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Résumé

Ce travail est une étude des tests les plus importants utilisés pour déterminer l'activité des
antioxydants naturels et artificiels et le protocole de leur application dans divers domaines,
notamment le domaine de l'alimentation, et mentionne les avantages et les inconvénients de ces
tests ou certains dépendent de la mesure directe telle que le DPPH, FRAP et CURPAC et
l'autre utilisent le calcul indirect pour mesurer activité antioxydante dans les aliments comme les
méthodes ORAC, HORAC et TRAP. Les antioxydants cédent un électron aux radicaux libres
pour contribuer a leur stabilité et les empécher de causer des dommages aux cellules. Ces
radicaux libres, ERO et RNS, sont formés soit par des causes internes au métabolisme normal de
I'organisme, telles que la respiration cellulaire dans les mitochondries, qui produit 'ERO, soit par
des causes externes telles que les rayons ultraviolets, la pollution, etc. Le déséquilibre entre la
production de radicaux libres dans I'organisme et la production d'antioxydants provoque ce qu‘on
appelle le phénomene de stress oxydatif, qui provoque de nombreuses maladies telles que le

cancer et le vieillissement.

Mots clés: Activité antioxydant, radicaux libres , stress oxydatif, aliments.



Abstract

This work is a study of the most important tests used to determine the activity of natural and
artificial antioxidants and the protocol of their application in various fields, especially the field of
food, and mentions the advantages and disadvantages of these tests where some rely on direct
measurement such as DPPH, FRAP and CURPAC and the other use indirect calculation to
measure antioxidant activity in foods such as ORAC, HORAC and TRAP methods. Antioxidants
donate an electron to free radicals to help keep them stable and prevent them from causing cell
damage. These free radicals, ERS and ERN, are formed either by causes internal to the body's
normal metabolism, such as cellular respiration in the mitochondria, which produces ERS, or by
external causes such as ultraviolet rays, pollution, etc. The imbalance between the production of
free radicals in the body and the production of antioxidants causes what is called the

phenomenon of oxidative stress, which causes many diseases such as cancer and aging.

Key Words: Antioxidant activity, free radicals, oxidative stress, foods.
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Introduction générale

Les antioxydants ont été largement inclus dans I'industrie alimentaire au XXe siécle pour
réduire les résultats de l'oxydation. Ils sont des molécules stables et légéres qui donnent un
électron aux radicaux libres pour les éliminer et réduire leur capacité a causer ou a retarder les
dommages. Ces radicaux, y compris ERO et RNS, sont produits a la suite de processus
d'oxydation naturels dans le corps pour produire de I'énergie, par exemple, ou pour plusieurs
raisons externes .lls sont contrecarrés par des antioxydants internes (enzymatiques) produits par
le corps dans le cas normal , y compris SOD, GPX et Catalase, et externes (non enzymatiques)
tels que la vitamine C et les polyphénols et le béta-carotene qui peuvent étre prélevés dans
l'alimentation d'une personne en plus des antioxydants synthétique tels que BHT, BHA, PG
(Gautama et al., 2010; Kumar, 2014; Nithyanand et al., 2014; Flieger et al., 2021).

L’augmentation de la production d'ERO et d'RNS dans le corps, qui a son tour contribue a
I'apparition du stress oxydatif, qui résulte de I'échec du systeme de défense de l'organisme a
maintenir un équilibre entre les quantités d'antioxydants et les quantités de radicaux libres
produits. Le stress oxydatif cause de nombreux dommages aux cellules et aux molecules, y
compris les protéines et les lipides, ainsi que des dommages a I'ADN, ce qui entraine de
nombreuses maladies et est dangereux pour ’homme (Singh et al.,2013; Liu et al ., 2021). Ces
derniéres années, de nombreuses tentatives il a été congu pour fournir des approches, rapides et
économiques pour déterminer I’activité antioxydante des aliments que nous consommons. Il
existe de nombreuses méthodes publiées telles que (ABTS), (DPPH), (FRAP) et autres
(Zhang et al.,2014; Georgiana et Apetrei, 2022).

L’objectif de ce travail est de résumer la théorie et la pratique des méthodes de détermination

de I’activité antioxydante dans les aliments. Il est divisé en deux chapitres :

— Le premier chapitre aborde une étude bibliographique préalable réalisée sur

I’activité antioxydant.

— Le second est consacré aux différentes methodes utilisées pour déterminer
I'activité des antioxydants dans les aliments.



Chapitre |

Geéenéralités sur l'activite

antioxydant



Chapitre | Généralités sur I'activité antioxydant

I.1. Activité antioxydante
I.1.1. Définition

Le terme activité antioxydant fait référence a la vitesse constante de réaction entre un

antioxydant spécifique et un certain oxydant (Flieger et al., 2021).

