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Utilizacion del cobre en dietas hipograsas

By M. Aguirre y M.2 P. Navarro*

Instituto de Nutricién y Bromatologia. C.S.1.C.- U.C.M. Madrid

RESUMEN
Utilizacién del cobre en dietas hipograsas

Se propuso estudiar la influencia del consumo de dietas
pobres en grasa a base de aceite de oliva, girasol o aceite de
palma (fraccién oleina) sobre la utilizacion del cobre dietético por
dos técnicas diferentes de balance, asi como sobre sus conteni-
dos corporales. Se utilizaron siete grupos de ratas Wistar, uno de
ellos sacrificado el dia primero del experimento, sirvié como con-
trol del contenido cuprico corporal inicial; seis grupos de ratas
fueron alimentadas durante 15 dias con dietas semisintéticas,
tres de ellos con las grasas al 8% y los otros tres al 2%. En ellos
se estudid el balance global del cobre mediante diferencia entre
los contenidos corporales iniciales y finales del elemento y en la
ultima semana por control de la ingesta y la excrecién fecal del
micronutriente. Se controlé también el peso y los contenidos de
cobre en carcasa, higado, bazo, piel, eritrocitos y suero.

Las dietas hipograsas mermaron la utilizacion del cobre
mediante una disminucién de su ingesta y también por deterioro
de la biodisponibilidad del elemento en ellas. Se deprimié su
contenido corporal total, el del bazo y el del higado y las con-
centraciones en este Ultimo érgano, en la piel y en el suero.

El aceite de palma (fraccién oleina) (8%), frente a los otros
dos, produjo un descenso en la digestibilidad del cobre.

PALABRAS-CLAVE: Aceite de girasol — Aceite de oliva —
Aceite de palma — Biodisponibilidad — Cobre— Dieta hipograsa.

SUMMARY
Copper utilization in low fat diets.

The objective of this study was to investigate both the dietary
copper utilization and the body copper content in rats fed either
low fat diets (2%) or normal fat diets (8%) containing olive
oil, sunflower oil and palm oil (olein fraction), by two different
balance techniques.

Seven groups of Wistar rats were used. One group was killed
on the first experimental day, being utilized as control of initial
body copper content. Six groups of rats were fed, over 15 days,
semipurified diets varying only in the fat level, three of them
containing 8% of fat, and the other three 2%. The overall copper
balance was studied by calculating differences between the initial
and final body copper content. During the last week, another
copper balance was carried out by monitoring intake and faecal
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copper excretion. Body mass, and liver, spleen, skin, erythrocy-
tes and serum copper contents were also examined.

The copper utilization was lower in 2% fat rats, this was
caused by food intake decrease but also by the lower copper
bioavailability in 2% fat diets. The corporal, liver and spleen
copper contents were reduced, and liver, skin and serum copper
concentrations also decreased in the rats fed on 2% fat diets.

Palm olein (8%) versus olive and sunflower oil produced a
lower efficiency of copper absorption.

KEY-WORDS: Bioavailability — Copper — Low-fat diet — Olive
oil — Palm oil — Sunflower oil.

1. INTRODUCCION

La relacién que se establece entre la cantidad y
calidad de la grasa con los minerales es muy comple-
ja, poco conocida y diferente para los distintos ele-
mentos. Se ha descrito que los minerales influyen en
el metabolismo de la grasa (Speckmann et al., 1967) y
viceversa. Dicha interaccién depende del tipo de grasa
(Kies, 1988), de la cantidad (Amine et al., 1975), del
grado de saturacién y de cada acido graso en concre-
to (Navarro et al, 1985); y es especifica para cada
mineral tanto a nivel digestivo como metabdlico
(Bowering et al., 1977).

Los componentes de la digestion de los nutrientes
que aparecen en el lumen intestinal pueden alterar la
biodisponibilidad mineral. Durante la hidrdlisis de los
triglicéridos, los acidos grasos liberados y ligados por
las micelas pueden interaccionar con los elementos
minerales (Friedman et al., 1980; Shiau, 1981). Lipidos
dietéticos, monoglicéridos, y acidos grasos libres pue-
den alterar la permeabilidad de la membrana celular
por interaccion con la parte hidrofébica (Ammon et al.,
1977, Thomson et al, 1986). Ademas, las grasas
saponificadas son capaces de actuar como detergen-
tes y modifican la absorcion de los elementos.

