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ABSTRACT. The aim of this work was to evaluate
the activity of some enzymes in serum and liver from
rats fed during 11 d with the following diets: fresh
lard, overheated during 165 min at 180 °C lard over-
heated during 265 min at 190 °C and fat free diet.
Dampened cotton balis . in groups of 10 were fried
during 10 min in heated lards. The activities of alanin-
aminotransferase, ALAT (EC: 26.1.2) and aspartat-

aminotransferase, ASAT (EC: 2.6.1.1) were assayed in

serum. The gamma-glutamyltranspeptidase, GGT (EC:
2.3.2.2) alkaline phosphatase, aP (EC: 3.1.3.1) and
le:icin-aminopeptidase, LAP (EC: 3.4.11.1) were as-
sayed in homogenate of liver tissue. No significant
differences were found in the activities of ALAT,
ASAT and LAP. The highest activity of GGT was
found when the rats were fed fresh lard diet and the
lowest activity with diets heated to 165 and 265 min.
However the activity of aP was greater when the
fat was heated 265 min. The results show that
although saturated fat were used, the length of time
that the fat was heated was able to produce changes
in the composition of the fat which affected the
activity the some of enzymes at a molecular level.

RESUMEN. E! objetivo del trabajo fue valorar la ac-
tividad de algunas enzimas en suero y en higado de
ratas alimentadas durante 11 d con dietas que con-
tenian manteca fresca, manteca recalentada a 180 °C
durante 165 min, manteca recalentada a 190 °C
durante 265 min y dieta libre de grasa. El recalenta-
miento se Hevo a cabo friendo bolas de algodon hu-
medecidas durante 10 min y divididas en grupos
de 10. Se determinaron en suero las actividades de
la alanin-aminotransferasa, ALAT (EC: 26.12) y la
aspartato-aminotransferasa, ASAT (EC: 2.6.1.1). En ho-
mogenados de tejido hepédtico de la gamma-glutamil-
transpeptidasa, GGT (EC: 2.3.2.2), la fosfatasa alca-
lina, FA (EC: 3.1.3.1) y la leucinaminopeptidasa, LAP
(EC: 3.4.11.1}. No hubo diferencias significativas entre
los grupos en las actividades de la ALAT, ASAT y LAP.
La mayor actividad de la GGT se encontré cuando
las ratas se alimentaron con la dieta que contenia
grasa fresca y la menor cuando la grasa se recalento
a 165 y 265 min. La FA mostré su maxima actividad
cuando la grasa se recalentd a 265 min. Los resulta-
dos obtenidos muestran que a pesar de tratarse de
grasas saturadas, el tiempo de recalentamiento fue
capaz de producir cambios en la composicion de la
grasa, los cuales afectaron la actividad de algunas
de las enzimas estudiadas.

INTRODUCCION

El calentamiento y recalentamiento de las grasas,
principalmente de los aceites, cambia su composi-
cién, lo que da lugar a la formacién de nuevos com-
puestos, cuya posible toxicidad se cuestiona en mu-
chos casos. La cantidad de los productos de descom-
posicion depende del tiempo de calentamiento de
la grasa utilizada (grado de insaturacién, temperatura,
grado de humedad e inclusive, tipo de recipiente que
se utiliza} 7.

La temperatura y e| tiempo de calentamiento son
las variables que mas influyen en la termo-oxidacién
de las grasas. Asimismo, el proceso de calentamien-
to intermitente resulta mas perjudicial que el con-
tinuo. Las alteraciones producidas en estos casos
son directamente proporcionales al grado de insatu-
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racion de la grasa, aumentando a medida que crece
el nimero de insaturaciones presentes en sus mo-
léculas.

En estudios realizados con ratas, se destaca que
el grado de toxicidad puede llegar a ser tal que
produzca retardc en el crecimiento, aumento de la
temperatura corporal, problemas en fertilidad y re-
produccién y aumento de la mortalidad. Algunos auto-
res plantean que la causa primaria de estas altera-
ciones es la destruccién de proteinas, vitaminas y
acidos grasos esenciales, asi como interferencias en
la actividad y sintesis enzimatica 4.8-%.

El higado, 6rgano central del metabolismo, ha sido
objeto de estudio bajo condiciones de estrés dietario
o bajo condiciones patologicas. Su funcion es en
parte medible por [a actividad de algunas enzimas



en suero o directamente al valorar el comportamien-
to enzimatico en el tejido, pudiendo estar compro-
metida dicha funcion en presencia de productos toxi-
cos resultantes de la oxidacion de las grasas.

