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Resumen

La digestibilidad de los aceites es relevante debido al uso cotidiano de este ingrediente
en todas las cocinas del mundo, los aceites vegetales exhiben una amplia variabilidad en
su digestibilidad, que esta estrechamente vinculada a su composicion quimica. Algunos
aceites pueden ser mas bioaccesibles que otros, lo que puede tener repercusiones tanto
positivas como negativas en relacion con su consumo. La facilidad con la que el cuerpo
puede absorber y utilizar los nutrientes presentes en los aceites puede influir en su
efectividad y beneficios para la salud, lo que destaca la importancia de comprender y
evaluar cuidadosamente la digestibilidad de los aceites vegetales en el contexto de la
dieta humana. El presente estudio tuvo como objetivo comparar la digestibilidad de diez
tipos de aceites vegetales mediante simulacion digestiva in vitro. Se evaluaron, tanto el
aceite virgen extra de aguacate, aceite virgen extra de oliva en variedades 'Picual’ y
'‘Arbequina’, aceite de oliva suave e intenso, aceite de orujo de oliva, aceite de coco, asi
como aceites refinados de girasol y alto oleico, y un aceite vegetal profesional mezclado.
Se observo que los aceites de oliva virgen extra mostraron una mayor bioaccesibilidad
en comparacion con otros tipos de aceites, mientras que los aceites refinados, tanto de
girasol como mezclado, presentaron una absorcion menor. Los resultados sugieren que
caracteristicas como el contenido de polifenoles en los aceites de oliva y el tipo de cadena
de acidos grasos podrian influir en su capacidad de absorcion. Estos hallazgos resaltan
la importancia de considerar la composicion quimica de los aceites vegetales al evaluar
su digestibilidad y biodisponibilidad, asi como la preferencia de los consumidores segun

su demografia.

Palabras clave: Bioaccesibilidad, aceites, in vitro, digestibilidad, polifenoles, preferencia

aceites.
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1. Introduccién

El aceite ha sido un alimento usado por el ser humano hace miles de afos, su empleo
esta presente en todas las cocinas del mundo, no obstante, en la actualidad poco se
considera la importancia que tiene el aceite frente a las caracteristicas de digestibilidad
que puedan favorecer la eleccion adecuada segun este atributo y en concordancia con la
tolerancia individual, la investigacion sobre la repercusion que poseen los aceites en la
absorcion y digestion humana hasta ahora es incipiente, sin embargo, relevante en la
salud gastrointestinal. Esto se debe a que, dependiendo del aceite consumido se puede
experimentar sintomas relacionados con la indigestion, (sensacioén de llenura, diarrea,
flatos, distensién abdominal, etc.)[1-2]. Igualmente, puede afectar la adecuada captacion
de nutrientes[3]. Los factores que afectan este proceso son diversos, incluyendo el
método de extraccion y refinacion del aceite, la sensibilidad individual, condiciones

médicas y el tipo de cadena de los acidos grasos[4] que lo conforman.

Algunos atributos destacables de los aceites estan relacionados con la cantidad y calidad
antioxidante. Los aceites virgen extra, por ejemplo, se caracterizan por poseer una mayor
presencia de compuestos bioactivos, (vitamina A y E, carotenoides, flavonoides, taninos,
fenoles y lignanos)[5], en contraposicidon con los aceites denominados refinados que por
lo general contienen escasas o nulas proporciones, a excepcion de la vitamina E, que a
menudo se afiade para prevenir la oxidacion de sus compuestos, pudiendo contener la

misma cantidad que los virgen extra.

La digestion y absorcién humana implica varias fases para degradar los carbohidratos,
proteinas y grasas. Los lipidos, considerados un importante macronutriente proveniente
de la dieta, confieren un hedonismo innato a los alimentos que lo contienen. Estan
conformados principalmente por triacilgliceroles, colesterol y en menor cantidad, los
denominados fosfolipidos, alactolipidos y ésteres vitaminicos[6]. Los triacilglicéridos
(TAG), componente principal de los aceites, comparten una caracteristica comun, son
insolubles en agua pero solubles en solventes organicos. Por lo tanto, requieren de
reacciones quimicas y fisicas para metabolizarse, de modo que puedan ser transportados
y biotransformados a nivel celular[7]. Dado que constituyen una interfaz lipido-agua, los
lipidos requieren de diversas enzimas cataliticas y procesos fisicoquimicos para

favorecer su hidrolizacion y transformarlos en micelas[8], que posteriormente han de
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convertirse en acidos grasos libres (AGL) y monoacilgliceroles (MAG), para ser
absorbidos por las células entéricas y probidticos en proporciones distintas segun
corresponda al tipo de grasa ingerida. Esto depende de la longitud de cadena e
insaturacién que posean[9]. La biodisponibilidad de los lipidos conlleva una actividad de

transformacién inherente al alto valor energético que aportan en la dieta.

La digestién in vitro nos permite estudiar, en condiciones gastricas simuladas, las
diferentes etapas del aceite una vez ingerido. Estas fases se dividen en oral, gastrica e
intestinal (Figura 2). Los estudios de digestibilidad in vitro presentan varias ventajas
sobre los ensayos clinicos en animales y humanos[9]. Este método evita aspectos
deontoldgicos, es mas econdmico, puede ser replicado en estudios in vivo y proporciona
resultados en un tiempo mas breve[10]. Por lo tanto, en el caso de los aceites, nos brinda
la posibilidad de observar su comportamiento frente a diferentes mecanismos y

compuestos digestivos.

Considerando que el proceso digestivo humano es altamente eficiente y logra absorber
hasta un 95% de los lipidos ingeridos[11]. La digestibilidad del aceite in vivo comienza
con la formacion de grandes globulos en la boca, donde es expuesto a un ambiente
acuoso. Las lipasas linguales presentes en la saliva desempefian su papel requerido para
este proceso, iniciando la primera fase de la degradacion del aceite. Sin embargo, su

funcién en este periodo es limitada en comparacién con otras etapas de la digestion.

