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Résumé : Il a été démontré ces dernieres années que les deux acides gras essentiels
eicosapentaénoique (EPA) et docosahexaénoique (DHA), ont des propriétés physiologiques
intéressantes chez I'homme. Ces effets bénéfiques ont accru l'intérét de pouvoir disposer de
préparations « ciblées », c’est-a-dire enrichies soit en EPA soit en DHA, les premiéres visant des
applications en prophylaxie des maladies cardiovasculaires, les secondes visant a compléter
I"alimentation de sujets risquant de présenter un déficit (prématurité et sénescence). Dans cette
mise au point sur le biofaconnement des huiles de poissons, nous nous attacherons a comprendre les
avantages et les limites des méthodes mises en ceuvre pour différencier I'EPA du DHA des huiles de
poissons.

Summary : During the last few years, the physiological properties of eicosapentaenoic (EPA) and
docosahexaenoic (DHA) acids have been investigated and beneficial effects can be attributed. EPA
has been associated with a reduced risk of cardiovascular disease in adult, by altering platelet
function towards a more anti-atherogenic state. DHA is a major constituent of the neuronal
structures including retina cell membranes. For populations at high risk of deficiency like new-born
babies and the elderly, diet must be supplemented with DHA. Therefore, these beneficial effects
have promoted the development of dedicated preparations enriched either with EPA or DHA as long
as bioavailability is needed in our diet. In this survey, the enzymatic methods to discriminate
between EPA and DHA are reviewed.

Mots-clés : huile de poisson, acide eicosapentaénoique, acide docosahexaénoique, biofagonnement

Keywords : fish oil, eicosapentaenoic acid, docosahexaenoic acid, enzyme

ARTICLE

Longtemps, la place des huiles de poisson dans I'alimentation de 'lhomme s’est limitée a la seule
utilisation de I'huile de foie de morue. Scientifiquement, sa consommation se justifiait par la
concentration importante en vitamine D qu’elle contient. D’autres vertus thérapeutiques des huiles
de poisson ont été plus récemment mises en évidence. Au début des années 1970, une étude
danoise a montré la faible incidence des maladies cardiovasculaires chez les esquimaux du
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Groenland, grands consommateurs de poissons [1]. Une étude hollandaise publiée en 1985 [2] a
montré que la consommation quotidienne de 30 g de poisson (I’équivalent de deux repas de poisson
hebdomadaires) diminue par deux la mortalité par accident coronarien. Depuis, de nombreux
travaux ont bien mis en évidence |'effet hypolipémiant et antiagrégant [3] des huiles de poisson, lié a
leur contenu en acides eicosapentaénoique 20:5n-3 (EPA) et docosahexaénoique 22:6n-3 (DHA). Par
ailleurs, des effets anti-inflammatoires ont été démontrés chez |'animal [4-5], et lintérét
thérapeutique des acides gras (AG) marins a été avancé dans plusieurs maladies inflammatoires
chroniques, tant chez I'animal pour le lupus [6], que chez I'homme pour le psoriasis [7] ou la
polyarthrite rhumatoide [8].

L'intérét de la consommation d’extraits de poisson ayant été mis en évidence et confirmé, les huiles
trouvées aujourd’hui en pharmacie et dans les magasins spécialisés en diététique ne sont plus I'huile
de foie de morue, elle-méme présentée en flacon, mais plutét des huiles nobles sous forme de
capsules molles d’huiles naturelles, parfois concentrées en AG polyinsaturés (AGPI) d’un mélange de
différents poissons gras et/ou de saumon seul. L’enrichissement en AGPI ou leur présentation sous
forme d’esters éthyliques, et méme méthyliques, est pratiqué aux USA [9], quoique l'image de
« produit naturel » soit préférée. Ces produits sont supplémentés systématiquement en tocophérols,
et parfois méme en carotene, afin de prévenir une éventuelle carence par surconsommation. Un seul
produit d’origine marine, le MaxEPA, a obtenu en 1987 une AMM (il a depuis été radié en ao(t 1998)
dans l'indication des traitements des hypertriglycéridémies endogenes, en complément d’une
diététique adaptée et assidue. Ce produit, présenté en capsules molles, est une huile de chair de
poissons a forte concentration d’AGPI n-3 sous leur forme naturelle de TAG comprenant 18 % d’EPA
et 12 % de DHA. L’avantage d’un tel produit soumis a ’AMM est important pour le consommateur :
le dosage et la formulation sont précisés, la cible thérapeutique est claire, et les limitations de type
contre-indications éventuelles sont clairement énoncées. Ce label de « qualité » est d’autant plus
important pour une huile de poisson : il faut considérer que d’une part, les AGPI étant tres sensibles
a I'oxydation, la préparation de ce complément alimentaire nécessite un raffinage doux et contrélé
et que, d’'autre part, se pose le probleme de la variabilité de la composition en AGPI des huiles
marines, entre différentes espéeces ainsi qu’a I'intérieur d’une seule espece. De plus, il n’est pas rare
de trouver dans le commerce des formules enrichies en AGPI n-3 qui soient un mélange de glycérides
partiels, alors que la forme naturelle d’une huile est un mélange de triacylglycérols (TAG) ; ceci le
plus légalement possible dans la mesure ol le législateur ne tient pas compte de la structure
glycéridique dans sa définition d’un corps gras.

