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Summary : This study was conducted io a ten week experinient to investigale the woxic
effects of a heated partially hydrogenated soybean oil. It shows that the contenls of cylo-
chrome b5 & P450 of liver microsomes of rals fed diels containing heated fats were signifi-
canuly incrcased when compared 1o the control group of rals fed the non-hcaled partiaily
hydrogenated soybean cil. This roay suggest formadon of new compuunds in the o] during
the heaurg cycles. This is evidenced by the signilicant jnerease (p < 0.0001) of microsomal
content of cytochrome P450 which performs a central role in the metabolism of xenobiotics
and various endogenous compounds. The toxic effect is evidenced by the significant increa-
sed acuviry {p < 0.0001) of NADPH-cyluchrome P450 réductase {EC 1.6.2.4.) in the ¢xpe-
simenial group of rais in cornparison to the control group.

Key-Words : rai, heated fats, cyiochrome bs, cytochrome Pyeo. NADPH-cylochsome Pygq
reductase.

INTRODUCTION

De pos jours, la plupart des travailieurs des villes modernes préferent
la jounée continve avec un repos 4 midi. Compte lenu de ce laps de
temps, ils achitent s souvent dans des restaurants des mets préts 2
emporter tels que les frites de pomme de terre, poissons et poulets frits,
ctc. et ces aliments absorbent sans aucun doute de [*huile chauffée. L’ huile
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utilisée pour la fabrication de ces mets subit de fagon répétée des chauf
fages jusqu’a au moins 180°C et des refroidissements.

il a été rapporté dans la littérature qu’au cours du processus de chaef-

fage des corps gras, il s'opére un mélange vapeur et air 2 'huile chapffée -~
et que le processus de chauffage intermitient endommage plus le corps -~

gras que le mode de cuisson en continu [1,2,3). Dans ces coaditions, il est
possible qu'il soit produit une détérioration des corps gras par la chaleor
aussi bien que par oxydation. D'auires chercheurs {4,5,6] oat rapporté
dans leurs travaux plusieurs effets biologiques défavorables (ou
contraires) tels que retard de croissance, hypertrophie du foie avec nécro-
se, perte de poils et dermatose lorsque des animaux ont ingéré ces corps
gras chauffés. Par ailieurs, la Littérature rapporte que durant le processus
de friture d’aliments & haute température, plusieurs composés toxiques
sont générés dans 1'huile, ce qui pourrait &tre la cause de ces effets biolo-
giques néfastes [7,8,6). Parni les composés toxiques formés se trouvent
les carbonyles, les monomeres d’acides gras cycliques et les dérivés des
diméres 9,10].

Bien que des recherches préliminaires se soient penchées sur I’évalua-
tion de cenains parametres biochimiques et histopathologiques [4,5,6],
peu ou pas d'attention a &t portée sur les effels que pourraient avoir les
cotps gras ayant servi A la friture d’aliments dans les restaurants sur le
contenu en cytochromes Pysq et by afin de vénfier d’éventuelle toxicité de
ces corps gras chauffés vis a vis de ’organisme. De ce fail, cette présente
recherche aura pour tiche d’étudier les effels que pourraient avoir I'huile
de soja partiellement hydrogénée et ayant servi 2 frire les aliments dans un
restaurant pendant sept jours sur le contenu microsomique de foie de rat
en cytochromes bg et Pyqq ainsi que activité de la (EC 1.6.2.4) NADPH-
cytochrome Pys5q réductase. Les effets annotés sur le groope de rats expé-
rimentaux seront comparés & ceux d’un groupe €moin dont le régime ali-
mentaire contient de I’huile de soja partiellement bydrogéoée non chauf-
fée.