El efecto de la cantidad y calidad de la grasa ali-
mentaria sobre la utilizacion mineral es complejo y
poco estudiado. Y sin embargo, esta interaccién, hoy
mas que nunca, adquiere importancia, al considerar el
hecho de que los expertos en nutricién estan reco-
mendando una disminuciéon en la ingesta total de
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grasa, especialmente de la saturada, e inclinando
hacia el consumo de las grasas insaturadas y monoin-
saturadas en las sociedades desarrolladas con el fin
de evitar enfermedades cardiovasculares, ciertos tipos
de cancer, etc. Todo ello conlleva una serie de cambios
en los lipidos dietéticos que de modo indirecto pueden
afectar a la utilizaciéon de los minerales, y pone de
manifiesto la importancia actual de un estudio acerca
de la interaccién grasa-mineral y de las repercusiones
que pueden seguirse sobre la biodisponibilidad de
estos micronutrientes.

Por lo que al cobre se refiere la informacién exis-
tente es sumamente escasa. Parece que las dietas
muy ricas en grasa disminuyen los niveles séricos del
elemento, pero ademas, si a la dieta hipergrasa se
auna el déficit de cobre, todo ello se traduce en reduc-
cién del crecimiento, del metabolismo energético, de la
disponibilidad de sustratos para la sintesis de nucle6-
tidos, etc. (Wapnir y Devas, 1995). Por el contrario,
poco o nada se sabe del efecto de dietas hipograsas,
ni de la influencia de los distintos lipidos alimentarios
sobre la biodisponibilidad del cobre.

Por ello se plante6 estudiar si el consumo de die-
tas hipograsas modifica la utilizacién del cobre o alte-
ra sus concentraciones tisulares, analizando, ademas,
si el posible efecto era dependiente del tipo de grasa
empleada.

2. MATERIALY METODOS

2.1. Preparacion de dietas

Se prepararon seis dietas semisintéticas de acuer-
do con las recomendaciones del National Research
Council (1978) para la rata que diferian entre si en el
tipo de aceite y cantidad del mismo. Asi la fuente grasa
fue: aceite puro de oliva de 0,4° de acidez (Carbonell,
Coérdoba), aceite de girasol de 0,2° de acidez «Elosol»
(Elosua, Leén) y aceite de palma, (fraccion oleina)
(A.G.R.A,, S.A., Bilbao), utilizados en las proporciones
de 8% y 2%. Los demas componentes de las dietas
fueron: almidén de trigo (Central Ibérica de Drogas,
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S.A., Madrid), sacarosa (Confisa, S.A., Madrid), celu-
losa microcristalina (Central Ibérica de Drogas, S.A.,
Madrid), caseina lactica (Central Ibérica de Drogas,
S.A., Madrid), DL-metionina (Merck, Darmstadt,
Alemania), complemento vitaminico (Roche, Base,
Suiza) y complemento mineral (Merck, Darmstadt,
Alemania) cuya composicion se recoge en el
Esquema 1.

Esquema 1
Composicion Corrector Mineral (mg/100 dieta)

loduro potdsico 0,021
Sulfato de cobre 5 H.0 2,472
Fluoruro sédico 0,243
Sulfato de magnesio H.O 16,920
Sulfato ferroso 7 H.0 19,904
Cloruro sddico 90,630
Carbonato magnésico 88,680
Sulfato de magnesio 7 H.0 225
Fosfato acido de calcio 680
Fosfato monopotasico 820
Fosfato monosddico H-0 260,42
Carbonato de calcio 1000
Carbonato de zinc 2,556
Bicarbonato potasico 610,343
Cromato sddico 0,11
Selenito de sodio 5 H,0 0,0365
Oxido de zinc 1,7892

En el caso de las dietas hipograsas el déficit fue
suplido por la mezcla de almiddn, sacarosa, celulosa y
proteina, segun la proporcién empleada para la pre-
paracion de las dietas. Queda, por tanto, patente que
se trata de dietas con distinto contenido caldrico y lipi-
dico; dietas al 8% de grasa: 407% kcal/100g, dietas al
2% de grasa: 375 kcal/100g, pero con iguales concen-
traciones de minerales.

Esquema 2
Formulacién de las dietas (g/100g sustancia seca)

DIETAS ACEITE CASEINA + CELULOSA ALMIDON AZUCAR CORRECTOR
DL-METIONINA VITAMIN. MINERAL

OLIVA

GIRASOL 8 11.80+0.2 5.00 35.51 35.51 0.16 3.82

PALMA

OLIVA

GIRASOL 2 12.61+0.2 5.34 37.94 37.94 0.16 3.82

PALMA
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Se prepard una mezcla con todos los componentes
en las proporciones idéneas para la dieta normograsa
(esquema 2), excepto la fuente grasa, posteriormente
se dividié en seis porciones, a tres de ellas se les adi-
cioné directamente cada una de las grasas objeto del
estudio en la proporcién del 8%. A las otras tres se les
afadié cada una de las grasas objeto del estudio al
2%, mas un 6% de la mezcla de exclusivamente los
macronutrientes (sin grasa) segun las proporciones
descritas para la mezcla base.