1.1.2. Réaction d'oxdoréduction

Les réactions d’oxydoréduction sont des réactions physiologiques nécessaires au
fonctionnement de I'organisme et constituent un systeme d'échange d'électrons. Cette réduction
se produit dans le corps, ou elle est utilisée par les cellules eucaryotes pour produire de I'énergie
de maniere aérobie, ce processus se produit dans les mitochondries et comprend des accepteurs
d'électrons, des réducteur d’électrons et des donneurs (Ghayati, 2019). Ces réactions
d’oxydoréduction forment des sous-produits, des radicaux libres ou des espéces réactives de
l'oxygéne (ERO), et elles se forment lorsque 1’oxygeéne n’est pas réduit (2 a 3 % ne sont pas
réduits) (Delattre, 2005) (Figure 1).

(H) . membranaire

(E) Espace inter- L‘) ~ti'j

NADH + H* NAD® FADH,

\tl) Protons H* @P Electron e
Matrice

- - * Trajet des protons H*
mitochondriale : b

— Trajet des électrons &

Figure 1. Chaine respiratoire de la mitochondrie (Villedieu, 2018).

L’oxydation est un réaction organique qui se produit lorsqu'une liaison est formée entre le
carbone et l'atome le plus électronégatif, tel que l'azote, I'nalogéne et I'oxygeéne, ou elle peut
également se produire lorsqu'une liaison est détruite entre le carbone et l'atome le moins
électronégatif, comme I’hydrogene, et cet réaction organique conduit a une diminution de densité

électronique au niveau du carbone (Topwe, 2013). Elle cause de grands dommages aux aliments,
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car il provoque une modification majeure des aliments en termes de qualité nutritionnelle et
organoleptique, par exemple, un changement de couleur et provoquant le rancissement ...etc
(Marc et al., 2004).

Selon Marc et al., (2004) et Dridi (2016), le processus d’oxydation comprend trois étapes

principales :

A) Etape d’Initiation : La formation de radicaux libres se produit sous l'influence de la chaleur, la
radiation ou de certains stimuli tels que le fer et le cuivre, ou ils contribuent a faciliter le processus de

séparation du proton (Figure 2).

H H H H

|
—— S~ C.\ -
R’MR — > R’/I\'/ R + H
H Lumiere, chaleur

H

catalyseur ... : =
radical libre

Figure 2. La premiére étape de lI'oxydation (formation de radicaux libres) (Marc et al., 2004).

B) Etape de propagation : Un radical hydroperoxyde est formé (I’oxygéne fixé donne un radical

peroxyle qui réagit avec une autre molécule) (Figure 3).

H H H H H H
~ ('j.\ +0, ~ R-H N
R’ R =R’ R==+ R +R’ R
H no 0o et
Radical libre Radical peroxyle Hydroperoxyde

Figure 3. La deuxieme étape de I'oxydation (formation de radical hydroperoxyde) (Marc et al.,
2004).

C) Etape de terminaison : différents radicaux se forment.
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1.1.3. Les radicaux libres

1.1.3.1. Définition

Les radicaux libres sont le résultat du métabolisme cellulaire, qui est des molécules ou des
atomes qui portent un ou plusieurs électrons uniques (célibataire) dans son orbite externe. Ils
sont une durée de vie trés courte (Delattre et al., 2005). Ce sont des composeés instables et
rapidement réactifs, sur le chemin de la stabilité, les radicaux libres interagissent avec d'autres
composés tels que les protéines, les lipides et I'ADN en les dépouillant ou donnant un électron,
ce qui en fait également un radical libre (Halliwell et Guttenridge, 2007).

Iy a deux sources de production de radicaux libres (Ebadi, 2001) :

— Internes : Mitochondries, xanthine oxydase, inflammation, phagocytose, peroxysomes,
exercice excessif, Ischémie.
— Externes: Fumeée de cigarette, polluants environnementaux, radiation, certains

médicaments, pesticides, solvants industriels, ozone.

1.1.3.2. Les especes reactives de I’oxygene (ERO) et les especes réactives de I’azote (RNS)

Ce sont des molécules hautement réactives produites par l'organisme via les metabolismes
cellulaires. Elles ont deux effets sur le corps, négatif et positif, et cela dépend de la quantité de sa
production, car il agit comme meédiateurs pour envoyer des signaux, par exemple, pour la
prolifération des cellules dans le cas d'un taux modeéré, mais si la concentration est élevée, elles
provoquent de nombreuses maladies (Finkel et Holbrook, 2000; Trachootham et al., 2008;
Finkel, 2011).

