cantidad de compuestos polares (Frito Il y Frito Ill). Estas
diferencias se manifiestan Unicamente con respecto al grupo Inicial.

En cuanto al nivel de peroxidacidn lipidica en corazén, medida
directa del estado de alteracion de las membranas, las variaciones con
respecto al grupo Control son evidentes y se relaciona con las
aberraciones observadas a nivel celular e histolégico. En el caso de los
lipidos, la oxidacién se trata de una reaccién en cadena o
autocatalitica, es decir, que una vez comenzada continUa
desarrollandose por si misma, con lo cual, los efectos, pueden ser
mayores.

En principio era de esperar un efecto protector del aceite de
oliva virgen extra (lote Inicial) con respecto al Control, por todas las
propiedades beneficiosas ya comentadas que éste posee, pero los
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resultados obtenidos no muestran cambios significativos en este
sentido. Quiza el periodo de exposicion (3 meses) o el nivel de
suplementacion de aceite (12%) no han sido suficientes.

En la actividad catalasa de corazdn se observé un aumento en
los lotes con un 26,5% (Frito 1I) y 33,6% (Frito Ill) de compuestos
polares. Esta diferencia es evidente con respecto a los grupos Control
e Inicial. En SOD y GR no se observaron cambios. Por otro lado,
también se observan cambios significativos en los tres lotes tratados
(Fritos I, Il y 1ll) con respecto a los grupos Control e Inicial en la
actividad GPx, pero esta vez el efecto observado fue una disminucidn
en la actividad de dicha enzima.

Los resultados obtenidos pueden dar una idea de cuales son los
sistemas de defensa que actlan en el corazdén ante este tipo de dafio
téxico. Mientras que la actividad catalasa parece activarse en aquellos
lotes donde la cantidad de compuestos polares sobrepasa o ronda los
niveles permitidos por la normativa, hay otros que no destacan (como
es el caso de SOD o GR). Esto podria deberse a que la CAT es una de
las primeras defensas con las que cuenta la célula para defenderse del
estrés oxidativo y destoxicar las ERO. Por otro lado, el importante
descenso observado en los niveles GPx puede ser debido a un exceso
en los hidroperéxidos lipidicos a destoxicar por esta enzima, lo que ha
llevado a la deplecion de su actividad.

No en vano, y a la luz de los resultados obtenidos en el andlisis
de las preparaciones histoldgicas, parece que el sistema defensivo
antioxidante no es capaz de frenar el efecto producido por los
compuestos polares.

Hay estudios (Gupta y col, 2014) que indican que Ila
alimentacion con aceites de fritura a largo plazo, produce cambios a
nivel estructural en la aorta de las ratas.

En rifidn, el indice somatico varia significativamente en los
grupos experimentales Frito | y Frito Ill. En el primer grupo, las
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diferencias son con respecto al grupo Control (disminuyendo en este
caso) y en el grupo con un 33,6% CP, las diferencias son con respecto
al grupo Inicial (aumentando en este otro). Los dafios a nivel tisular no
son tan drasticos como en corazén o en aorta; no obstante, los efectos
son patentes a medida que aumenta la cantidad de compuestos
polares en la dieta, hasta desencadenar en procesos de atrofia
glomerular. Resultados similares fueron encontraron por Chanin y col.
(1988), pero en este caso, se utilizdé como base aceite de soja
procedente de fritura.

En cuanto a los niveles de peroxidacion lipidica, se aprecia un
aumento significativo de los tres grupos tratados (Frito I, Frito Il y Frito
[l1) con respecto al Control y el Inicial. La razén que explicaria este
fenémeno seria la misma que la expuesta para el corazén.

Respecto a la medida de la actividad de las enzimas
antioxidantes, en SOD y GR no se observaron diferencias significativas
entre los distintos grupos experimentales. Sin embargo, en las
actividades CAT y GPx, se produce una reduccidn significativa en los
grupos con mayor cantidad de compuestos polares (Frito Il y Frito Ill).
Nuevamente, encontramos una pérdida de actividad enzimatica,
posiblemente debido a que la considerable cantidad de téxico en el
medio, afecta de alguna manera, a la capacidad de respuesta de las
enzimas, mostrando CAT y GPx la mayor sensibilidad a estos toxicos.

La respuesta del rifiéon ha sido similar a la encontrada en
corazdn, con alteraciones en la LPO y en las actividades GPx y CAT, con
la diferencia de que esta ultima enzima aumentd su actividad en
corazdén, mientras que en riiidn lo que se observo fue un descenso.

Los resultados mostrados a nivel histoldgico parecen apoyarse
nuevamente en los resultados de las pruebas bioquimicas.