En la fase gastrica, el estbmago puede contribuir entre un 5% y un 30% de la
desintegracion y atomizacion oleosa gracias a la accién de la lipasa gastrica, junto al pH
(2 = 5)[12]. Una vez el pH se hace neutro y en presencia de excrecion biliar, la lipasa
gastrica tiende a degradarse. El pancreas es el que produce la mayor cantidad
enzimatica, de esto depende predominante la conversion al estado micelar de los
aceites[13]. La lipasa pancreatica secretada emulsifica los aceites formando MAG y AGL.
Estos productos de la digestion lipidica se desplazan a lo largo del intestino delgado,
donde tiene lugar la mayor parte del proceso de digestion de los aceites. Este logro
también se produce gracias al peristaltismo, un movimiento muscular ritmico al que esta
sometido el intestino delgado que favorece la mezcla de alimentos con secreciones
intestinales y bilis[14], denominado quilo. En condiciones in vitro, este proceso se lleva a

cabo mediante un mecanismo de agitacién continua, siguiendo los tiempos predefinidos
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de digestion en las diferentes fases y manteniendo una temperatura analoga de

simulacion.

Los acidos grasos saturados e insaturados ingeridos, coinciden en proporcion con la
cantidad secretada de pancreatina, que es estimulada por sefiales hormonales de la
secretina y colecistoquinina, liberadas en el intestino delgado en respuesta a la presencia
de grasas, asegurando asi la adecuada interfaz entre el aceite y el agua[15]. La bilis
entretanto desempena un papel fundamental al interactuar con lipidos, grasas y agua. Su
naturaleza molecular anfipatica le permite realizar esta funcion de manera eficiente. Esta
caracteristica molecular hace posible la transformacion de las vesiculas multilaminares
en vesiculas unilaminares[16]. Como resultado de esta transformacion, las micelas
formadas pueden integrarse de manera mas efectiva en la membrana plasmatica de los
enterocitos, facilitando el proceso de absorcion de lipidos y grasas en el tracto
gastrointestinal. Por tanto, si la cantidad de bilis y pancreatina excretadas no son
suficientes para emulsionar o el tipo de aceite ingerido en su composicion es de dificil
asimilacion, este no sera digerido completamente, quedando en el intestino para ser
finalmente excretado en las heces. Asimismo, este proceso puede suponer indigestion
cuando el aceite contiene componentes producto del refinamiento, que no resultan

aprovechables.
1.1. Aceites vegetales

Los aceites presentan caracteristicas distintas en sus compuestos. Segun el tipo de
aceite, comportara cambios en la digestion, tanto en la velocidad de la absorcion como
en la solubilidad de estos lipidos. Debido a que este estudio in vitro evita algunos
mecanismos que se presentan en el humano, es importante sefialar que el vaciamiento
gastrico y la posterior contraccion de la vesicula biliar para el aprovechamiento de acidos
grasos, sera directamente proporcional al tipo de cadena que estos presenten. Los acidos
grasos de cadena larga tienden a ser mas lentos en la disolucion para transformarse en
microgotas que los de cadena media, con mayor biodisponibilidad intestinal[17]. En este
proceso, es relevante destacar el tamano de las gotas de aceite, debido a que gotas mas
pequefas tienen mayor superficie activa. Esto permite una mejor adhesion de las lipasas
presentes en la solucion, generando como resultado una mayor bioaccesibilidad[18]. Por

lo tanto, este fendmeno se reflejara en las pruebas de los aceites en estudio y en la



UNIVERSITAT 52 UNIVERSITATo:
6" ROVIRA I VIRGILI il BARCELONA

proporcion de separacion de las diferentes fases, lo cual resulta significativo en el disefio
de dietas y la formulacién de alimentos. Impacta en la percepcion del consumidor en

cuanto a la digestibilidad del aceite empleado.

K Aceites \.
AN S
' I I I )
// Aguacate\\ ',/ ) \ | . \ / Vegetal \ ( )
\ extravirgen | |\ Oliva | | Girasal J ((con aditivos) ) \ Coco virgen
\ AN J o\ J N\ )\ J
\ I —
[Aceite de oliva] | Aceite virgen Orujo de Refinado Refinado
“\ /’ oliva Alto oleico estandar
y ;
/ Intenso A ./E Extra virgen Extra virgen
L AN Arbequina Picual

Figura 1. Muestra los tipos de aceite utilizados en el estudio.

1.1.1. Aceite de aguacate extra virgen

El aceite vegetal derivado del fruto del aguacate (Persea americana Mill) se distingue de
otros aceites en que no se extrae de la semilla, sino del mesocarpio del fruto. Este
proceso se lleva a cabo mediante prensado mecanico a baja temperatura (<50°C), lo que
permite conservar intactos los componentes bioactivos, asi como el color, sabor y

aroma[19] caracteristicos del fruto.

Este aceite presenta un mayor porcentaje en su composicion de acido oleico, palmitico,
linoleico y linolénico. En términos de digestibilidad, se presume que, debido a su menor
tamano de gota durante el proceso de emulsién, facilita la accion enzimatica[20], por lo

tanto, favorece la bioaccesibilidad y permite adecuada metabolizacion.
1.1.2 Aceite de oliva

Este aceite es ampliamente reconocido y utilizado en la cocina de todo el mundo. Segun
la Comision Europea y el Consejo Oleicola Internacional, se clasifica en tres categorias:
(i) Aceite de oliva virgen (ii) Aceite de oliva (iii) Aceite de oliva refinado[21]. En los aceites
empleados para este estudio (Figura 1), se incluyen variedades de olivo como ‘Picual’ y
‘Arbequina’ en la categoria de aceite virgen extra. Estas dos variedades son reconocidas



@ UNIVERSITAT &8 [JNIVERSITATw:

%" ROVIRAi VIRGILI il BARCELONA

como las mas importantes del mundo debido a su excelente calidad, carentes de
imperfecciones sensoriales y ricas en compuestos bioactivos[22], especialmente fenoles
totales, destacados notablemente en la variedad ‘Picual’. Los polifenoles y acidos
fendlicos presentes en el aceite virgen extra, en especial los derivados de secoiridoides
exclusivos del olivo, son responsables de su distintivo sabor, asi como de sus
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, que contribuyen a los efectos beneficiosos
para la salud. Sin embargo, durante el proceso de refinado que da lugar tanto al aceite
de oliva como el de orujo, estos compuestos desaparecen en su totalidad, para ser
restituidos posteriormente y en cantidad muy pequefa, durante el proceso de mezcla con

virgen para su envasado final.