1.1.3.2.1. Les espece reactives de I’ azote (RNS)

Les ERN appartiennent a la famille des dérivés de l'azote qui sont étroitement liées a
l'oxygene (Shi, 2015). Les RNS sont NO' (oxyde nitrique), NO(dioxyde d’azote), N203
(trioxyde de nitrogene) et ONOO™ (peroxynitrite)y NO (monoxyde  d’azote)
(Haida et Hakiman, 2019). Le NO' est un radical libre qui est produit par l'oxygene, l'arginine
et le NADPH et qui est responsable de la production de ONOO™ par sa réaction avec

02" (anionsuperoxyde), Les ONOQO™ résultants, a leur tour, peuvent étre divisés pour produire
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des HO" et des NO2 (Figure 4) (Winterbourn, 2014; Moniczewski et al., 2015; Pisochi et
Pop, 2015).

I.1.3.2.2. Les espéces réactives de I'oxygene (ERO)

Les ERO sont des atomes d'oxygéne qui contiennent un électron non apparié dans leur
orbite externe et sont des sous-produits résultat d'un processus incomplet de réduction de
l'oxygene lors de la respiration cellulaires, qui est le processus physiologique le plus produit des
ERO, et le NADPH oxydase est considéré aussi comme l'une des principales sources pour la
production de ERO (Valko et al., 2006; Murphy, 2009; Schieber et Chandel, 2014).

Il existe sous forme d’anion superoxyde(O2"), de peroxyde d'hydrogene (H20.),de radical
hydroxyle (OH") , de radical peroxyle (ROO") ,de radical alcoxyle (RO¢) , d’acide hypochloreux
(HOCI),d'ozone (O3) , et d’oxygéne singulet (*O,) (Figure 4) (Favier, 2003 ; Murphy, 2009;
Lietal ., 2016 ). Les ERO sont présentées dans le tableau 1.

A) Anion superoxyde (02°7) : Ce type de radicaux se forme & la suite de nombreux processus
métaboliques tels que la phagocytose, ou I’auto-oxydation, ainsi que dans la chaine mitochondriale de
transport d’électrons lors du processus de production d'énergie (ATP). Il consiste a donner un
électron a un atome d'oxygene (Young et Woodside, 2001; Sanches-Moreno, 2002; MacDonald-
Wicks et al., 2006).

O+e —» Oy~

B) Radical hydroxyle (OH") : Ce type de radical est le produit de la réaction de Fenton. Il est
tres agressif et est également un agent oxydant tres fort. 1l peut réagir avec les glucides, les
lipides et d'autres molécules, formées a la suite de la réaction du fer avec le peroxyde
d'hydrogene (H20.) (Sanches-Moreno, 2002 ;Pisoschi et Pop, 2015).

02"+ H202  Fe?+/Fe3+ouCu*/Cu®* . OH" +OH + 0,

»

C) Peroxyde d'hydrogene (H205) : C'est un oxydant trés fort produit par les peroxysomes et les
enzymes oxydantes, aussi par la décomposition des radicaux superoxydes, il contient deux
électrons supplémentaires (Sanches-Moreno, 2002; Winterbourn, 2013). Le peroxyde
d'’hydrogéne réagit le plus avec les métaux de transition, soit par complexes de faible poids
moléculaire ou des métalloprotéines, Il n'oxyde pas directement les molécules sensibles aux

oxydants dans la plupart des cas (Winterbourn, 2014).
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Figure 4. Génération des principales ERO et RNS (Codorner-Franch et al., 2011).

Tableau 1. Différents types d'ERO et de RNS (Oddhima, 2019).

Anion superoxyde Oze—
Oxyde nitrique NO-
Dioxyde d’azote NO2
Radical | Hydroxyle OH-
Dioxyde de carbone COy
Alkoxyle RO-
Peroxyde d'hydrogene H20>
Acide hypochloreux HOCI
Peroxynitrite ONOO~
Non Peroxyde organique ROOH
radical Ozone O3
Oxygeéne singulet 10,

1.1.3.3. Role physiologique des radicaux libre

Les radicaux libres jouent un rdle important dans l'organisme, car ils contribuent a la
prévention des maladies en améliorant les fonctions immunitaires en amplifiant le signal a
I'intérieur des cellules ou les phagocytes produisent des ERO pour les aider a détruire les corps

étrangers. Les radicaux libres détendent également les muscles lisses et régulent la transduction

du signal et la prolifération cellulaire en activant les kinases (Adjadj, 2016).
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I.1.4. Stress oxydatif

Le stress oxydatif un déséquilibre entre la production de radicaux libres et la quantité
d'antioxydants produits dans le corps (Incapacité du systéme de défense a démanteler ces
radicaux) (Daenen et al., 2019). L'un de ses résultats est qu'il provoque I'accumulation ERO en
abondance dans le corps, ce qui entraine plusieurs maladies, dont le cancer (Delattre, 2005).
Plusieurs facteurs affectent le stress oxydatif, notamment des facteurs physiques tels que la
température ou les rayons ultraviolets, des facteurs biologiques et chimiques (médicaments,
certains aliments transformés. ..etc.) (Figure 5) (Semenza, 2001; Zhang, 2021).