La composicion en cobre de las seis dietas (1.9/g)
[determinado por espectrofotometria de absorcion até-
mica] fue 11,29+0,91. [media+desviacién estandar de
la media] de seis determinaciones por dieta.

2.2. Ensayos biolégicos

Los ensayos biolégicos de balances de cobre se
realizaron en ratas Wistar de nuestro criadero, selec-
cionadas en el momento del destete, con un peso ini-
cial de 40+0,3g, los grupos estaban constituidos por
10 animales, 5 machos y 5 hembras. Los animales se
introdujeron en células metabdlicas individuales que
permiten la recogida por separado de heces y orina
asi como la cuantificacién de la ingesta. Estas células
se alojaron en céamaras termorreguladas a 22+2°C
con una humedad del 50-70% y un fotoperiodo con-
trolado de 12 horas.

El ensayo consté de un periodo experimental de 15
dias, durante los cuales se realiz6é un balance global y
otro en la ultima semana del ensayo, sacrificando a los
animales un dia después, tras 12 horas de ayuno.

Esquema 3
Desarrollo de los experimentos

BALANCE
1 7 14 15
8%: =~==-ecmccacmaaa .
Balance Sacrificio
GRUPOS
BALANCE
1 7 14 15
20/0: _______________
Balance Sacrificio

Los grupos que tomaron la dieta al 8% de grasa la
consumieron ad libitum y los hipograsos se sometie-
ron a un régimen de alimentacion pareada en el que
se les administraban los mismos gramos de alimento
que su control con el mismo aceite que habia consu-
mido el dia anterior, por eso los grupos al 2% comen-
zaron un dia después (Esquema 3).
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El balance de cobre se estudié comparativamente
siguiendo dos metodologias:

1. Mediante cuantificacion de ingesta y recogida de
heces, en la ultima semana del ensayo. Las heces se
desecaron, pesaron y homogenizaron y una parte se
inciner6 para el analisis mineral.

Tras 12 horas de ayuno, se sacrificaron los anima-
les, previa anestesia con Nembutal (pentobarbital
sédico) al 30% via intraperitoneal, en dosis de
0.15ml/100g de peso.

En todos los animales se procedié a la extraccion
de sangre mediante canulacién de la carétida: se
separaron higado, bazo y una porcién de piel, que se
limpiaron cuidadosamente y se pesaron, asi como la
carcasa. Todo ello se congelé a -20°C hasta el
momento de su andlisis. La sangre se centrifugd a
3000 r.p.m. para la obtencién del suero. Una vez sepa-
rado éste, se lavd el precipitado con suero fisiolégico y
se centrifugd de nuevo a la misma velocidad, opera-
cién que se realiz6 tres veces, para la obtencion de los
hematies que posteriormente también se congelaron.
La carcasa fue sometida a una hidrdlisis acida con HCI
6N, una vez que la muestra estuvo totalmente digerida
se filtr6 a través de papel Whatman n.2 41 y se llevé a
un volumen conocido con agua desionizada.

Los indices determinados fueron calculados a par-
tir de los datos obtenidos por la ingesta y excrecion
fecal de cobre: absorciéon aparente de cobre (ingesta
de cobre-cobre fecal); coeficiente de digestibilidad
aparente (absorcidn aparente/ingesta x 100) [% A/l].

2. Mediante cuantificacién de ingesta y contenido
corporal inicial y final de cobre. Lo denominaremos
balance global o balance por carcasa. Para obtener el
valor del contenido inicial del elemento, el dia 1, al
comienzo del ensayo un grupo de ratas, 5 machos y 5
hembras al destete y procedentes de la misma cama-
da que las ratas sometidas a estudio, se sacrificaron y
analizaron sus contenidos de cobre, se calculd la
media y ese valor se utiliz6 como contenido corporal
inicial. El contenido corporal total al final del ensayo se
calculé6 mediante la suma de la cantidad presente en
la carcasa, anadida de los valores en los distintos
6rganos analizados. A partir de los contenidos inicia-
les y finales se calcularon los siguientes parametros:
retencién (contenido de cobre en carcasa en el dia 15
—contenido de cobre en el dia 1); utilizacién nutritiva
global del nutriente (retencién/ingesta x 100) [% R/I].