Los aceites de oliva suave e intenso se obtienen mediante la combinacion de aceite de
oliva virgen extra con aceite de oliva refinado, derivado de aceitunas con defectos, en
proporciones variables. Esta mezcla otorga a los aceites resultantes una caracteristica
organoléptica distintiva del olivo, a pesar de que el proceso de refinado implica cambios
quimicos vy fisicos significativos en el aceite base. En cuanto al aceite de orujo de oliva,
se considera un aceite refinado subproducto del olivo y se obtiene mediante procesos
quimicos y posterior refinado, igualmente posee abundantes compuestos triterpénicos y
alcoholes grasos alifaticos. En cuanto a su bioaccesibilidad intestinal, puede alcanzar
hasta el 50% del consumo total debido a su método de obtencién, siendo este porcentaje

generalmente mas alto en los aceites de oliva virgen extra[23-24].

Los acidos grasos contenidos en estos aceites muestran variaciones que son
influenciadas por factores como la region especifica de cultivo y diversas condiciones
ambientales. En Espafia, en particular, tienden a ser mas ricos en acido oleico y a tener
un contenido bajo de acido linoleico-palmitico[25]. En los aceites refinados de oliva
también esta presente este compuesto, esto se debe en parte, al uso predominante de la
variedad 'Picual' como base utilizada en su 'encabezado’, lo que contribuye al color y

sabor caracteristicos de la mezcla final.
1.1.3 Aceite de girasol

El aceite de girasol refinado estandar en contraste con el girasol alto oleico, tienen como
distincién principal que, el segundo se destaca por un elevado contenido de acido oleico,
resultado de mutacion genética inducida en las plantas. La extraccion del aceite puede
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llevarse a cabo mediante procesos mecanicos o mediante el uso de disolventes y
posteriormente refinado. Como es el caso del aceite de oliva, el girasol alto oleico se
caracteriza por poseer una mayor estabilidad térmica en comparacién con la variedad
estandar de girasol[26], lo que lo hace uno de los preferidos para uso en frituras. Ademas,
estos aceites son ricos en grasas poliinsaturadas y presentan una proporcion significativa
de otros acidos grasos, como el linoleico, palmitico y estearico, siendo estos dos ultimos

especialmente aprovechables en términos de biodisponibilidad[27].
1.1.4. Aceite vegetal con aditivos

Las definiciones de este aceite se ajustan al tipo utilizado en este estudio, el cual consiste
en una mezcla de varios aceites vegetales con un alto contenido de acido oleico,
complementado con antiespumantes y antioxidantes. Se caracteriza por tener un sabor
neutro y mantener buen equilibrio a altas temperaturas sin generar humo ni formar
espuma. Debido a las caracteristicas quimicas y fisicas de las materias primas de este
aceite, es necesario aplicar mejoras tecnolégicas y realizar modificaciones que permitan
el uso seguro en alimentos. Estas mejoras se logran mediante métodos como la
hidrogenacion, interesterificacion, fraccionamiento y mezcla[28]. Estos procesos
conllevan a que estas grasas transformen su composicion quimica, principalmente en los
enlaces dobles, pasando de la configuracién cis a la trans. Este tipo de composiciéon
repercute negativamente sobre la salud, provocando diversas patologias[29]. En términos
de digestibilidad, estos aceites suelen mostrar un comportamiento variable que depende
de la composicion especifica de la mezcla con otros aceites y el proceso de refinamiento

empleado.
1.1.5 Aceite de coco virgen

El aceite de coco se extrae del fruto maduro de la palma de coco (Cocos nucifera L.),
proporciona dos tipos de aceite de grasa saturada, obtenidos de fuentes diferentes: el
aceite de coco o copra, que se deriva de la pulpa seca del coco y se somete a un proceso
de refinado; mientras que el aceite de coco virgen proviene de la pulpa fresca del coco y
no se somete a calor ni a procesos quimicos, lo que preserva el sabor, color y aroma
caracteristicos del fruto[30]. Este ultimo tipo de aceite presenta una mayor cantidad de
nutrientes, entre los que destacan la vitamina A y E, flavonoides, compuestos bioactivos
como los polifenoles, acido laurico, acido cafeico, acido siringico, entre otros.
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Se caracteriza por su resistencia a la oxidacion y polimerizacion durante la coccion[31].
Su componente principal es el acido laurico, clasificado como un acido graso de cadena

media. En términos de digestion, se considera que el acido laurico tiene una mejor

solubilidad que los acidos grasos de cadena larga en la fase acuosa del intestino[7].

La digestibilidad de los aceites es crucial para la salud humana, influye tanto en la
absorcidon de nutrientes como en la salud gastrointestinal. Aunque se ha investigado
sobre la biodisponibilidad de los aceites, aun existe escasez en estudios comparativos
que permitan conocer estas diferencias entre los aceites vegetales, ya sean virgenes,
extra virgenes o refinados. La interferencia directa de las grasas en la digestién y los
posibles sintomas digestivos desagradables asociados con el consumo de alimentos
preparados con diversos tipos de aceites, ya sea como ingrediente o medio de coccion,
plantea un desafio para la satisfaccion del consumidor y la reputacion de los
establecimientos. Comprender como estos factores afectan la experiencia de las
personas permitira el desarrollo de estrategias efectivas para optimizar la seleccién y uso
del aceite. Esto proporcionara informacion valiosa para la industria alimentaria, que
siempre enfrenta la presion constante de mantener un equilibrio entre la calidad de sus
productos, la satisfaccion del cliente y la rentabilidad econdémica.
2. Hipétesis
Se plantea que los aceites refinados presentan una menor digestibilidad en comparacién
con los aceites virgenes extra. Ademas, se postula que existe una diferencia significativa
en la tasa de absorcion entre los distintos tipos de aceite.
3. Objetivos
o Evaluar la digestibilidad in vitro de diversos tipos de aceites, con especial atencién
en comparar la digestibilidad entre aceites refinados y aceites virgenes extra.
o Identificar los tipos de aceites que exhiben una mayor o menor capacidad de
digestion, para comprender mejor las diferencias en la digestibilidad entre distintos
tipos de aceites y su posible impacto en la absorcion de lipidos en el organismo

humano.
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4. Materiales y métodos

4.1. Muestras objeto de estudio y reactivos.

El estudio emplea diez tipos de aceites, cada uno con tres muestras de 60 ml, obtenidas
a partir de frutos y semillas. Los aceites seleccionados son: aceite de aguacate virgen
extra (AAVE) de la variedad ‘Hass’ de marca Perseus, aceite virgen coco (AVC) marca
Hacendado, adquiridos en un establecimiento de cadena de supermercados, aceite de
oliva virgen extra (AOVE 1) de la variedad ‘Picual’ de marca Oro de Canava, aceite de
oliva virgen extra (AOVE Il) de la variedad ‘Arbequina’ de marca Nia Torrebesses, aceite
de oliva suave (AOS) e intenso (AOI) de marca Manolete, aceite de orujo de oliva (AOO)
de marca Dulceoliva, aceite refinado de girasol (ARG) y aceite refinado de girasol alto
oleico (ARGAO) 80%, ambos de marca Amaflor, y aceite vegetal profesional mezclado

(AVPM) de alto rendimiento de marca Manolete, proporcionados por IRTA Mas Bové.