Le régime alimentaire peut également provoquer un stress oxydatif s'il est pauvre en
aliments contenant des antioxydants tel que vitamines C et E, caroténoides, polyphénols
(Defraige et Pincemail, 2008).

)
I
Facteurs |
Facteurs chimiques Facteurs !
physiques _ biclegique 3
. — 1
X% '
I
Oxydants )
) I I
I
I
I
I

Antioxydants

Maladie induity

W :

Figure 5. Le phénomene de stress oxydatif (Zhang et al., 2021).

G

I.1.4.1. Maladies liées au stress oxydatif

Les dommages oxydatifs dus au stress oxydatif peuvent entrainer une surexpression de
genes oncogenes, la génération de composés mutagenes, une prolifération cellulaire incontrolée
et I'émergence de tumeurs de type cancéreux (Adjadj, 2016). Il provoque également une
diminution de la viabilité et de la motilité des spermatozoides, augmentant ainsi l'incidence de

I'infertilité masculine (Lavranos et al., 2012). Selon plusieurs nouvelles études qui ont prouvé
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leur participation a l'émergence d'autres maladies telles que le diabéte, les maladies
neurodégénératives, les maladies pulmonaires, les maladies auto-immunes et les maladies
inflammatoires, le stress oxydatif provoque une augmentation de l'activité de I'athérosclérose qui
entraine des maladies cardiovasculaires (Figure 6) (Adjadj, 2016; Ghayati, 2019).

Cancers

Maladies
inflammatoires

Maladies
neurodégénératives

Maladies

cardiovasculaires Vieillisement

: '
1| Complications Complications :
: micro- Diabete macro- '
1 Langiopathiques angiopathiques ]
S R 1 ) S A v S R R DU R 1

Figure 6. Le stress oxydatif et son role central dans les maladies (Delattre, 2005).

1.1.4.2. Conséquences du stress oxydatif

A) Oxydation des protéines: Plusieurs enzymes cellulaires et protéines de transport contiennent
des groupes sulfhydrile (SH) dans leur structure chimique, ce qui les rend vulnérables aux
attaques des radicaux libres, les obligeant a s'oxyder et a perdre leurs propriétés biologiques. Ces
proteines deviennent également extrémement hydrophobes (Favier, 2003). Les acides aminés
sont indirectement attaqués par des aldéhydes reactifs tels que le MDA et le 4-hydroxynonénal
qui sont des produits de la peroxydation lipidique induite par les ERO (Figure 7)
(Raedschelders et al., 2012). De nombreuses études sur les maladies liees a I'alimentation ont
démontré le réle de lI'oxydation des protéines dans la viande et d'autres aliments dans l'apparition
de nombreuses maladies graves, et I'effet des ERO peut affecter les types d'aliments ainsi que

leur effet sur les tissus vivants (Estévez, 2019; Zang et al., 2020).
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Figure 7. Mécanismes d'oxydation et de réparation des protéines (Bailly et al., 2008).

B) Oxydation des lipides: elle est également appelé peroxydation lipidique, qui se forme par la
dégradation des lipides par les ERO. Ce processus est appelé par ce nom a la suite de la
formation de la radicaux peroxydes a la fin, les radicaux hydroxyles attaquent les acides gras
insaturés, ces radicaux extraient I'hydrogéne entre deux doubles liaisons pour former un radical
diéne conjugué puis s'oxydent pour devenir un radical peroxyle (Figure 8)
(Esterbauer et al.,1992; Kardeh et al., 2014). L'oxydation des lipides joue également oxydation
est également visible a travers I'odeur ou la saveur, et cette derniere se forme a un rdle important
dans la détérioration des aliments, ou le résultat de cette la suite de composés volatils.
L’oxydation affecte également la couleur de I’aliment et cela est di a I'oxydation des pigments
qu’ils soient liposolubles ou hydrosolubles et on peut voir ce cas sur une miche de pain
(Prior, 2003).