2.3. Técnicas analiticas

Dietas, heces, eritrocitos, higado, bazo y piel se
incineraron en mufla a 450-500°C hasta cenizas blan-
cas que fueron disueltas con una soluciéon de
HCI/HNO,/H,0(1/1/2) (Suprapur, Merk) y enrasadas
hasta el volumen adecuado con agua desionizada.

Las muestras por duplicado fueron analizadas para
el cobre por espectrofotometria de absorcién atémica
con un Perkin-EImer modelo 1100 B (Norwalk, CT,
USA). Una solucién estandar de cobre (1g I-1) fue pre-
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parada a partir de una solucién Tritisol [Merk] (CuCl,
en H,O, 1000+0,002). Las soluciones de calibracién
de 0,1-1 pg ml-* de cobre fueron preparadas desde la
solucion estandar por una serie de diluciones con
agua desionizada (Milli-Q plus, Millipore) y ademas un
blanco.

Un pool de dietas, de heces y de higados fueron
usados como control interno para la precisién de las
medidas. Los coeficientes de variacion interensayo
para el cobre fueron: dietas 8,1%; heces 3,8%; higa-
dos 13,6%. Para controlar la exactitud en la determi-
nacién de cobre se empled un higado liofilizado
(Community Bureau of Reference B.C.R., Reference
Material n.2 185) cuyo valor certificado para el cobre
era 189+4 jg/g y el valor obtenido fue 1946 pg/g.

2.4. Anadlisis estadistico

Para el tratamiento estadistico se realiz6 un anali-
sis de varianza (Procedimiento ANOVA) que realizaba
un andlisis factorial 3x2 (aceite-cantidad) asi como un
andlisis (Procedimiento ONEWAY) en funcién de la
cantidad y/o tipo de aceite; posteriormente se analiza-
ban las diferencias entre grupos aplicando el test de
Duncan. Todos los resultados se expresaron como
media + error estandar de la media. Se ha considera-
do en todos los casos diferencias estadisticamente
significativas para valores de p<0,05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

A lo largo del ensayo las ratas alimentadas con el
2% de grasa, sometidas a un régimen de alimentacion
pareada, no consumieron totalmente el alimento que
se les ofrecia, y por ello globalmente la ingesta de
estos grupos experimentd un descenso significativo
respecto a los que tomaron el nivel lipidico adecuado.
Sin que por el tipo de aceite se observara ninguna
influencia sobre este parametro.

Como consecuencia de su mayor consumo alimen-
tario, a base de una dieta de riqueza caldrica algo
superior, los animales que tomaron las raciones del 8%
de grasa mostraron evoluciones ponderales superiores
y pesos finales mayores al final del ensayo (Fig. 1).

3.1. Utilizacion del cobre alimentario

De acuerdo con el menor consumo de alimento la
ingesta de cobre también se deprimid ligeramente con
las dietas hipograsas a lo largo de todo el periodo
experimental y, en consecuencia, los animales dismi-
nuyeron su excrecion fecal porque la digestibilidad del
elemento no se modificé por el mayor o menor consu-
mo graso (tabla 1). A pesar de ello los valores de
absorcion de cobre en las ratas que ingirieron oliva y
girasol al 2%, aun sin diferencias significativas, fueron
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siempre mas bajos que los de las que tomaron la
racion con el contenido lipidico del 8%. Es decir, como
habian comido menos, absorbieron menor cantidad y
no parecié existir ningun efecto directo importante de
la cantidad de grasa sobre la digestibilidad del ele-
mento, salvo el consecuente a la depresién de la
ingesta. En la misma linea y en otros ensayos se des-
cribié que el consumo de oliva o girasol, como fuente
grasa de dietas normales, tampoco alteraba la utiliza-
cién del cobre (Pérez-Granados, 1996).