Las enzimas digestivas empleadas en este estudio fueron de la marca Sigma-Aldrich
(Saint Louis, MO, USA), que incluyeron a-amilasa > 400 U/mg (A6814-1MU), pepsina de
mucosa gastrica porcina liofilizada en polvo > 2.500 U/mg de proteina (P7125), acidos
biliares en mezcla de bovino y ovino > 50% (B8381) y pancreatina con actividad
equivalente 8X*U (P7545). Se aplica el protocolo estandarizado internacional

INFOGESTI[32], con adaptaciones menores inherentes al diseno del estudio.

Para las tres etapas de digestidon (fase oral SSF, fase gastrica SGF, fase intestinal SIF),
se preparan tres fluidos de simulacion a un volumen total de 500mL. Todos los reactivos
utilizados fueron procesados en el laboratorio de IRTA Fruitcentre (Lleida), tal como estan

descritos en el protocolo in vitro utilizado, INFOGEST[32].
4.2. Preparacion de fluidos de digestion simulada.

Las pruebas de digestibilidad se realizaron en los laboratorios IRTA-Fruitcentre (Lleida)
del Departamento de Fruticultura. Las muestras congeladas se llevaron al IRTA-Mas
Bové (Constanti) donde se atemperaron y centrifugaron y pesaron las diferentes fases

obtenidas.

Durante el proceso experimental, los fluidos de simulacion fueron mantenidos a una
temperatura de 37°C utilizando un bano termostatico para replicar las condiciones de

temperatura corporal. Para la fase oral, se prepararon muestras de aceite colocando 5g

11
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en matraces de Erlenmeyer de 150mL, los cuales se mantuvieron en hielo hasta su
utilizacién. En esta etapa, cada muestra de aceite se mezclé con 3.5mL de SSF y se
homogeneizo utilizando un agitador de vortex (Genie temp-shaker 300, Thermo Scientific,
Moses Lake, USA.) durante 30 segundos. Posteriormente, se adicionaron 0.5mL de o-
amilasa, asi como 25uL de una solucion de CaClz (0.3M) y 975uL de agua desionizada,
los cuales fueron mezclados adecuadamente. Finalmente, se tomd 1mL de cada muestra
y se transfirid a tubos eppendorf de 2mL, los cuales fueron almacenados a <80°C para

su posterior analisis.

En la fase gastrica del proceso experimental, se afiadieron 7.5 mL de SGF a la mezcla
inicial. A esta solucion se le incorpor6 1.6 mL de pepsina porcina y 10 yL de una solucion
de CaClz (0.15 M). Posteriormente, se adiciono 0.690 mL de agua desionizada para
completar el volumen necesario. Aunque en los estudios in vivo esta presente la lipasa
gastrica que tiene una funcion importante en emulsionar las grasas, en este estudio in
vitro, el método estatico estandarizado INFOGEST no hace uso de esta lipasa debido a
la poca fiabilidad de las fuentes existentes y su limitado uso comercial[18]. La mezcla
resultante fue incubada con agitacion continda utilizando la incubadora orbital (Genie
temp-shaker 300, Thermo Scientific, Moses Lake, USA.) a 150 rpm durante un periodo
de 2 horas a una temperatura constante de 37.0°C. Durante la incubacion, se monitore6
el pH cada 30 minutos para asegurar que se mantuviera en 3.0, realizando ajustes con
HCI 1M o NaOH 1M segun fuera necesario. Transcurridas 2 horas desde el inicio de la
incubacion, se extrajeron 10 mL de muestra para su analisis posterior y se almaceno en

el congelador a -80°C, mientras el resto de la muestra se utilizé para la fase intestinal.

Para la fase intestinal del experimento, se combind el quimo simulado con 62.5mL de
pancreatina porcina, 1.25mL de bilis bovina, 20uL de una solucién de CaCl2 (0.3M),
0.145mL de NaOH de concentracion 1M para ajustar el pH a 7.0 y 0.585mL de agua
desionizada para completar el volumen necesario. La mezcla resultante fue incubada con
agitacidon continua con la incubadora orbital a 150 rpm durante un periodo de 4 horas a
una temperatura de 37.0°C. Durante la incubacién, se anadié HCI 1M cada 30 minutos
para mantener el pH en 7.0, verificandolo regularmente. Una vez completada la
incubacion, los matraces Erlenmeyer fueron retirados de la estufa y colocados en un

recipiente con hielo para detener la actividad enzimatica. Se extrajeron 10mL de cada
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muestra y se transfirieron a tubos falcon de 15mL, los cuales fueron almacenados en el

congelador a -80°C para su conservacion hasta su analisis posterior.

s Y
Fase oral {

| \
pH 5-7 ]
Mezcla | — /
0.5 mL de a-amilasa ) \\l f
25 L de 0.3 M CaCl2 ) L
975 pL de H20 s Tz
Tiempo 10 s - 2 min //--' --\\

P4 .
\ Fase gastrica
U pH 1-5
) = o \ | Mezcla
( /,/ | 1.6 mL de pepsina porcina
- - | | 7 10 pL de 0.15 M CaCl2
Fase intestinal (S /%lﬂ/ 28 0.20 mL de 1 M HCI

PH6-7.5 | ';_L_}_/I,r - 0.690 mL de H20
Mezcla [ |I ¥ ~ I\] I- |I Tiempo 2h
62,5 ml pancreatina porcina I ¢ {ﬁ e B || \
1.25 mL de bilis bovina [ 1§ & =) 4 |
20 pL de 0.3 M CacClz ¢ (|
0.145 mL de 1 M NaOH A |
0.585 mL de H20 [ | N\ | |
Tiempo 4 h | |

Figura 2. Disefio de simulacion digestiva in vitro. Método internacional INFOGEST.