MATERIELS ET METHODES

Animaux, Régimes et Procédures
L'expérimentation a porté sur des rats miles de souche Sprague
Dawley pesant de 50 4 60g au départ. Les animaux répartis en groupe de
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10 (té moins et expérimentaux) soat individuellement mis en cage dans une
animalerie oil ja lumiére est régularisée pour des cycles de 12 heures. Les
rats ont éé nourris aux biscuits habituels des rats pendant une semaine
avapt d’&tre soumnis aux différents régimes expérimentaux pour 10
semaines. Les compositions des différents régimes sont indiquées dans le
tabteau 1. Les apimaux ont libre acces A I'eau de robinet comme eau de
boisson et & la nourriture. Les différents régimes sont préparés par semai-
ne et stockés & 4°C sous azote dans des bocaux en plastique fermés. Les
rats sont pesés chaque matin durant les 10 semaines d’expérimentation
avapt d'étre sacrifiés 2 la guillotine aprés une anesthésie par upe bréve
inhalation de CO,. Le foic est rapidement excisé , prélevé et pesé avant

d'éue ransporié dans le taropon approprié refroidi et maintenu dans de la
glace pilée en vue de la préparation des microsomes des cellules hépa-
tiques.

Origine de Uhyile chauffée

L'huile chanffée ntilisée dans cette expérience est recueillie d'un res-
taurant servant habituellement des frites de pomme de terce, des poissons
et poulets frits, et¢.

Préparation des Microsomes :

Les microsomes des cellules hépatiques ont €ié préparés d'aprés la
méthode décrite par Lake [11] selon iaquelle on homogénéise environ 2g
de foie dans un tampon 0,05M Tris-HCI, pH 7,4 contenaat 1,15% de KCL
L'homogénat est cenmrifugé & 10.000xg pendant 20 min A 4°C puis décan-
1€. Le surnageant obtenu est centrifugé i la vitesse de 105.000xg pendant
60 min dans une ultracentrifugeuse Beckman Modet L 3-30 reclassifiée G
et utilisant le cotor 60 Ti. Les microsomes sédimentent an fond des tubes.
On suspend les microsomes obtenus dans une solution de KCla 1,15% et
contenant de ’EDTA 4 10 mmoles/ au moyen d"un homogénéisateur. Une
derniére centrifugation est effectuée a 105.000xg pendant 60 minutes. Les
microsomes tavés sont suspendus dans 10 velumes d’une solution gluco-
sée 0,25M. La suspension de microsemes est congelée dans 1"azote liqui-
de et stockée A -70°C pour au maximum vne semaioe.
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Dos 8 ings
Le dosage des protéines a éi1€ réalisé selon la méthode déerite par
Lowry et col. [12].

Dszsagc in Q!LQ_C!I!QHIQE hﬁ Q[ Eﬂiﬂ ﬂi !h rﬂcli!i[ﬁ dﬁ Ia ]ES: 1,§,2,4)_
NADPH-Cytochrome Py sn- Réductase

La mesure du contenu en cytochsome Pygg (CytPysq), cytochrome by
(Cyt.bs) et le dosage de I’activité de la (EC 1.6.2.4) NADPH-cytochrome
P,sp réductase ont ét€ déterminés dans les fractions des microsomes des
celluies hépatiques selon la technique décrite par Lake [11]. On mesure
dans un premier temps le contenn en CyLbs avant de procéder 4 celui du
Cyt.P450. Les spectres d’absorption se situent 4 la longueur d’onde de
424 nm ce qui tdmoigne de la présence du Cyt.bs. La mesure du contenu
total en Cyt.bs est basée sur la différence d’absorption entre les jongueurs
d’ondes 424 et 409 nm avec la valeur 185 Cm-1M-1 comme coefficient
d’extinction. L'oo réduit ensuite I"échantillon de 1a cuve du spectrophoto-
metre avec de I"hydrosulfite de sodinm et Fon procgde alors & la mesure
du contenu en Cyt.P450 du méme échantillon. L’ absorbance doit se situer
2 450 nm et I’ on détermine le conienu total en Cyt.P450 par la différence
d'absorption entre les longueurs d’ondes 450 et 490 nm avec
91 Cm!M-! comme coefficient d’extinction molaire.