Propriétés nutritionnelles des huiles de poissons

Les poissons gras sont les especes généralement utilisées pour préparer les huiles alimentaires. Ce
sont principalement le hareng, le maquereau, la sardine, le saumon et I'anchois. Cette catégorie
contient en général de 5% a 25% de matiere grasse. Les graisses de ces poissons sont
essentiellement constituées de TAG auxquels il convient d’ajouter linsaponifiable, dont le
constituant principal est le cholestérol. Cet insaponifiable contient également des alcools gras et des
hydrocarbures, dont certains, comme les alkylglycérols et le squaléne, sont doués de propriétés
physiologiques intéressantes [10]. Parmi les AG constitutifs, ce sont les AG saturés et insaturés qui
représentent pondéralement la fraction la plus importante puisqu’on estime qu’ils constituent 90 %



des lipides saponifiables. Les deux principaux AG de ces poissons, I'EPA et le DHA, représentent a eux
deux de 20 a pres de 40 % des AG totaux [11]. Plusieurs vertus nutritionnelles sont reconnus a ces
deux AG.

Développement du nouveau-né

Il est bien connu que des quantités importantes d’AGPlI en n-6 et n-3 sont nécessaires au
développement du nouveau-né, car ils participent activement a la construction des membranes
cellulaires, au développement rapide du cerveau et du systéme nerveux central. Cet aspect concerne
principalement I'acide arachidonique (AA, 20:4n-6) et le DHA [12]. In vivo, I'activité de biosynthéese
de ces AG essentiels étant trop faible si 'on prend en compte les besoins, il est nécessaire de
supplémenter I'alimentation du nouveau-né en ces AG particuliers. A cet effet, une approche
envisagée a été d'utiliser des huiles de poisson dans des laits pour prématurés. Avec ce type de
supplémentation, les taux de DHA dans le plasma et dans les phospholipides membranaires des
globules rouges sont proches de ceux observés avec du lait maternel [13]. Toutefois, du fait du
contenu en EPA des huiles de poisson, on assiste a une réduction de la synthése endogéne de I'AA et
a une altération de nombreuses réactions physiologiques secondaires au cours du métabolisme des
leucotrienes et des prostaglandines [14, 15].

Prévention des maladies coronariennes

Plusieurs facteurs concourent a définir le réle protecteur des huiles de poisson contre la maladie
coronarienne. D’abord, les huiles de poisson font baisser le taux de TAG dans le sang, sans doute en
réduisant leur synthese dans le foie [16] et en accélérant la B-oxydation mitochondriale ou
peroxysomale [17]. Ensuite, I'EPA a un effet anti-agrégant plaquettaire en modérant la synthese de
thromboxane A2 (TXA,) agrégante : il intervient soit en limitant le substrat arachidonate de TXA, [18],
soit en inhibant, de maniere compétitive, la conversion de I’AA en TXA, par la cyclooxygénase [19].
Enfin, le DHA diminuerait la pression sanguine et la tension artérielle systolique et diastolique [20,
21].

Prévention du risque de cancer

Une étude menée chez ’homme a constaté que le risque de cancer de la prostate est diminué par
une alimentation riche en huiles de poisson [22] sans toutefois en donner I’explication. A I'inverse, il
n’a pas été trouvé d’association significative entre un apport alimentaire riche en AGPI a longue
chaine et le risque de cancer du sein [23].