4.3. Experimento de digestiéon

Para estudiar el comportamiento de los aceites durante las diferentes etapas de la
digestion y simular su proceso in vivo, se observa la extension de la lipdlisis en la boca,
el estbmago y el intestino delgado (saliva, jugo gastrico, bilis y jugo duodenal) de las
mezclas previamente descritas. En contraste con otros estudios[33], donde estas
mezclas se procesan de inmediato, en este caso se almacenan y mantienen congeladas

a -80°C hasta el momento del procedimiento de separacion de fases.
4.3.1. Procedimiento de separacion de fases

El proceso experimental comienza extrayendo los tubos de muestra del congelador. En
el caso de las muestras de SIF, se transfieren a refrigeracion durante un periodo de 12
horas antes de su procesamiento. Posteriormente, cada una de las muestras de las fases
se deja a temperatura ambiente durante diferentes periodos de tiempo para garantizar la
completa liquidez del contenido. Luego, se colocan en un bafo termostatico hasta

alcanzar una temperatura interna de 37°C, utilizando una muestra de agua como

13



UNIVERSITAT EfS UNIVERSITAT»s
%" ROVIRAiVIRGILI il BARCELONA
referencia para el ajuste de la temperatura. Los detalles sobre las temperaturas y los

tiempos de atemperado para cada fase se presentan en la (Tabla 1).

Tabla 1. Temperatura y tiempos antes de centrifugar.

Fases Atemperado Bano termostatico
SSF 20 min 30 min

SGF 40 min 60 min

SIF 60 min* 120 min

Una vez completados estos pasos, los tubos se transfieren a una centrifugadora (Thermo
Scientific, Ulm, Alemania) y se centrifugan a 3.441-rpm durante 40 minutos[33].
Posteriormente, se procede a la extraccion de la fase oleosa en las muestras en fase
salival y fase gastrica, mientras que en el caso de fase intestinal se extraen tres fases
(oleosa, micelar y precipitada) utilizando una micropipeta, guardando tanto fracciones
sobrenadantes (bioaccesibles) como residuales, siguiendo el procedimiento detallado en
la (Figura 3). Se registra el peso de cada una de las fases extraidas para su posterior

analisis.

Fase oleosa

Fase micelar

Fase precipitada

Figura 3. Proceso de extraccion de las muestras. A. Después de la centrifugacion, las fases

se separan. B. Se extrae la fase oleosa. C. Se extrae la fase micelar (Bioaccesible).

Ademas, los aceites (AAVE, AVC, AOVE |, AOVE Il) fueron sometidos a estudio por parte
del laboratorio agroalimentario (Departamento de accién climatica, alimentacion y agenda

rural de la Generalitat de Catalunya) para identificar el perfil de acidos grasos de cada
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uno y adicionalmente, se analizé y determiné el contenido fendlico total de los aceites
(AAVE, AOVE I, AOVE Il, AOS, AOI, AOO), mediante el método de Folin-Ciocalteau.

4.4. Analisis de consumidores

Se llevé a cabo una encuesta dirigida a cincuenta individuos en el Parc Rural del
municipio EL Bruc, Catalufia y 59 personas de poblacion colombiana. La encuesta
constaba de cinco preguntas (ver anexos), disefiadas para indagar sobre las
preferencias de eleccién de aceites para su uso en cocina, tanto en crudo como en
coccion, asi como las sensaciones experimentadas durante su consumo, en relacion con
la digestibilidad. Los datos recopilados fueron sometidos a un analisis estadistico

detallado para obtener conclusiones.
4.5. Procesamiento de datos

Para caracterizar los aceites en sus diferentes fases y comparar la bioaccesibilidad de
los mismos se utilizé un software JMP V.16 (Cary, USA). Se calculo bajo método
estadistico ANOVA si las diferencias observadas entre aceites son significativas con un
valor de p < 0,05. De acuerdo con el peso obtenido en cada muestra, se tomd un
acumulado de tres muestras para el analisis de cada aceite y se midieron los porcentajes
de dos resultados (sobrenadante y residual) en la fase oral y gastrica, mientras que en la

intestinal se midieron tres fases (oleosa, micelar y precipitado).

Cantidad absorbida — Cantidad inicial

Porcentaje de absorcion = ( ) X 100%

Cantidad inicial

En el estudio de preferencias de los consumidores en aceites se usd el método

estadistico de analisis de distribucion.

5. Resultados

5.1. Caracterizacion de los aceites.

Previo al procesamiento del estudio in vitro de los aceites se realizo la identificacion de
los diferentes acidos grasos y contenido total de polifenoles, en algunos de ellos. En la
(Tabla 2), se muestran los resultados obtenidos, revelando notables diferencias en la
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composicién de compuestos para cada uno de los aceites analizados. Sin embargo, es
importante destacar que los aceites ARG, ARGAO, AVPM, no fueron considerados en

este analisis, dado que la composicion de PUFAS ya ha sido completamente identificada

y no presentan compuestos fendlicos en su contenido.

Tabla 2. Caracterizacion de los aceites del estudio.

Aceite Acidos grasos (%) Polifenoles
totales
(mg/kg) *
Oleico Linoleico Palmitico Palmitoleico Laurico Miristico
C18:1 C 18:2 C16:0 C 16:1 c12:.0 C 14:.0
AAVE 63.81 9.39 17.92 7.0 112
AVC 4.48 7.42 49.30 19.32 -
AOVEIl 81.49 4.01 8.62 516 + 64
AOVE Il 66.39 14.08 13.65 1.97 65+ 11
AOS 73.16 7.95 11.65 1.04 44 +8
AOI 76.70 6.10 10.57 46+ 8
AOO 70.96 11.00 12.04 112
ARG 27.25 61.28 6.02
ARGAO 83.90 8.4 3.25
AVPM 34.82 53.69 5.79

* Este valor esta referenciado en base al acido cafeico.

5.2. Digestion in vitro

El proceso de digestién simulada se realiz6 mediante la comparacion del contenido inicial
de aceite (5g) con la mezcla resultante después de simular la fase oral y gastrica, con
adicion enzimatica. Este enfoque permitié analizar la degradacién y modificacion de los
aceites durante la simulacion en contraste con el proceso digestivo humano. Aunque solo
la SIF proporciona informacion especifica debido a la asociacion lipasica con efecto en
los aceites estudiados, las fases previas nos ofrecen perspectivas sobre como los aceites

interactuan con los liquidos simulados relacionados con la digestion, causando cambios.