La mesure de I'activité de NADPH-cytochrome Pygy réductase a é1é
effectuée & 37 °C et est basée sur 1'augmentation de 1’absorbance dans le
termnps (5:min) & la longueur d’onde de 550 nm. Le coefficient d'extinction
molaire utilisé étant de 21 Cm-tM-1. Toutes les mesures ont é1€ effectuées
a ['aide du spectrophotometre Beckman Model 26 (UV/Visible) muni
d’un enregistreor.
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lableaw | : Composition des Différents Régimes Atlribués aux Animaux

Témown T Expérimenial 'E'
en (p/ke de nowrrilure)
Caséing* 150 150
Dexirose anhydre 650 650
Polyvilamine* 10 10
Mélange Scls Minéraux AIN-76*% 40 40
Huile d¢ Soja Frais 150 0
Huile de Soja Chauliée* * 0 150

* Harlan Teklad, B O. Box 44220, Madison, WI {(U.S.A.)
* Huile de soja particlicrnent hydrogénée avant servi 7 jours
3 la friwure d*aliments dans un reslauran|

Analyse Statistique :

Les résnltats ont &té analysés par analyse de variance selon le mode de
distribution av hasard en utilisant le logiciel «StatView SE + Graphics»
[13].

RESULTATS

Poids des Animaux ; Rapport Poids du foie/Poids corporel ; Contenu
en Protéine des Microsomes :

Les résultats compilés dans le tabieau Il montre que les rats nourris au
régime contenant e corps gras chauffé (groupe expérimental ou ‘E’) ne
sont pas significativement différents de ceux du groupe ¢émoin (ov grou-
pe “T") nourris au corps gras frais (i.e. non chauffé) bien que les premiers
aient enregisiré un [éger retard de croissance par rapport aux derniers. La
figure | rapportant Ja moyenne de la courbe de croissance journalidre de
chaque rat des deux groupes d’ammaux novs montre clairement que les
rats du groupe ‘E’ ont une croissance moindre par rapport 2 leurs homo-
logues ayant ingéré I'huile non chauffée. De plus, la courbe indiguant ta
prise de poids moyen des animaux ayant consommé I'huile chauffée reste
stmilaire et parallzle a celle du groupe 1€moin jusqu’aux environs des tren-
te jours des régimes expérimentaux. En outre, cette courbe nous monfre
que I'écart entre les deux groupes d’animaux ne se distingue vraiment
gu’a partir du 35¢me jour de prise du régime, période ol I’on a noté la
viritable baisse non significative de croissance des animaux du groupe
‘E’. Chez ces derniers, oo a enregistré une pecte notable de poils suivie
de dermatose [14).
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Figure | : Courbes de Croissance Moyenne des Animaux en Dix Semaines
d’Expérimentation.

Bien que ' on ait observé une hypertrophie du foie par rapport au poids
corporel des animaux du gronpe’E’ (Tableau 11}, la différence enregistrée
n’éail pas statistiquement significative lorsqu’elle est comparée aux ani-
maux du groupe ¥moin.

Le contenu des microsomes en protéine (Tableau O} des rats nowTis &
["huile de soja partiellement hydrogénée et chauffée est significativement
élevé (p < 0,0001) lorsqu’il est comparé & celui du groupe témoin (T).