El presente estudio revela que el drgano menos afectado en
cuanto a la actividad de las enzimas antioxidantes fue el higado. A
pesar de ello, se observa igualmente afectacion a nivel histolégico. Asi,

144



Discusion

el hecho de encontrar esteatosis, nos revela que dicho érgano esta
sometido a cierto nivel de estrés. El higado es el 6rgano destoxicador
por excelencia, por lo que la aparicién de alteraciones a nivel de tejido,
no resulta trivial. Lépez-Varela y col. (1995) encontraron también
lesiones en forma de dareas de fibrosis degenerativa moderada y un
gran numero de hepatocitos binucleados y eosinofilicos. Observaron
ademas vacuolizacion severa e infiltracion mononuclear.

El indice hepatosomadtico no se modificd significativamente
entre los distintos grupos experimentales. En este sentido, multitud de
estudios reflejan un leve aumento de la relacién peso del higado/peso
de la rata en los lotes tratados con aceites de fritura. Lopez Varela y
col. (1994) encontraron un aumento en el indice hepatosomatico al
alimentar a las ratas con dietas elaboradas con aceite de girasol con
un contenido en compuestos polares del 19.1%. Sdnchez-Muniz y col.
(1991) tuvieron resultados similares, pero esta vez, el aceite utilizado
era de oliva (sometido a proceso térmico y utilizando como base de
fritura, sardinas). En el otro extremo, también se han encontrado
variaciones en el indice somatico pero a la baja (Benkhalti y col., 2002;
Srivastava y col., 2010), donde las ratas alimentadas con aceite de
oliva sometido a fritura presentaban un indice somatico menor con
respecto al grupo control. Al igual que en nuestro caso,
Narasimhamurthy y col. (1999), no encontraron alteracién en el indice
hepatosomatico cuando alimentaron ratas, durante 20 semanas, con
dietas enriquecidas con un 20% en aceites de fritura. En este caso, los
aceites alterados eran: aceite de cacahuete, aceite de sésamo y aceite
de coco (con distinto grado de saturacién entre si).

Los niveles de peroxidacién lipidica en higado no mostraron
cambios significativos en las ratas tratadas con un 12,5% y un 26,5%
de compuestos polares. Sin embargo, en el lote Frito Ill (con un 33,6%
CP), el aumento fue considerable con respecto a los grupos Control e
Inicial. Resultados similares se encontraron en trabajos realizados por
Quiles y col. (2002) en ratas expuestas a aceite de fritura de oliva y de
girasol, o en el trabajo de Srivastava y col. (2010). Izaki y col. (1984)
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mostraron que el aumento de la LPO guardaba una relacidon
ascendente y proporcional al grado de deterioro del aceite.

En principio, los acidos grasos de la dieta pueden influenciar la
susceptibilidad de las células al estrés oxidativo, ya que en funcién de
la dieta, se producen cambios en la composicidn de los acidos grasos
de las membranas celulares (Battino y col, 1999). Como hemos visto,
el aceite de oliva es mas rico en acidos grasos monoinsaturados que
otros aceites, pero eso no impide que pueda sufrir procesos
degradativos que afecten en un futuro a la estabilidad de esas
membranas. Los compuestos fendlicos o la vitamina E, podrian tener
un efecto protector sobre el ataque radicalario, pero hay experiencias
que demuestran que la pérdida de estos compuestos en el aceite, es
relativamente rdpida (50% de pérdida tras 60 minutos de tratamiento
de fritura), con lo cual se une la generacidon de compuestos polares
con la pérdida de los antioxidantes naturales (Battino y col., 2002).

En las actividades enzimaticas (SOD, CAT, GPx y GR) no se
observaron cambios significativos entre los distintos grupos
experimentales. En este sentido, Ruiz-Gutierrez y col. (1999)
encontraron niveles de actividad aumentados en catalasa y glutation
peroxidada en higado de ratas alimentadas a base de aceite de
pescado y en el otro extremo, Valls y col. (2003) y Srivastava y col.
(2010), encontraron una disminucion significativa de estas mismas
actividades enzimaticas con respecto al control, en ratas alimentadas
con una dieta rica en grasas. La falta de cambios en la actividad de las
enzimas antioxidantes observadas en este estudio se podria explicar
debido a que el higado es el érgano que posee mas enzimas de
destoxicacion y puede hacer frente de forma mas efectiva a la accién
de los toxicos.

En relacidon a la sangre, se sabe que los glébulos rojos son
particularmente susceptibles al dafio oxidativo, debido a varias
razones:
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e Son transportadores del oxigeno, con lo que estan expuestos
interrumpidamente a cierta tensién.

e Practicamente no tienen capacidad para reparar el dafio sufrido en
sus componentes.

e La hemoglobina es susceptible de autooxidarse, y las membranas
de sufrir peroxidacion lipidica (Puppo y col., 1988).