El objetivo de este trabajo, fue valorar ia activi-
dad de algunas enzimas séricas y de otras de loca-
lizacién celular diferente en homogenados de tejido
hepético cuando en lugar de aceite se introduce man-
‘teca en la alimentacién y se calienta un nimero de
veces tal que recuerda al método.de freidura en la
alimentacién social y al casero, en algunos casos.

MATERIALES' Y METODOS

Se utiliz6 manteca de cerdo producida en una
planta industrial. Se prepararon bolas de algoddn
con peso de 2 g, las cuales fueron humedecidas y
exprimidas hasta alcanzar un peso de 6 g. Posterior-
mente, eran freidas en la manteca durante 3 min,
sustituyéndose al cabo de este periodo por otras
bolas nuevas sin interrumpir el proceso de calen-
tamiento hasta alcanzar tiempos de freidura de 165
y 265 min respectivamente.

De acuerdo con la grasa utilizada ‘en la dieta los
animales se dividieron en cuatro grupos:

Grasa. fresca (no. calentada);.grasa recalentada a
180 °C durante 165 min; grasa recalentada a 190 °C
durante 265 min y dieta libre de grasa.

La temperatura de freidura se controlé con un ter-
‘moémetro especial para estos fines.

Procedimiento bioldgico

Se utilizaron 8 ratas macho Wistar con peso pro-
medio entre 80 y 90 g, las cuales se colocaron en
jaulas metabolicas. mediante el disefio de cuadrado
latino. Los animales se sometieron a un periodo de
adaptacion de 5 d con un ritmo de iluminacion de
12 h diarias y una temperatura ambiental de 24 °C.

De acuerdo con la grasa recibida, los animales se
dividieron en cuatro grupos: el primer grupo: recibié
una dieta basal con manteca fresca, en el segundo y
tercero se sustituyé la manteca fresca de la dieta
basal por la grasa recalentada y el cuarto recibié
una dieta libre de grasa. Las dietas fueron isocal6-
ricas y la composicion de éstas se muestra en la
Tabla I.

TABLA |

Composicion de la dieta en base seca

Composicion Basal Libre de grasa
(g/100 mL)

Caseina 13,5 13,5
Grasa 9,0 —
Celulosa 2,6 2,6
Almidén 69,0 78,0
Mezcla de vitaminas 1.1 1,1
Mezcla de minerales 48 48

16

Los animales recibieron agua y alimento ad libitum.
El alimento fue conservado a 5 °C. La ingestion de
alimentos se controlé diariamente mediante pesada.
El peso corporal se controlé-al ‘comienzo y al final
del experimento. Los animales fueron alimentados
durante 11 d al cabo de los cuales se.obtuvo sangre
de la vena femoral y fueron sacrificados por decapi-
tacién. El higado fue extraido inmediatamente, sien-
do lavado con. solucion salina fisiolégica helada y
pesado y conservado a —-20 °C hasta el dia de su
procesamiento. La sangre se dejé en reposo durante
1 h y se centrifugd a 3000 r/min durante 20 min
para obtener el suero. El higado fue fraccionado y ho-
mogeneizado con una solucién de sacarosa 0,25 mo/L
a pH 7, segun una relacion masa/volumen de 1:10.
E! homogenado se centrifugé a 5000 r/min durante
10 min determinandose en el sobrenadante la activi-
dad de la gamma-glutamiltranspectidasa (GGT) y de
la fosfatasa alcalina (FA). Se utilizaron juegos de reac-
tivos para todas las determinaciones de las firmas
Chemapol (GGT), Finlay (FA) y Boehringer leucinami-
nopeptidasa (LAP). En el suero se determind la acti-
vi\dad de la aspartatoaminotransferasa (ASAT) y la
alaninaaminotransferasa (ALAT) con juegos de reac-
tivos de la firma Roche.

La determinacién de proteina- se hizo por €l méto-
do de Lowry V. La valoracién: para las posibles dife-
rencias estadisticas se hizo por el -anélisis de va-
rianza y el test de Duncan para una p < 0,05.