Acide gras polyninsaturé

Abstraction i' -EX"
d"hydrogéene

* Réarrangement

Diéne conjugué

Diéne conjuguée l L
=]
S-

Radical peroxvyl

Figure 8. Péroxidation lipidique (Nosel, 2013).
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C) Oxydation de PADN: L'ADN est une molécule sensible a I'oxydation par les ERO suite a
une abstraction d’hydrogene initiale méditée par le OHe et une modification des purines ou
pyrimidines et une fragmentation (Adjadj, 2016). Les bases qui composent I'ADN sont trés
sensibles a l'oxydation, et particulierement la guanine. Il existe cing catégories principales de
dommages causés par OHe a 'ADN : les bases oxydées, les sites abasiques, des adduits intra-
caténaires, des cassures de brins et des pontages ADN-protéines (Cadet et al., 2002; Myardin,
2018). Au final, l'oxydation de I'ADN conduit a des mutations qui peuvent provoquer des
maladies graves telles que le cancer (Figure 9) (Favier, 2003).

HO"
N
N HN

HN AN - s
HN /K\” l NH> /l\\ l NH>- -

HN N

Guanine -
8-hydroxyguanine

Figure 9. Addition de HO- sur la guanine (Myardin, 2018).

I.2. Les antioxydants
1.2.1. Définition

Les antioxydants sont des composés chimiques qui, lorsqu'ils sont présents a de tres faibles
concentrations dans les aliments et dans le corps humain, réduisent ou empéchent le processus
d'oxydation qui conduit a la détérioration des aliments et a la propagation de maladies
dégenératives dans le corps (Shahidi et Zhong, 2015). Ce processus s'effectue en bloquant la
synthese des radicaux libres en les inhibant au début de la réaction ou en désactivant directement
les ERO (Desmier, 2016).

1.2.2. Role et effets des antioxydants

Les effets des antioxydante dépendent de plusieurs facteurs dont les plus importants sont
les propriétés structurales, la température, les propriétés du substrat soumis a I'oxydation, la
concentration et I'état physique du systeme (Shahidi et Zhong, 2011). En plus de la cinétique de
la réaction, qui est le facteur le plus important qui interféere dans leur rdle protecteur
(Antolovichet al., 2002). Parmi les principaux effets des antioxydants, leur impact positif sur la

conservation
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des aliments, les industries alimentaires et pharmaceutiques, et leur utilisation en cosmeétique

pour favoriser une meilleure promotion, en plus d'éviter I'oxydation (Espin et al., 2007).

A) ROole des antioxydants dans les industries alimentaires

Les antioxydants sont utilisés dans I'industrie alimentaire comme additifs alimentaires pour
conserver l'apparence des denrées alimentaires et prolonger leur durée de conservation. De plus,
ilspréviennent les calories en les ajoutant a l'alimentation ou en complément (Réblové, 2012;
Anbudhasan et al., 2014).

B) ROle des antioxydants dans le domaine industriel

Les antioxydants sont utilisés dans les produits industriels comme stabilisants (carburants
et lubrifiants) et inhibiteurs de la dégradation oxydative des polyméres (caoutchoucs et adhésifs).
De plus, ils améliorent la stabilité des agents thérapeutiques et des produits chimiques
susceptibles de se décomposer en raison de lI'oxydation (Arshiya, 2013; Shebis et al., 2013).

C) Raole des antioxydants dans le domaine medical

Les antioxydants jouent un réle important dans le traitement de diverses maladies
dégenératives et des déséquilibres du stress oxydatif, et les composés phénoliques sont les
antioxydants les plus importants impliqués. Ils sont également utilisés dans les industries des

cosmétiques et des compléments alimentaires (Rojas et Ca, 2013).

1.2.3. Types des antioxydants

Les antioxydants sont divisés selon leur nature chimique dans les aliments aux
antioxydants naturels qui sont naturellement présents dans les plantes, les micro-organismes, les
champignons et les tissus (Pelliet Lyly, 2003). Selon son mécanisme d'action et le temps de son

intervention en antioxydants de prévention, de scavenger et de novo et de réparation.
1.2.3.1. Suivant la nature chimique dans les aliments

A) Les antioxydants naturels : Les antioxydants naturels sont des substances qui préviennent les
effets nocifs des ERO en les bloguant ou en les inhibant et font généralement partie de 1’alimentation
(Olugbami et al., 2014).

B) Les antioxydants synthétiques: lls sont fabriqués chimiquement, efficaces et pas cher par

rapport aux antioxydants naturels, ils sont donc largement utilisés et interferent dans toutes les

11



Chapitre | Généralités sur I'activité antioxydant

formulations contenant des graisses insaturées. Actuellement, les antioxydants synthétiques les
plus importants autorises pour une utilisation dans les aliments sont le butylhydroxytoluene
(BHT), le butylhydroxyanisole (BHA), le gallate de propyle (PG), le gallate de dodécyle (DG) et
butylhydroquinone tertiaire (TBHQ) (Tableau 2) (Shahidi, 1992; Maamri, 2008;
Bouhadjra, 2011).