La generacién de radicales O, ocurre de manera espontdnea
en los eritrocitos, induciendo la hemolisis. El peréxido de hidrégeno
formado a partir de este radical (por la acciéon de la SOD), puede
causar dafios mas severos, induciendo a la formacién de
metahemoglobina. Por ello, todos estos sistemas de defensa, estan
muy relacionados con la esperanza de vida del glébulo rojo, la cual se
correlaciona de forma positiva con la actividad de los sistemas
antioxidantes (Sohal y col., 1987).

En el caso de la peroxidacién lipidica en plasma, se encontrd un
aumento significativo y proporcional con el nivel de compuestos
polares de la dieta. Varios autores (Hochstein y col., 1981; Pfeffer y
Swislocki, 1982) indican que el malonildialdehido (producto de la
peroxidacioén lipidica), induce la formacidn de enlaces en la molécula
de espectrina, lo cual reduce la capacidad del eritrocito para
deformarse; limitando asi su paso a través de los capilares sanguineos.
La flexibilidad del glébulo rojo es una propiedad intrinseca del
eritrocito (por la propia composicion lipidica y proteica de la
membrana). El establecimiento de estos enlaces, altera también las
propiedades inmunoldgicas, ya que se exponen nuevos antigenos (que
antes estaban ocultos y que presumiblemente se desenmascaran
gracias a la desestabilizaciéon de la bicapa lipidica) (Hebbel y Miller,
1984; Kay y col., 1986). Los nuevos antigenos mostrados hacen que la
célula sea mads susceptible a ser fagocitada por el sistema
reticuloendotelial (Jain, 1988).

En cuanto a la actividad de las enzimas antioxidantes, en la
superodxido dismutasa (SOD), se observd un aumento significativo en
los lotes tratados con aceite de oliva frito (12,5%, 26.5% y 33,6% de
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compuestos polares). Las diferencias se observaron con respecto a los
grupos Control e Inicial. En un principio, la progresion es ascendente,
produciéndose un punto de inflexion en el Frito Il, a partir del cual
decrece la actividad de esta enzima. En sangre, cuando se observan
diferencias significativas en los distintos biomarcadores, siempre se
repite este patrén. Una posible explicacién podria ser el que a
determinados niveles de especies reactivas, los agentes enzimaticos
detoxicantes ya no son capaces de compensar su efecto, lo que da una
idea de la afectacién del sistema. Parece ser que la actividad SOD en
sangre es bastante uniforme si comparamos entre los distintos
mamiferos.

En la actividad catalasa, los resultados muestran la misma
distribucién que la SOD, aunque las diferencias significativas se
muestran Unicamente en el grupo Frito Il (26,5% CP, diferencias con
respecto a los lotes Control e Inicial). Nuevamente se observa una
deplecion de la actividad enzimatica en el Frito Ill, debido quizas a un
exceso de peroxidos. Existen numerosas referencias que discuten si el
papel de la catalasa en el sistema defensivo del eritrocito juega un
papel mas importante que otros sistemas (Gaetani y col., 1989; Suzuki
y col., 1985). Harian falta mas datos para poder llegar a una conclusion
en este sentido.

En cuanto a GPx y GR, no se encontraron diferencias
significativas entre los distintos grupos experimentales. El rango de
actividad de la GPx en los eritrocitos es bastante variado entre los
mamiferos (Agar y col.,, 1982; Suzuki y col., 1984) e incluso son
evidentes las variaciones entre los individuos de una misma familia
(Suzuki y col., 1985; Kurata y col., 1993) o entre sexos (Guemouri y
col., 1991).

Hay estudios (Kurata y col., 1993; Gaetani y col. 1996;
Nakababu y col.,, 2003) que evidencian que, en condiciones
fisioldgicas, el papel de la GPx en los eritrocitos es mdas importante que
el de la catalasa (a la hora de eliminar el perdxido de hidréogeno que
pudiera generarse), y que solo cuando la concentracién de H,0, es
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muy alta, entra en juego este sistema. En este estudio hemos
encontrado diferencias significativas en la actividad catalasa, con lo
que nos puede dar una idea del grado de afeccién de los individuos, y
ello explicaria la no existencia de cambios significativos en la actividad
GPx.