Durante la simulacién de la SSF (Figura 4), se observé un comportamiento diferencial
entre los aceites estudiados, en algunos se obtuvo un resultado cero, debido a la dificultad
de separacion de la muestra, mientras en otros no se observd ninguna diferenciacion de
fase. Se encontr6 que el AAVE exhibié una mayor predominancia en fase continua (A/W),

mientras que el ARG mostré una mayor presencia en fase dispersa (W/A) en términos de
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emulsion. Estos resultados sugieren una variabilidad en la interaccion de los aceites con

el ambiente oral simulado de liquido salival, lo que puede influir en efectos fisiolégicos

posteriores.

A pesar de las observaciones distintivas en cuanto a la emulsion de los aceites durante
la simulacién de la SSF, es importante destacar la potencial variabilidad y complejidad en
la digestion in vivo, incluso con la estandarizacion del método utilizado. Se observo que,
en algunos casos, aceites pertenecientes al mismo grupo no mostraron un
comportamiento uniforme durante la simulacién. Estas variaciones individuales podrian
estar influenciadas por factores como la composicion especifica del aceite, el proceso

mecanico de laboratorio o de la mezcla de liquido salival.

Durante la simulacion de la SGF (Figura 4), se observdé un comportamiento diferencial
de los aceites en comparacion con la fase anterior (SSF). A pesar de que el AAVE
continué mostrando una predominancia en fase continua (A/W), se identificaron otros
aceites que siguieron una tendencia similar, incluyendo el AOO, el ARG, ARGAO vy el
AVPM. Sin embargo, el AOVE Il mantuvo una tendencia declive en comparacion con la
observada en la fase anterior. Estos resultados indican una respuesta variable de los
aceites a las condiciones in vitro de la fase gastrica, teniendo en cuenta que en esta fase

existe adicidon enzimatica.

A B
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Figura 4. Variabilidad en la emulsion de los aceites. A. Fase oral B. Fase gastrica.
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En el proceso de separacion de fases de SIF (Figura 5), se muestra una diferencia
significativa en la cantidad total de alicuota respecto a la fase oleosa final entre los aceites
virgen extra (AOVE | y Il) y los aceites refinados (ARG, AVPM y AQOS). En el analisis
estadistico, se observa una tendencia en los aceites virgen extra a tener una mayor
absorcién en comparacion al grupo los aceites refinados (Figura 5). Sin embargo, se
destaca una excepcién notable en el caso de AOO, el cual mostré un comportamiento
variable entre las muestras estudiadas. Mientras una muestra presento una proporcidon
de aceite no absorbido, las otras fueron absorbidas en su totalidad en la fase intestinal.
Estos hallazgos sugieren una diversidad en la absorcion intestinal del AOO en
comparacion con otros tipos de aceites, lo que podria tener implicaciones en términos de

biodisponibilidad y metabolismo de nutrientes.

TGN

20

-
=
<t
<

o

AAVE = ADI 'AOO AOS 'AOVE I AOVEI' ARG ARGAO AVC ' AVPM = Cada par
muestra t de Student
0,05

Figura 5. A la izquierda, analisis estadistico ANOVA del porcentaje de absorcion de los aceites

en fase intestinal y a la derecha test t de Student.

Se evidencio en el estudio que existe una similitud apreciable en la absorcion entre el
ARGAO y el AOIl. Ambos aceites exhibieron perfiles de absorcion comparables durante
la simulacion digestiva in vitro. Esta similitud puede atribuirse en gran medida a la

presencia de cadenas de acidos grasos similares[34], especialmente acido oleico. Dada

18



UNIVERSITAT E0S UNIVERSITATo:
%" ROVIRAi VIRGILI il BARCELONA
la naturaleza estructural comun, es plausible que compartan caracteristicas similares de

biodisponibilidad en el tracto digestivo.

Ademas, los resultados indican que el AVC demostré una bioaccesibilidad in vitro
bastante aceptable en comparacion con el resto de los aceites estudiados. Aunque su
absorcion no alcanzé los niveles observados en los aceites de oliva virgen extra, el AVC
exhibioé una absorcion significativa durante la simulacion digestiva. Este resultado podria
atribuirse a la presencia de acidos grasos especificos, como el acido laurico, linoleico y
miristico. Estos, han demostrado en estudios previos un considerable porcentaje de
absorcidon en el tracto digestivo[35], o que podria explicar en parte la capacidad de

bioaccesibilidad del AVC observada en este estudio.

Tabla 3. Testt de Student para la comparacién de la absorciéon de las muestras.

Aceites Relevancia estadistica Absorcion

Media (%)
AOVE | A 29,22
AOVE II A B 27,28
AVC A B @ 22,79
AOI A B @ 22,23
ARGAO A B C 21,86
AAVE A B @ 20,05
AOS A B C 18,54
AVPM B @ 16,50
AOO B C 15,36
ARG @ 10,78

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos (p=0.05).

El AAVE no mostro el nivel esperado de absorcion, contrariamente a las expectativas
previas. Aunque este aceite se reconoce por su composicidn nutricionalmente
beneficiosa y sus acidos grasos saludables, su desempefio en términos de
biodisponibilidad no se destacé como uno de los mas altos entre los aceites estudiados.
Es esencial reconocer las propiedades positivas del aceite de aguacate, incluyendo su
perfil lipidico y sus demostrados efectos beneficiosos para la salud[36]. Sin embargo,
estos hallazgos sugieren que otros aceites podrian ofrecer una mejor absorcion durante
la digestion, lo que tiene implicaciones importantes para la eleccién y recomendacion de

aceites en la dieta.
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Figura 6. Comparativa de grupos de aceites (R) refinados y (VE) virgen extra con
relacion al porcentaje de absorcién de la fase intestinal. Diagramas boxplot donde los
limites superior e inferior de las cajas corresponden a los percentiles 75% y 25%
respectivamente, los limites de las barras indican al ultimo valor observado por debajo
de 1.5 veces la desviacién estandar.

La separacion de fases igualmente revelo una clara disparidad entre los aceites refinados

y los aceites virgen y virgen extra en la fase precipitada de la simulacioén intestinal (Figura

6). Se observo que, mientras los aceites virgen y extra mantuvieron un precipitado que

conservo su turbidez con compuestos liquidos, los aceites refinados mostraron un

comportamiento notablemente diferente. Tras el proceso de centrifugacion, los aceites

refinados se aglutinaron hasta solidificar en fase precipitada. Estos hallazgos resaltan

diferencias en la estructura y composicion de estos tipos de aceites, teniendo en cuenta

que, en algunos, se emplean sustancias quimicas para su extraccién o coadyuvantes

para la estabilidad de sus compuestos[37], lo que puede tener implicaciones en el

comportamiento la digestion in vitro y biodisponibilidad en el organismo humano.