Tableaw I1 : Valeurs de Quelques Parametres Etudies chez les Animaux

Témoin (T) Expérimental 'E' | Significaton
(o=10) (n=11} Statistique
Poids moyen en (g) 273,24 x 8,16 257,23 = 544 NS
Polds [otefPolds corporel 3,21 = 0,04 3.25 2 0,06 NS
en (mg/g
Frotéine microsomale 3038+ 1,10 6040+ 1,23 p< 00001
en (mg/e) de loie
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Cylochromes by et Pysq et I'Activité de la (EC 1.6.2.4) NADPH-
Cytochrome Pygy Réductase,

L’ingestion du corps gras chauffé par les animaux du groupe ‘E’ a
entrainé une asgmentation du contenu en Cyt. by lorsque comparée aux
rats du groupe t€mojn. La différence obscrvée est significative
(p < 0,0001) comme il est objectivé dans le tableau IIl. Le méme type
d’élévation du conteou en Cyt.P,sq des microsemes des celules hépa-
tiques a été observé chez les rats nourris au régime contenant | huile de
soja partiellemeni hydropénée et chauffée par rapport aux animaux
témoins nourris 4 huile non chauffée. La différence observée entre ces
deux groupes d’animaux est significative avec p < 0,0001 (Tableau IN{).

Tableau Ul : Teneurs en Cytochromes bg et Py et Activité de
(CC 1.6.2.4.) NADPR-Cytochromne Pysg Réductase.

Témoln (T) ( Expérimentul (E) | Signification
__{n=8) _{o=11) Statistique |
Cyhbg en 037 2 0,0) 0,84 + 0,04 p< 0.0001
(rumolmg prol. nicro )
Cyt.Pgsgen 1,03 £ 9,43 1,97 = 0,08 p< 0.0007

{mmolmg, prot.mero)

Activitd NADPU-Cyt.Pygriduc, (64,48 + 3,28 120,19 » 440 | p< 0006/
et (memolmin/me prot. gnere.)

CyLbs = cytochrome bs ; Cyl.Pyso = cytochrome Pygq  prot. micro. = protéing micro

somale ; réduct. = réductase.

L'activitt de l'enzyme NADPH-cytochrome Puqp réductase
(EC 1.6.2.4) mesurée dans les microsomes des cellules hépatiques des ani-
maux du groupe ‘E’, est plus importante lorsqu’elle est cornparée 2 celle
des rats du groupe témoin ‘T'. Cette augmentation d’activité observée
dans le groupe ‘B’, est significative (p < 0,0001) par rappont a I'activieé
mesurée chez les rats du groupe témoin.

DISCUSSION

Les résultats obtenus dans le cadre de la croissance des apimaux sou-
mis & 'expénimentation (Tabieau IT) et les courbes relatives 2 leurs crois-
sances respectives (Figure 1) montrent Ja méroe tendance qu’avaient noté
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auparavant ' autres prédécessenrs [15,16,17] travaillant sur les corps gras
chauffés. Dans nowre émde, la soumission des rats aux différents régimes
décrits dans le Tableau T a occasionné uo retard de croissance chez les rats
du groupe ‘E’. Ceci suggére que ["huile chauffée pourrait cantenir des sub-
stances qui retarderaient jeur croissance normale par rapport & leurs homo-
logues témoins ayant ingéré de 1'huile non chauffée. Les régimoes alimen-
taires des groupes d’animaux étant équilibrés et isocaloriques. Le fait que
la courbe des animanx du groupe ‘E’ (Figure 1} ne cesse de se confondre
avec celle des rats du groupe témoin ‘T’ gu’aprés une trentaine de jours au
régime pousrait suggérer que les composés néoformés au cours du pro-
cessus de chauffage-refroidissement doivent &e absorbés 2 un certain
taux avant que I’ on observe leurs effets nuisibles 2 1a santé de ces animaux
nourtis au corps gras chauffés.