RESULTADOS

No se encontraron diferencias significativas en el
peso de las ratas ni de los higados, al final del ex-
perimento (Tabla ). _

TABLA I

Peso de las ratas y de los higados después
de 11 d de dieta

Pero corporal Peso higado

Producto
(9)

Grasa fresca 1054 = 110 48 =97

Grasa recalentada a 180 °C

durante 165 min 1070 = 35 51 = 02

Grasa recalentada a 190 °C

durante 265 min 999 = 95 47 £ 0.2
Dieta libre de grasa 998 = 52 49 =+ 06
La concentracion de profeinas en el higado no

mostré diferencias significativas y la media alcanzada
por grupo fue respectivamente: 21,7 + 2,6; 21,7 =+
38; 232 + 3,2 y 21,3 = 3,2 mg/mL. La actividad
enzimdtica determinada en los homogenados, se ex-
presa como actividad enzimatica especifica y el resul-
tado de las enzimas determinadas se muestra en la
Tabla NI. La actividad enzimatica determinada en
suero aparece expresada en la Tabla V.

En el homogenado de higado la mayor actividad
de la GGT se observé cuando las ratas se alimen-
taron con una dieta que contenia grasa fresca, mien-
tras que la menor actividad se encontré cuando la
grasa se recalentd, no habiendo diferencias entre un
tiempo u otro de recalentamiento.




TABLA Il

Actlvldad enzimética espec:flca en homogenadas de higado de ratas alimentadas
" con diferentes dietas

Grasa recalentada

Enzima. Grasa fresca Grasa reca'lentada’ Libre de grasa
180 °C ' 165 min ’190 °C 265 min
‘pmol/s + mg d:é»pro'tevina 611 = 262 37 +..10% 42 * 07“‘ 48 - 16¢
pmol/s - mg de proteina 120,1 % 266° 1289 + 32,4% 2116 :t: 404 933 + 293
) LAP . DR ETEES Wy ok
pmol/s - mg de proteina 16,81 = 3,12 178 = 52+ 185 += 11,9* 184 * 46+
Letras iguales no hay diferenclas significativas (p < 0,05)
TABLA 1V

Actividad enzimética en suero de ratas alimentadas con diferentes dietas

Enzimas Grasa ‘fresca Grasa recalentada Grasa recalentada Libre de grasa
180 °C 165 min 190 °C 265 min
{nmol/s.L 252,5 + 498 2;18.5 + 89,3 3089 * 650 2959 + 56,7
ASAT
5429 + 799 §77.2 * 853 566,6 + 69,0

(nmol/s.mb) 5521 + 638

Se hallo actividad intermedia cuando se suminis-
tr6 dieta ‘libre de grasa. La FA mostr6 por el contra-
rio, mayor actividad cuando la grasa 'se recalento
mayor tiempo, mientras que la menor actividad se
presanté en las ratas que fueron alimentadas con
'grasa fresca, en la recalentada por menos tiempo y
en la dieta libre de grasa. No se encontraron dife-
rencias entre estas tres ultimas, asi como en ja ac-
tividad de-la LAP. Ld*actividad: de la ALAT y'la ASAT
en suero no mostraron diferencias sighificativas, en-
contrandose una ligera tendencia al aumento cuando
~la grasa fue’recalentada por ‘més tiempo, N6“se de-
termind: el peso relativo del higado por carecer de
interés, ya que los pesos corporal y absoluto dei
higado no arrojaron diferencias slgmflcaﬂvas al finai
del experimento.

DISCUSION

. Numerosos estudios realizados: en animales de ex-
perimentacién sefalan la posible toxicidad “de las
grasas recalentadas 7 Multiples son los efectos
téxicos provocados en ratas por los productos oxi-
dados que se forman en el calentamietto:de las
grasas entre los cuales los indicadores mas sencillos
de medir son los pesos corporal y de los d6rganos
Se ha encontrado que -el peso corporal disminuye
mientras que el del higado y de los rifiones aumen-
ta ®. Dicho efecto ha sido medido en estos casos
después de tratar los animales ‘durante un’ periodo
que ha llegado a extenderse hasta 18 meses. En el
estudio realizado por los autores no se observaron
diferencias en el peso corporal del higado, lo cual
pudiera corresponder con el tipo de grasa utilizada
que al ser saturada, el calentamiento no provoca
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tanta formaciéon de productos oxidados, principalmen-
te grupos carbonilo de cadenas cortas ¥ o porque el
tiempo a .que fueron sometidos los animales a la
dieta fue relativamente corto. Se ha informado al mis-
mo tiempo que los productos de la peroxidacién de
las grasas ‘insaturadas causan destruccién de protel-
nas; interfieren a las ‘biomembranas y a la actividad
de algunas -enzimas unidas a membrana 15,20,