Tabla 4. Andlisis de contrastes para evaluar diferencias de absorcion intestinal entre los aceites.

Factor GL SCT SMC F p-valor
Modelo 9 792.1211 88.0135 1.7632 0.1426
Error 19 948.3952 49.9155

Total 28 1740.5162

GL (Grados de Libertad), SCT (Suma de Cuadrados Total), SMC (Suma de Cuadrados Medios),
F (Razén F), la razén F (1.7632) y el p-valor (0.1426) sugieren que no hay una diferencia significativa
en general entre los grupos a nivel del modelo completo.
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5.3. Analisis de consumo

En la encuesta realizada, que conto con la participacion de 109 personas de dos grupos
poblacionales diferentes, se obtuvo una clara preferencia por el AOVE tanto en los
procesos que implican calor como en consumo en crudo en la poblacion El Bruc. Mientras
tanto, en Colombia, la preferencia del AOVE se mantuvo en crudo, sin embargo, en
caliente destacaron mas los aceites refinados (ARG, AVPM) (Figura 7). Este hallazgo

sugiere los tipos de aceite de uso cotidiano en estas regiones.

En cuanto a la incidencia de sintomas de molestias gastrointestinales relacionados con
el consumo de aceites, aunque no logré alcanzar el 20% (Figura 7). Los encuestados
reportaron experimentar estos sintomas exclusivamente con el consumo de aceites
refinados. Estos resultados proporcionan informacion relevante sobre los patrones de

consumo de aceites y el posible impacto en la salud digestiva de la poblacion.

A B
ARG AVPM
AEVA*
AOVE ARS*
AOS
AOS AOI
AOVE
AOI ARG
ARG-AOVE Ave
i AAVE
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40
Caliente Crudo Caliente Crudo
C D
18% 10%4
ENo ENo
Si Si
82% 90%

Figura 7. Resultados de la encuesta de aceites. A. Preferencia de consumo en crudo y en caliente
poblacion del municipio el Bruc, Catalufia. B. Preferencia de consumo en crudo y en caliente poblacion
de Colombia. *AEVA aceite extra virgen de ajonjoli, ARS aceite refinado de soja. C. Porcentaje de
poblacion que manifiesta sentir molestias digestivas relacionadas al consumo de aceites en EL Bruc,
Cataluna. D. Porcentaje de poblacién que manifiesta sentir molestias digestivas relacionadas al

consumo de aceites en Colombia. 27
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6. Discusion

El enfoque del estudio in vitro se dirige hacia la comprension de las diferencias en la
bioaccesibilidad y biodisponibilidad de los aceites durante el proceso de digestion
humana. Los resultados obtenidos en esta investigacion apoyan la premisa de que ciertos
aceites muestran una mayor capacidad de absorcién en comparacion con otros. Por
ejemplo, el aceite de oliva virgen extra (AOVE | y Il), caracterizado por su rica y variada
composicién de polifenoles (Tabla 2), como la oleuropeina, un secoiridoide exclusivo de
la familia Oleaceae[38], demuestra una capacidad notable de ser absorbido durante la
digestion[39] en comparacion con otros tipos de aceites que tienen una concentraciéon
mas escasa de los mismos[40] (AVC, AAVE, AOS, AOO y AOI), o carecen de estos
compuestos[41] (ARG, ARGAO y AVPM).

Estos hallazgos resaltan la importancia de la composicién fendlica en la determinacién
de la biodisponibilidad de los aceites de oliva y sugieren que los consumidores pueden
beneficiarse de una mayor absorcion de nutrientes cuando optan por AOVE de alta
concentracion de compuestos bioactivos[42]. También se debe considerar que el
comportamiento variable observado en el AOO en nuestro estudio sugiere que factores
adicionales pueden influir en la absorcion intestinal del aceite, lo que requeriria una mayor

investigacion para comprender completamente su impacto en la digestibilidad.

La glicacion de los aceites es un proceso que ocurre cuando se someten a altas
temperaturas durante la coccion o fritura, especialmente en presencia de alimentos ricos
en azucares. Si bien en este estudio no se efectuaron pruebas en los aceites para ver
esta interaccion, si es importante destacar que en términos de digestibilidad los azucares
de los alimentos reaccionan con los lipidos del aceite, formando productos finales de
glicacion avanzada (AGEs)[43]. Estos compuestos no solo afectan el sabor, color e
incluso la textura de los alimentos, sino que también puede alterar la estructura y la
disponibilidad de los nutrientes en los alimentos, lo que podria afectar la absorcién de
estos en el tracto gastrointestinal.

Por tanto, al considerar la eleccion del aceite para el consumo diario, es importante tener
en cuenta no solo la digestibilidad intrinseca del aceite, sino también su susceptibilidad a
la glicacion y la formacion de AGEs durante el proceso de coccion o fritura, debido a que

esto genera formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) e inflamacion
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gastrointestinal[44-45]. Aun se requiere mas investigacion para comprender

completamente el impacto de la glicacion en la digestibilidad de los aceites y la salud en

general y poder mitigar los efectos negativos de este proceso en la dieta humana.

Ademas, se debe destacar que, durante el proceso de digestion de los aceites
comestibles, las reacciones antes mencionadas no solo afectan a los acidos grasos
principales, sino también a los componentes menores del aceite. Los atributos vy
caracteristicas de estos componentes influyen en el proceso digestivo de manera
significativa[46]. Como ya es bien sabido, los aceites actuan como vehiculos de vitaminas
y compuestos bioactivos. Por lo tanto, es fundamental que la bioaccesibilidad de estos
componentes menores sea lo mas alta posible, ya que pueden tener efectos importantes
en la salud humana. Una adecuada eleccion del aceite puede generar mayor nivel de
bioaccesibilidad al favorecer su absorcion en el tracto gastrointestinal y por lo tanto,

potenciar los posibles beneficios a la salud de estos compuestos.