Au regard de 1'effet quantité de protéine sur I"activité des fonctions
oxydase mixte du systtme cytochrome P,5n des microsomes [18,19,20],

I'augmentation hautement sigaificative (p < 0,0001) observée du contenu
en cytochrome P45 (Tableau 11} chez les rats du groupe 'E’ suggérerait

'existence d’un certain effet toxigue des composés générés au cours du
processus de chauffage-refroidissement du corps gras. Quant au Cyt.bs, il

joue un rdle de donneus d’électrons au Cyt.Pyqq €t est soit réduit par le
NADPH-cytochrome P45, réductase ou soit par une autre flavoprotéine
liée aux microsomes : le NADH-cytochrome bg réductase qui est spéci-

fique du NADH [21}. La trés haute avgmentation significative du contenu
en Cyl.bs (Tableau III) mesuré chez les animaux du groupe ‘E’ suggdre

qu'un taux élevé de composés nouveaux seraient formés durant le proces-
sus de chauffage-refroidissement du corps gras de fagon concomitante
avec ['accroissement des fonctions gue posséde potentiellement le Cytbs.

Ceci pourrait expliquer I'importance de 1’ activité observée de la NADPH-
cytochrome P45 réductase mesurée (Tableau I11) dans cetie étude et par

conséquent, i’augmentation de T'activité de la NADH-cytochrome bs

réductase dans les fractiens microsomiques des cellules hépatiques de rats
qui participerait indirectement en quelque sorte 4 la détoxication de 1’or-
ganisme déja amorcée par la Cyi.Pysg (21} En effet, Vactivité de la

NADPH-cytochrome P,5; réductase est accrue de fagon concomitante
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avec une trés hawte signification statistique (p < 0,0001) chez les animaux
du groupe ‘E’ er comparaison de leurs homologues témeins “T°. Selon
Okita & Masiers [21], les deux électrons dont a besoin la fonction oxyda-
se mixte do systtme Cy1.P4s5q pour son activité proviennent du NADPH.

Par conséquent, le NADPH formé au cours du cycle des pentoses phos-
phates n'est pas seulement utilisé pour la biosynthese des acides gras,
majs aussi pour ta fonction oxydase mixte du sysitme Cyt.Pyqp impliqué

dans le processus de détoxication déclenclé dans les fractions des micro-
somes des celiules hépatiques de rats. La signification statistique notée
{p < 0,0001) de I"activité de 'enzyme NADPH-cyiochrome Py réducta-

se (Tableau 1T} nous confirme I'importance que revét §’utilisation accrue
du NADPH dans le métabolisme des composés étrangers ou toxiques
ingérés par les animaux lorsqu’ils ont €t soumis au régime contenant le
corps gras chauffé.

En effet, au cours du processus de détoxication d'un composé étranger
A Uerganisme, ledit composé se complexe dans up premier temps auv
Cyt.P4sq {considéré comme oxydase terminale) avant d’&tre oxydé par la

suite [21). Parmi ces processus, 'une des plus importantes réactions de
détoxication est la glucuroconjugaison qui est un mécanisme accélérant la
solubilité des composés glucuroniques avec intreduction de substances
glucidiques trés polaires et un groupement carboxylique libre. Ainsi, fes
produits issus de la glucuroconjugaison sont facilement €liminés dans les
urines ou dans la bile. La giucuroconjugaison est un processus qui réduit
énormément la toxicité potentielle de composés éirangers ingérés, Le rdle
de I'acide benzoique n'est pas A négliger dans ce processus de détoxica-
ton od il se conjugue avec les composés glucuroniques formant des esters
et des hémiacétals. C’est ainsi que Grandgirard [22] qui a entrepris une
étude cbez le rat sur I'excrétion urinaire de produits de détoxication aprés
ingestion d’huiles chauffées (thermopolymérisation et chauffage a Vair) a
noté une excrétion urinaire importante d’acide glucuronique et dans une
moindre mesure celle de 1’acide hippurique. La glucuroconjugaison sem-
blerait donc &tre un des mécanismes de détoxification.

Eo conclusion, le corps gras chauffé conduir 4 la formation de nou-
veaux composés qui auraient des effets nuisibles 2 la santé des animaux et
que le systtme Cyt.P,so €0 est ie premier responsable du processus de
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détoxication de I’organisme de ces substances.
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