En cuanto a las determinaciones bioquimicas del suero
sanguineo, Quiles y col. (2004), en un estudio llevado a cabo en ratas
Wistar donde se les suministraba dietas elaboradas con dos tipos
distintos de grasas como base (aceite de oliva vs. aceite de girasol),
determinaron que los niveles de colesterol y de triglicéridos en plasma
estaban incrementados en aquellos animales alimentados con la dieta
a base de aceite de girasol (mas rica en PUFAs). Estas dietas tenian la
cantidad de aceite habitual en las dietas comerciales de roedores y no
estaban sometidos a ningun tipo de procesado (como puede ser la
fritura). Del mismo modo, Amina y col. (2014), en un estudio sobre
estrés oxidativo en ratas control y obesas, y donde se utilizaron como
base distintos aceites vegetales (girasol, oliva y linaza) encontraron
qgue la cantidad de glucosa, colesterol y de triglicéridos en plasma,
eran significativamente mayor en las ratas obesas que en las control.
En nuestro estudio, los niveles de glucosa y colesterol permanecen
practicamente inalterados entre los distintos grupos experimentales (p
valor > 0.05), pero el nivel de triglicéridos disminuye
significativamente con respecto al grupo Inicial en los grupos Frito Il y
Frito Ill. En este aspecto, obtenemos el efecto contrario.

En nuestro estudio, la AST aumenta significativamente en los
grupos Frito Il y Frito I, con respecto a los grupos Control e Inicial. La
enzima AST, cataliza la reaccidon de transferencia de un grupo amino
desde el L-aspartato al 2-oxoglutarato, formandose L-glutamato vy
oxalacetato. Esta presente en muchos tejidos del organismo, como el
higado, el corazdn, los musculos, los rifiones y el cerebro. Si cualquiera
de estos dérganos o tejidos se viera afectado por una lesidén o por una
enfermedad, se liberaria esta enzima al torrente sanguineo; siendo
éste, nuestro caso. La AST no es un indicador especifico de dafio
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hepatico, como lo es la ALT, que es una enzima que se encuentra casi
exclusivamente en el higado; por tanto, el que esté aumentada puede
ser indicativo de dafio sistémico en los grupos Frito Il (26,5%CP) y Frito
111 (33,6%CP).

A nivel global, los resultados obtenidos en este estudio
muestran que el aceite de oliva virgen (variedad Hojiblanca) sometido
a repetidos procesos de fritura da lugar a efectos tdxicos en ratas
Wistar macho tanto a nivel histolégico como bioquimico, incluso los
gue contienen un nivel de compuestos polares inferior al establecido
en la legislacion, afectdndose en mayor medida el sistema
cardiovascular.
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6. CONCLUSIONES

PRIMERA.- La ingestion subcrénica de aceite de oliva virgen
extra (variedad Hojiblanca), sometido a repetidos procesos de fritura,
da lugar a efectos téxicos tanto a nivel histoldégico como bioquimico,
incluso en los que contienen un nivel de compuestos polares inferior al
establecido en la legislacidn.

SEGUNDA.- El dafio oxidativo ocurre a nivel de todos los
componentes celulares, pero es en las membranas celulares donde el
efecto es mayor; de ahi que, de todos los indicadores de estrés
oxidativo medidos, la peroxidacion lipidica sea el mas sensible.

TERCERA.- Se observa una deplecién de la actividad en algunos
sistemas enzimaticos, probablemente porque éstos estén
desbordados. A la luz de los resultados obtenidos en el analisis de las
preparaciones histoldgicas, parece que el sistema defensivo
antioxidante no es capaz de frenar el efecto producido por los
compuestos polares.

CUARTA.- El 6rgano menos afectado, en cuanto a la actividad
de enzimas antioxidantes se refiere, fue el higado. Esto estd en
consonancia con el hecho de que el higado sea el érgano destoxicador
por excelencia.

QUINTA.- A nivel histolégico, el sistema mas afectado es el
cardiovascular.
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SEXTA.- Comparando con el grupo Control, el esperado efecto
protector del aceite de oliva virgen extra en el grupo Inicial, no se
produce. Podria deberse a dos razones: o bien porque el tiempo de
exposicidn a las dietas ha sido insuficiente, o porque se han degradado
la mayor parte de las sustancias antioxidantes durante el proceso de
almacenamiento.

SEPTIMA.- Si pudiésemos extrapolar estos resultados al ambito
domeéstico, la ingestién de aceite sometido a repetidos procesos de
fritura no supondria mayor peligro, ya que el aceite probablemente se
desecharia antes de que éste alcanzara un nivel de compuestos
polares peligroso para el organismo. No obstante, habria que prestar
mayor atencion al ambito industrial o de restauracion.

OCTAVA.- Aunque los resultados se refieren en todo momento
al modelo experimental de rata Wistar, éstos sugieren la conveniencia
de una revisidn de la legislacién actualmente en vigor; la cual data de
1989.
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