Répartition de I’EPA et du DHA sur les triacylglycérols de poissons

Compte tenu d’une part de l'incidence nutritionnelle de I'EPA et du DHA et, d’autre part, de
I'importance de la biodisponibilité des AGPI, il convient de connaitre parfaitement la répartition de
ces AG sur les TAG de poisson. Pour étudier cette régiodistribution, on rappelle que la méthode
enzymatique développée par Luddy et al. [24] ne peut pas étre utilisée de fagon valable. En effet, la
lipase pancréatique hydrolyse plus lentement les liaisons esters primaires dans lesquelles on trouve
des AG hautement insaturés (plus de 20 carbones et 3 insaturations) que les esters primaires d’AG en
16 et 18 carbones, peu ou pas insaturés [25]. Du fait que des AG en 20:5 et 22:6 sont présents en
positions externes des huiles de poissons, les B-MAG obtenus par action de la lipase ne sont pas
représentatifs de I'ensemble des AG en position interne. Par contre la méthode chimique, qui utilise



les réactifs de Grignard, a été utilisée avec succes pour étudier différentes huiles de poissons et de
mammiféres marins [26-28]. Il ressort de ces études que I'EPA et le DHA, lorsqu’ils proviennent de
mammiféres marins, sont le plus souvent situés en positions externes sur les molécules de TAG, alors
que ces deux AG sont situés préférentiellement en position interne chez le poisson. Cette différence
de structure chimique est a rapprocher d’une observation physiologique, et confirme une fois de plus
I'importance de la distribution des AG alimentaires sur les trois positions du glycérol. En effet, la
composition en AG des globules rouges des Inuits, qui dans le Nord-Ouest canadien se nourrissent
principalement de mammiféres marins, est trés différente de celle de personnes se nourrissant de
poissons. Comme ce sont les seuls AG situés en position interne qui sont utilisés pour s’accumuler
dans les membranes, les différences des régiocompositions en AG dans les globules rouges
s’expliqueraient alors par leur alimentation différente [1].

Pour préciser la stéréodistribution des huiles de poisson, Gunstone [29] a utilisé la spectroscopie
RMN du C* en montrant que le DHA est préférentiellement situé en position interne (59 a 87 %)
alors que I'EPA présente une distribution randomisée sur les trois positions de la molécule.

Enrichissement des huiles de poissons

En prenant en compte tout I'intérét que représentent I'EPA et le DHA pour la santé humaine, de
nombreux procédés de concentration et de séparation de ces deux AG ont été testés. Compte tenu
de la structure chimique voisine de ces deux AG, aucune méthode physique ne semble cependant
satisfaisante pour séparer 'EPA du DHA. Ainsi la distillation moléculaire, la cristallisation a basse
température, I'extraction assistée par fluide supercritique, et méme la complexation a l'urée ne
permettent au mieux que de concentrer ces deux AG, sans toutefois les séparer. D’autant plus que
ces procédés, le plus souvent mis en ceuvre dans des conditions contraignantes de température et de
milieux réactionnels, peuvent conduire a une détérioration des TAG par oxydation, isoméries de
position et/ou de configuration. C'est pourquoi ces procédés ne seront pas davantage développés
dans cet article.

Par contre, le fait que ces deux AG ne soient pas répartis de la méme maniére sur les trois positions
des molécules de TAG est un élément majeur pour les différencier en utilisant soit des lipases sn-
1,3 régiosélectives, soit des lipases DHA « typorésistantes», c’est-a-dire typosélectives d’'un AG
différent de I'AG que I'on veut concentrer.

Intérét des lipases microbiennes a faible activité vis-a-vis du DHA

L'intérét des lipases microbiennes a faible activité vis-a-vis du DHA a été mis en exergue par Tanaka
[30] lors d’études conduites sur I'huile de thon. Les auteurs ont doublé |la concentration de DHA
initiale dans la fraction acylglycérol par une hydrolyse catalysée par une lipase typosélective de
I'acide oléique extraite de Candida rugosa. Des observations similaires ont été faites avec les lipases
extraites de Mucor miehei [31], et Geotrichum candidum [32-34]. Comment rendre compte du
comportement de ces enzymes vis-a-vis du DHA ? En considérant le fait que les AGPI a longue chaine
montrent une résistance a I’'hydrolyse catalysée par ces lipases. Une explication possible est donnée
par la géométrie de ces AG [35]. Dans leur configuration naturelle, les molécules sont coudées au



niveau de chacune de leurs doubles liaisons. Du fait de cette géométrie spatiale, ils présentent un
trop fort encombrement stérique pour atteindre le site actif de I'enzyme, et en conséquence,
I'enzyme catalyse moins efficacement I'hydrolyse de ces AGPI; dans ces conditions, la fraction
acylglycérol résiduelle se trouve fortement enrichie de ces mémes AGPI.