-Segln “los resultados obtenidos, no parece haber
habido interferencia en la sintesis, ni destrucci6n
proteica, ya que no hubo diferencias significativas
en |la concentracion de proteina en el higado cuan-
do se compararon los cuatro grupos estudiados. La
actividad enzimatica si parece haber variado de
acuerdo a la localizacién y la funcién de las enzimas,
encontrandose que la GGT que es una enzima unida
a membrana, mostré mayor actividad cuando se ali-
mentaron las ratas con grasa fresca, una actividad
comparativamente menor con la dieta libre de grasa
y un valor menor aun cuando fa grasa se recalentd
a ambos tiempos. v

Es conocido que la peroxidacion fipidica y las bio-
membranas estéan - intimamente  relacionadas.

La composicion de fosfolipidos de la doble capa
lipidica de las biomembranas es rica en &cidos gra-
sos poliinsaturados (AGPI) y el ataque oxidativo de
los grupos carbonilo formados en el calentamiento
de las grasas resulta en formacion de radicales en
los (AGPl) de las membranas con la consiguiente
formacidn de mas radicales de perdxido. Los peroxi-
dos lipidicos generados en las biomembranas pueden
unirse a las proteinas de las membranas, entre ellas
a las enzimas y alterar de este modo la actividad
je las mismas. Por pequeia que haya sido en este
caso la produccion de perdxidos al tratarse de grasas



saturadas, podria explicarse la disminucién de la

GGT para los casos en que la grasa fue recalentada.

Al mismo tiempo, esta enzima es constitucional-
mente una lipoproteina, cuya actividad depende en
gran medida de los lipidos de la membrana. Corres-
pondientemente a esto, se encontré una disminucion
en su actuvudad comparando los grupos primero y
cuarto.

La FA que es también una enzima unida a mem-
brana, tuvo un comportamiento diferente, quizas, de-
bido no . :solamente a su localizaciéon celular, sino
también, a la funcién que ésta desempefia. Se ha

sefalado que esta enzima interviene en el transporte.

de aminoacidos y de péptidos en el higado y que
cambios en la membrana donde se ha visto compro-
metido el transporte proteico ha provocado " un
aumento en la sintesis de la enzima sin cambio en la
sintesis proteica general, lo cual se explica como un
mecanismo de compensacion que posibilita el trans-
porte a través de las membranas cuando una noxa
a un agente externo comprometa esta funcién 2!,
Estas observaciones concuerdan con la: mayor acti-
vidad encontrada cuando la grasa se recalenté més
tiempo y donde por ende, debleron formarse mds pe-
réxidos que interfirieron ‘con los. hpldbs delas
membranas.

La LAP es una énzima citosélica empleada en el

diagndstico de las hepatopatias y en el diagndstico
diferencial de otras entidades. Las diferencias no
significativas observadas en el higado pueden atri-
buirse a que esta enzima debe verse poco afectada
debido a su locatizacion celular. La ALAT y ASAT
que son también indicadores empleados en la clinica
para ‘medir funcién hepética no arrojaron diferencias
significativas, 1o cual se considera; se deba al corto
tiempo del experimento, lo que no permitié contar
con el tiempo suficiente para provocar la destruccion
celular y con ella, la salida de las enzimas al torren-
te circulatorio. Algunos autores que alimentaron ra-
tas con la fraccion polar del aceite calentado encon-
traron un aumento en la actividad de la ALAT y la
ASAT en suero, pero en. estos casos, se han frac-
cionado los aceites recalentados provocandose una
verdadera hepatotoxicidad experimental 22.

CONCLUSIONES

El calentamiento de la manteca provoca alteracio-
nes bioquimicas que se traducen en cambios en la
actividad de algunas enzimas hepéticas.

Los productos. formados por el recalentamiento no
afectan de igual modo a las enzimas citosblicas y a
las unidas a membrana.

El breve tiempo del experimento no permitié de-
mostrar por medio del estudio de las enzimas séri-
cas la posible hepatotoxicidad de {os productos
téxicos que se forman al calentarse la manteca.
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