Es relevante destacar que, teniendo en cuenta que los AOVE, AAVE, AVC, presentan
una mayor resistencia y estabilidad en sus compuestos durante el proceso de fritura[47]
en comparaciéon con los aceites refinados[48]. Especificamente, se ha observado el
AOVE en diversos estudios[49] que, en cuanto a la degradacion de sus compuestos
después de multiples usos, puede ser reutilizado sin experimentar una degradacion
significativa en sus propiedades. Ofrece una ventaja econdmica al permitir la reutilizacién
del aceite, también puede contribuir a evitar sintomas desagradables en la digestion y
reducir el riesgo de toxicidad relacionada con la formacion de acrilamida durante la fritura
de alimentos ricos en glucidos[49], que pueda afectar la biodisponibilidad de otros

compuestos alimenticios que acompafan al aceite en preparaciones de fritura.

Por otro lado, los aceites refinados (AVPM y ARG), al observar la formacién de residuos
de precipitado con solidificacion in vitro, conduce a que, en términos de digestion humana,
podria afectar la absorcion de nutrientes y salud intestinal[50]. Es importante destacar la
fragilidad de las microvellosidades intestinales (cilios y flagelos), asi como el microbioma
y células entéricas, que podrian ser sensibles a estos residuos y tener un impacto
desfavorable en cuanto a la funcién digestiva.

A nivel de consumidores, la preferencia observada por parte de los participantes en

cuanto a los aceites destaca la influencia inmanente a su demografia y aspectos
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culturales en la eleccion de estos. En particular, se evidencia diferencias de consumo

entre regiones como Catalufia y Colombia.

En Cataluna, donde la produccién de aceites derivados del cultivo de olivo es
ampliamente predominante, los participantes tienden a mostrar una preferencia por el
aceite de oliva virgen extra. Esta preferencia podria atribuirse a la arraigada tradicion
culinaria, donde el aceite de oliva es un ingrediente fundamental en la mayoria de los
alimentos elaborados localmente[51]. Por otro lado, en Colombia, donde los aceites
refinados de palma o girasol suelen ser mas asequibles y populares, la preferencia por
estos aceites puede reflejar tanto consideraciones econémicas como culturales. Ademas,
la falta de promocién del consumo en caliente del aceite de oliva podria contribuir a una
menor aceptacion de este producto entre los consumidores, quienes podrian percibir que

el calentamiento del aceite de oliva afecta negativamente sus atributos conferidos.

Es importante reconocer que, a pesar del consenso internacional sobre el método in vitro
utilizado, existen ciertas dificultades que pueden afectar la precision de este estudio. Una
de estas dificultades radica en la complejidad del tracto digestivo humano, que funciona
de manera coordinada y cohesionada. Esto puede dificultar la separacién de los procesos
digestivos y la replicacion precisa de las condiciones fisioldgicas reales. Ademas, la
discontinuidad de la adicion enzimatica, los tiempos de exposicion al medio, la estatica
del sistema y la fermentacidn microbiana en el intestino, junto con un pH no
homogéneo[52], son limitaciones adicionales que pueden influir en los resultados y en
nuestra comprension del metabolismo oleico. Estas consideraciones subrayan la
necesidad de interpretar nuestros hallazgos con el objetivo de continuar investigando de

manera que se pueda mejorar la precision de los métodos utilizados en futuros estudios.

7. Conclusiones

En este estudio, se ha demostrado que los aceites pueden presentar diferencias
significativas en términos de digestibilidad y biodisponibilidad, lo cual parece estar
influenciado por los compuestos que los conforman. Los resultados obtenidos indican que
los AOVE, exhiben una mejor respuesta de absorcién en comparacion con otros aceites,

como es el caso del AVPM y ARG. Esto sugiere que AOVE podrian ser una opcién mas
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favorable en términos de digestion y absorcién de lipidos. Por el contrario, en los aceites
refinados, existe una posible limitacion en su capacidad para ser absorbidos

eficientemente por el organismo.

Estos hallazgos refuerzan la hipétesis inicial, debido a que esta informacion es importante
para orientar la seleccion de aceites en la dieta diaria, con el objetivo de promover una

mejor salud digestiva y una mayor biodisponibilidad de nutrientes.

Se sugiere que futuras investigaciones exploren mas a fondo los mecanismos
subyacentes detras de estas diferencias en la digestibilidad de los aceites, asi como
también evaluen su impacto en la salud a largo plazo. Ademas, es fundamental
considerar otros factores, como el procesamiento y el almacenamiento de los aceites,

para obtener una comprension completa de su papel en la salud humana.
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10.Tabla de abreviaturas

AAVE: Aceite de aguacate virgen extra
AGEs: Productos finales de glicacion

AGL: Acidos grasos libres y

AOl: Aceite de oliva intenso

AQO: Aceite de orujo de oliva

AQOS: Aceite de oliva suave

AOVE I: Aceite de oliva virgen extra ‘Picual’
AOVE II: Aceite de oliva virgen extra ‘Arbequina’
ARG: Aceite refinado de girasol

ARGAO: Aceite refinado de girasol alto oleico
AVC: Aceite virgen coco

AVOE: Aceite de oliva virgen extra

AVPM:  Aceite vegetal profesional mezclado

MAG: Monoacilgliceroles

ROS: Especies reactivas de oxigeno
SGF: Fase gastrica simulada

SIF: Fase intestinal simulada

SSF: Fase oral simulada

TAG: Triacilgliceroles
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11.Anexos

Anexo |: Formato de encuesta

1. ¢Cual es el aceite que prefiere usar en la preparacion de alimentos en crudo?
Aceite de coco
Aceite de aguacate
Aceite de girasol
Aceite de oliva extra virgen
Aceite de oliva suave
Aceite de oliva intenso
Orujo de oliva
Aceite técnico de cocina
Otros

2. ¢Cual es el aceite que prefiere usar en la preparacion de alimentos en caliente?

Aceite de coco

Aceite de aguacate

Aceite de girasol

Aceite de oliva extra virgen
Aceite de oliva suave
Aceite de oliva intenso
Orujo de oliva

Aceite técnico de cocina
Otros

3. ¢Cocina frituras en casa? Si. No.

4. ;Qué aceites utiliza para freir?
Aceite de coco
Aceite de aguacate
Aceite de girasol
Aceite de oliva extra virgen
Aceite de oliva suave
Aceite de oliva intenso
Orujo de oliva
Aceite técnico de cocina
Otros

¢, Cual es el factor predominante a la hora de realizar su compra de aceite?
¢ Ha consumido algun aceite que haya provocado malestar digestivo o pesadez?
Si. No.

7. ¢Recuerda qué tipo de aceite fue?
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Anexo IlI: Fotografias

Fase oral
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