Tableau 2. Structures de quelques antioxydants synthétiques (Maamri, 2008).

Nom Structure chimique
Gallate de propyle (E310)

OH

OH

Gallated’octyle (E311)

oH

o

HO
o
HO
>
HO
O(CTHz)Y 1 1 THIn
HO

O

Gallate de dodecyle (E312)

Butylhydroxyanisole ou BHA Lo G
HEC>D/O\CH3
HO
‘ CH; OH CHyg
Butylhydroxytoluéne ou BHT o 7K©J<GH3
HaC CHsy
CHs

1.2.3.2. Par rapport a leur mécanisme d'action

A) Antioxydants de prévention : C’est la premiére ligne de défense qui élimine la formation
radicaux libres. Le produit de la decomposition des minéraux devrait étre les hydroperoxydes et
le peroxyde d'hydrogéne, bien que le mécanisme et I'emplacement de la formation de radicaux

dans le corps n'aient pas encore été déterminés (Lobo et al., 2010).

B) Antioxydants de Scavenger: C'est la deuxiéme ligne de défense constituée d'antioxydants
endogenes anti- radicalaires, dont certains sont hydrophiles (vitamine E, acide urique, albumine,
12
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thiols et bilirubine) et l'autre est lipophile (ubiquinol, vitamine E qui est la plus antioxydant
puissant pour lipophil anti-radicalaire). Cette ligne élimine les radicaux actifs (Lobo et al, 2010).
Ils éliminent les radicaux libres en donnant un ou plusieurs électrons aux espéces réactives.
Cette réaction se traduit par la transformation du piégeur en radical, méme s'il n'interagit pas
(Kohen et Nyska, 2002).

C) Antioxydants de novo et réparation: La troisieme ligne de défense est une novo et
réparation qui reconnait les enzymes, les protéines et les peptides présents dans la mitochondrie
et le cytosol, les dégrade et élimine les oxydants, ainsi que la modification des protéines et la
prévention de leur accumulation (Lobo et al., 2010). La quatrieme ligne de défense est
représentée par la fonction adaptative par laquelle des antioxydants appropriés sont produits, a
un moment approprié, a des concentrations appropriées et donc placés a l'endroit approprié
(Niki, 2010).

1.2.4. Antioxydants et systeme de défense

A la suite des changements causés par la production excessive d'espéces réactives de
l'oxygeéne, les organismes vivants ont développé des mécanismes pour sa prévention qui
dépendent de composants endogenes et exogenes et forment ainsi un systeme enzymatique et

non enzymatique complexe (Puppel et Kuczy, 2016).
1.2.4.1. Antioxydants enzymatiques

Il se compose d'enzymes produites par l'organisme a l'alimentation (endogenes) situéees
dans le cytoplasme, les mitochondries et le milieu extracellulaire, dont les plus importantes sont :
Catalase  (CAT), Superoxyde dismutase  (SOD), Glutathione reductase  (GPXx)
(Baba et McGrath, 2008).

A) Superoxyde dismutase (SOD)

Ce sont des enzymes métalliques clés qui régulent les processus oxydatifs dans les cellules,
qui accélerent le processus de dismutation en convertissant le superoxyde anion en peroxyde
d'hydrogene(H20,) et en oxygene moléculaire. Ces enzymes sont un substrat pour les deux

autres enzymes endogénes (CAT et GPx) (Figure 10)

20" + 2H* SOD | H202 + O2
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Quatre enzymes de la SOD ont été identifiées : SOD1 et SOD 3 qui se lient aux ions
cuivre et zinc, mais SOD1 est traduite dans le cytosol et SOD3 sont extracellulaires. Le SOD2 se
lie aux ions magnésium et fer et est traduite dans les mitochondries. Et enfin, la SOD4 est
apparentée au nickel et est présente dans diverses bactéries aérobies dans le sol de Streptomyceéte
(Aguilar et al., 2016; Munteanu et Apeterei, 2021).

B) Catalase (CAT)

C'est une enzyme antioxydant tétranucléaire, il y a une activité élevée dans le foie et les
globules rouges, distribué dans tous les tissus animaux. Qui neutralise les radicaux libres de
superoxyde en convertissant le peroxyde d'’hydrogene en eau et en oxygéne avec du fer comme
cofacteur en deux étapes (Rupeshkumar et al., 2012; Aguilar et al., 2016):

Catalase-Fe (111) + H2O>—Composé |
Composé | + H,O,—Catalase-Fe (I11) + 2H20 + O

C) Glutathion peroxydase (GPx)

C'est une enzyme antioxydant dans le plasma, le cytosol et les fluides extracellulaires,
constituée de selénium. Il catalyse la réduction de H20- et hydroperoxydes organiques a I'eau ou
aux alcools. Le fonctionnement de GPx dépend de la disponibilité de le glutathion réduit (GSH)
agit comme un donneur d'électrons efficace Lorsque les groupes thiol libres sont oxydés en
liaisons disulfure, NDPH et GR. Ainsi, le systeme antioxydant endogene travaille de maniere
interconnecté (Figure 10) (Droge, 2002; Sayre et al., 2005).