% ¥ %

1 7 14 dias

B OLVAS% O oLva2%

® GRasoLex (O GIRASOL-2%

a PALMA8% w PALMA2%
Figura 1

Evolucién ponderal de las ratas alimentadas con dietas que
contienen aceite de oliva, girasol o palma al 8% y 2%. Los *
expresan diferencias significativas dentro de cada tipo de acei-
te en funcion de la cantidad. p< 0.05

Debe sefalarse que en la excrecion fecal se cons-
taté también un efecto del tipo de aceite, centrado en
un incremento del cobre en las heces de los animales
que tomaron la grasa mas saturada, sobre todo al 8%,
demostrando que en esta dieta el micronutriente se
estaba utilizando con una eficacia algo inferior como
se demuestra en el descenso significativo que experi-
mento6 su coeficiente de digestibilidad. Se carecen de
datos para explicar la posible interferencia, ya que la
absorcion del cobre se relaciona en multiples aspectos
con las proteinas y productos derivados (Lénnerdal et
al., 1982) pero nada se dice de la influencia de la
grasa. A la vista de los resultados descritos en el
balance de zinc en un experimento paralelo realizado
(Aguirre, 1995) podria incluso pensarse en un meca-
nismo de competencia entre ambos micronutrientes
(Turnlund, 1994) que al actuar en favor de la utilizacién
del zinc, deprimié la del cobre. Pero, dado que el efec-
to sobre el zinc a nivel digestivo no quedé claro, la
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40 -

Bl OLVA-8% OLIVA-2%

B3d GIRASOL-8% GIRASOL-~2%

PALMA-8% EH PALMA-2%
Figura 2

Contenido y concentracion de cobre en el higado de las ratas
alimentadas con las dietas que contienen los aceites de oliva,
girasol y palma. Los * expresan diferencias significativas dentro
de cada tipo de aceite en funcién de la cantidad. p< 0,05

Las concentraciones séricas del elemento resulta-
ron superiores en los grupos del 8% y, aunque no se
conocen datos mas especificos de la relacién, parece
que los niveles séricos de cobre se incrementan al
aumentar las concentraciones de colesterol, y se
correlacionan negativamente con las lipoproteinas de
alta densidad (Thuiller-duteau et al., 1987). Por su
parte el cobre en los hematies no alcanzé influencias
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10

Bl OLNVA-8% OLIVA-2%

B38 GIRASOL-8% GIRASOL-2%

PALMA-8% S PALMA-2%
Figura 3

Contenido y concentracion de cobre en el bazo de las ratas ali-
mentadas con las dietas que contienen los aceites de oliva,
girasol y palma. Los &, $ expresan diferencias significativas

entre los distintos tipos de aceite dentro de los grupos al 8%.
p<0,05

definidas. Las concentraciones hepaticas se han
usado como indicadores de la situaciéon corporal del
cobre en los animales. Esto parece concordar con el
hecho de que los grupos que lo utilizaron peor, los de
la grasa al 2%, tuvieran no sélo menores contenidos
del elemento sino también mas bajas concentracio-
nes, especialmente las ratas alimentadas con aceite
de oliva y oleina de palma (Fig. 2). En el bazo la

Tabla Il
Concentracion de cobre en distintos 6rganos

Grupos Carcasa
(mg/g)
Oliva-8% 0,34+0,03
Oliva-2% 0,28+0,02
Girasol-8% 0,36+0,04
Girasol-2% 0,28+0,03
Palma-8% 0,32+0,03
Palma-2% 0,25+0,01*
ANOVA
Aceite NS
Cantidad p=0,007
Aceit x Cant NS

Piel Hematies Suero
(ng/9) (ng/di)
3,67+0,21 9,43+0,98 1,17+0,04
4,01£0,13 8,32+1,35 0,83+0,01*
3,56+0,13 9,51+1,95 1,10+0,06
4,58+0,36* 11,73+2,35 0,96+0,04
3,68+0,23 7,89+0,82 1,06+0,13
3,89+0,17 12,77+1,92 0,99+0,13
NS NS NS
p=0,005 NS p=0,035
NS NS NS

Valores medios de 10 animales + error estandar de la media.

Los * expresan diferencias significativas dentro de un mismo aceite en funcién de la cantidad.
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influencia de la cantidad se manifest6 a nivel de con-
tenido, disminuyendo en los animales cuyas dietas
tenian menos grasa (Fig. 3), pero en las concentracio-
nes se observé una influencia del tipo de aceite,
caracterizada por el siguiente orden creciente de las
concentraciones: oliva la mas baja, seguida de palma
y girasol, sin diferencias entre las dos ultimas. Por ulti-
mo cabe afhadir que la cantidad de cobre por gramo de
piel se incrementé justamente en los animales que
tomaron menos grasa, que fueron los mas pequeiios,
y los que lo utilizaron peor (tabla Ill).

De todo ello parece deducirse que el consumo de
dietas hipograsas disminuye la utilizacién del cobre a
través de la depresién de la ingesta, junto a una mas
ineficaz utilizacién. Por su parte la presencia de la ole-
ina de palma, comparada con los aceites de oliva y
girasol, se muestra mas negativa en la digestibilidad
del elemento.
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