Utilisation de lipases régiosélectives

L'EPA étant généralement plus concentré sur les positions externes des TAG de poisson que ne I'est
le DHA, l'intérét d’utiliser une lipase 1-3 sélective pour différencier le DHA aux dépens de I'EPA
semble évident. Une telle enzyme peut étre utilisée soit en hydrolyse, soit en acidolyse.
Mise en ceuvre pour hydrolyser des TAG de poisson, une lipase 1-3 sélective conduit a un
enrichissement de la teneur en DHA, qui s’accompagne de facto d’une diminution de la teneur en
EPA dans les acylglycérols néoformés. En comparant 'activité en hydrolyse de plusieurs enzymes,
Nieto [36] a constaté que la lipase d’Aspergillus niger a le rendement le plus faible alors que des
essais menés avec le lipozyme IM 20 extrait de Rhizomucor miehei suggerent que I’hydrolyse est
rapide et quasi totale en 40 heures. Dans tous les cas, I'"hydrolyse conduisant a des fractions de
glycérides partiels (ap-DAG et B-MAG) riches en DHA, une étape supplémentaire d’estérification est
nécessaire pour re-synthétiser des TAG. A titre d’exemple, cette estérification a été menée avec
succes par Moore [37] en utilisant la lipase de Rhizomucor miehei sous pression réduite pour éliminer
I’eau produite par la réaction.

En outre, des études en acidolyse des TAG de poisson contre des AG particuliers ont conduit a une
incorporation élevée de ces AG dans les huiles. D’abord, en utilisant du DHA sous forme d’AG libre en
présence d’une lipase sn-1,3 sélective extraite de Pseudomonas sp., on enrichit une huile de sardine
en DHA, sa teneur passant de 29 % a 44,5 % [38] ; ensuite, en utilisant de I'acide caprique et le
lipozyme comme biocatalyseur, on incorpore I'AG court sur les positions externes des TAG de
poisson tout en conservant le DHA et I'EPA au centre de la molécule de glycérol [39]; enfin, en
utilisant de la tricapryline et des esters éthyliques d’'EPA et de DHA comme substrats du lipozyme, on
synthétise des TAG contenant un AGPI sur les positions externes et un AG énergétique au centre de
la molécule [40]. Cependant, toutes ces réactions d’interestérification synthétisent des TAG qui
contiennent encore de I'EPA en position interne.

Pour tenter d’éliminer complétement I'EPA, dont on sait qu’il n’est pas recommandé dans le cas de la
nutrition infantile, il a été envisagé de biofaconner des huiles végétales. Les travaux de Sridhar et
Lakshminarayana [41] et ceux de Li et Ward [42] se sont intéressés a cette stratégie en incorporant
du DHA sous forme libre dans des TAG végétaux. lls ont ainsi synthétisé des TAG dont les positions
externes contiennent 20 % de DHA. Seulement, en considérant que seule la position interne présente
la meilleure biodisponibilité, I'intérét d’un tel enrichissement est trés relatif en regard au co(t élevé
du DHA sous forme libre.

Dans ce contexte, on comprend tout le probléme que peut poser la restructuration d’'une huile de
poisson qui dans certains cas n’apporte aucune amélioration, voire méme déprécie la qualité
nutritionnelle de I'huile native. De ce point de vue, il est bien admis qu’une réaction d’acidolyse
orientée par une lipase sn-1,3 sélective permet a la fois de concentrer le DHA de I'huile native aux
dépens des autres AGPI (en particulier I'EPA) et de modifier la composition en AG sur les positions
externes des TAG. Cependant, peut se poser le probleme de la séparation des AG libres et des TAG
interestérifiés aprés réaction. Une distillation moléculaire semble a priori la solution idoine, méme si,



paradoxalement, un auteur a présenté cette technique comme un risque d’oxydation des AGPI tres
thermosensibles [43].

Enfin, on se rend compte que les applications industrielles du biofagonnement des huiles de poissons
sont limitées par le prix des lipases microbiennes et leur durée de vie. Toutefois a I'avenir, on peut
penser que, compte tenu de leur disponibilité et de leur faible co(t, I'utilisation des lipases végétales
(en fait des extraits végétaux en poudre pouvant exprimer des activités biocatalytiques) vienne
concurrencer celle des lipases microbiennes pour améliorer la qualité nutritionnelle des huiles de
poissons. N
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