2 GSH (réduit) +H20- GPx_ | GSSG (oxyde) + H20>
2GSH (réduit) +H20; GPx GSSG (oxyde) + ROH + H20
e
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Figure 10. Défenses antioxydants enzymatiques (Halliwell et al., 2007).

1.2.4.2. Antioxydants non enzymatique

Il représente la deuxiéme ligne de défense et est présenté aux organismes vivants par
I'alimentation (Bielecka et al., 20221; Karasahim et al., 2021; Puppel et al., 2021).

A) Acide ascorbique (vitamine C)

La vitamine C appelée aussi l'acide ascorbique est I'un des antioxydants hydrosolubles, il
n'est pas fabriqué par l'organisme, on le trouve principalement dans les legumes et les fruits. 1l
neutralise les ERO en phase pré-aqueuse lipidique au début de chaque oxydation. Ses propriétés
antioxydants proviennent de sa forme ionisée abondante (AscH-) qui produit le radical ascorbate
de tricarbonyle (AscHe) stable en résonance par sa réaction avec les radicaux. La forme
radicalaire n'ayant pas réagi est faiblement protonée en raison du faible niveau de PK
(Figure 11) (Rezaire, 2012; Ortega et al., 2014).
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Figure 11. Différentes structures chimiques de la vitamine C et réaction avec les radicaux
(Rezaire, 2012).

B) Vitamine E

C'est un important antioxydant liposoluble représentant le groupe des huit liés aux les
tocophérols et les tocotrienols. Il protége les acides gras membranaires du peroxyde lipidique
car c'est l'antioxydant le plus efficace pour briser les chaines membranaires cellulaires ou
réduire sonactivité par dautres antioxydants comme 1ubiquinol, le rétinol et
I'ascorbate (Lobo et al., 2010; Ortega et al., 2014).

C) Les oligoéléments

Ce sont des cofacteurs disponibles en tres faible quantité qui n'agissent pas directement
contre les ERO mais sont nécessaires a l'activité d'enzymes comme : la SOD qui nécessite du
cuivre et du zinc pour son action. Principalement lié au magnésium, au zinc, au sélénium, au
cuivre (Paster, 2005; Desmier, 2016).

D) Caroténoides

Aussi appelés xanthophylles, ce sont des pigments communs orange, rouge et jaune. lls
sont des groupes fonctionnels contenant de l'oxygéne et un nombre différent d'atomes
d'’hydrogéne (Figure 12). Ses structures peuvent étre tournées. Les caroténoides les plus
courantssont : le béta-carotene, la lycopene et l'alpha-carotene, tandis que les xanthophylles
comprennent : la zéaxanthine, la lutéine, la cryptoxanthine, la canthaxanthine, l'astaxanthine
et la fucoxanthine (Chandrasekara et Shahidi, 2018).
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Figure 12. Structure chimique des principaux caroténoides antioxydants (Laguerre et al.,
2007).

E) Les polyphénols

Les polyphénols sont des sous-produits qui possedent des propriétes antioxydants qui
different selon les structures chimiques, ou la localisation et le degré d'hydroxyle jouent un role
important dans l'activité antioxydante des polyphénols, en plus du groupement catéchol (noyau
aromatique portant deux fonctions hydroxyles) qui représente le polyphénol porteur (Figure 13)
(Seggani et Boukehil, 2017). Dont les plus importants les flavonoides, distribués notamment
dans le regne végetal. Les flavonoides régulent le processus de stress oxydatif en inhibant
I'action de certaines enzymes responsables de la production de ERO ou en saisissant directement
les espéces réactives de l'oxygéne en éliminant un métal des métaux de transition, empéchant
ainsi la réaction de Fenton (Trabsa, 2011; Klibet, 2016).

[5 — " RH+ [H/JHLJ Hﬁj]

Figure 13. Mécanisme d’action des antioxydants phénoliques (Nkhili, 2009).
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Le tableau 3 préesente les principaux antioxydants non enzymatiques majeurs présents
dans les aliments, ainsi que I'importance d'une alimentation riche en légumes et fruits pour

maintenir I'équilibre cellulaire entre les ERO et les antioxydants (Kochelin-Ramonatxo, 2006).

Tableau 3. Principaux antioxydants non enzymatiques et sources alimentaires associées
(Mohammed, 2013).

Principaux nutriments Sources alimentaires

Antioxydants

Vitamine E Huile : Tournesol, soja, mais, beurre, ceufs,
noix.

[-caroténe Légumes et fruits.

Vitamine C Agrume, melon, brocoli, fraise, kiwi, chou,
poivron.

Acides phénoliques Céreales completes, baies, cerises.

Flavonoides Fruits, légumes, thé vert.

Tannins Lentilles, thé, raisins.

Sélénium Poisson, ceufs, viandes, céréales, volaille.

Zinc Viande, pain complet, légumes verts, huitres,
produits laitiers.

Métabolisme de la cystéine, glutathion | Caséine, Lactaloumine (petit-lait), produits
laitiers Brocoli ,chou (Eufs, poissons, viandes.

1.2.5. Quelques aliments riches en antioxydants et leurs bienfaits

L'alimentation est un terreau fertile géant qui a été découvert pour les antioxydants,
notamment les legumes et les fruits. Parmi ces aliments : citron, orange, Kiwi, fraise, huile de
tournesol, ceufs, beurre, viande, pain complet, thé...etc. Grace a des études, ils ont trouvé plus de
20 plantes riches en antioxydants (Tableau 4) (Wu et al.,2004; Guggenbuhl, 2016).
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Tableau 4. Les "top 20" des végétaux riches en antioxydants (activité antioxydant par portion,
exprimée en micromoles de Trolox équivalents) (Wu et al., 2004).

Les végétaux riches en antioxydants L'activité antioxydant par portion
(micromoles de Trolox équivalents)
Petits haricots rouges (secs) 13727
Myrtilles sauvages 13427
Haricot rouge (sec) 13259
Haricot Pinto 11864
Muyrtilles cultivées 9019
Cranberry 8983
Artichaut (cuit) 7904
Mure 7701
Pruneau 7291
Framboise 6058
Fraise 5938
Pomme 5900
Pomme 5381
Noix de pécan 5095
Cerise 4873
Prune noire 4844
Pomme de terre (cuite) 4649
Haricot noir (sec) 4181
Prune 4118
Pomme " Gala" 3903
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Ces derniers temps, les méthodes de mesure des antioxydants ont fait des progrés
remarquables. Les antioxydants ont été utilisés pour neutraliser certains types de produits
d’oxydation (activité de piégeage contre les ERO et divers types de radicaux libres). Parmi ces
mesures qui utilisent la mesure directe pour transférer des électrons ou transférer un atome
d'hydrogéne d'antigenes vers des radicaux libres. Les méthodes de mesure des antioxydants sont
divisées en méthodes spectroscopiques, électrochimiques et chromatographique
(Prior et al., 2005; Shahidi et Zhong, 2015).

I1.1.Test DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle)

La méthode de DPPH®est une méthode spectrophotométrique qui a la capacité d’éliminer
les radicaux libres. 1l a été décrit pour la premiére fois par Blois en 1958 puis modifié par
plusieurs chercheurs (Pereira et al., 2012; Ritter et Budge, 2012). Le DPPH°(1,1-diphényl -2-
picrylhydrazyle) est un radical libre, stable, de couleur violette (Figure 14), sensible au pH, a la
lumiere, a 'oxygéne et a la nature du solvant utilisé, il réagit avec des composés pouvant donner
un atome d'hydrogene (Schever et Godoy, 2009). Cette méthode est basee sur le principe que le
DPPH 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle) réagit avec une substance qui produit un atome
d'’hydrogéne (un antioxydant par exemple) pour donner une forme réduite de DPPH (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazine) et la couleur violette vire au jaune, signifiant une diminution de

I'absorbance mesurée a 517 nm (Figure 14) (Flieger et al., 2021).
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Figure 14. Mécanismes (principe) de piégeage du DPPH par un antioxydant (AH) (Munteanu
et Apetrei, 2021).
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I1.1.1. Mode opératoire

A) Préparation de la solution DPPH: 11 s’agit de dissoudre7,89 mg de DPPH dans du méthanol
a 99,5 % jusqu’a obtenir 100 mL du volume d'une fiole jugée bien fermée (0,2mM de DPPH)
apres mélange. Ensuite, le mélange est incubé dans I'obscurité pendant deux heures et stocké a
température ambiante dans I'obscurité (Cetinus et al., 2007; Shimamura et al., 2014).

B) Procédure de test DPPH : Dans un tube a essai, des volumes de 200 pL de la solution
d’échantillon, 800 pL de solution tampon Tris -HCI 0,1M (pH=7,4) et 1mL de la solution de
DPPH préalablement préparée sont verses. Un autre tube est ajouté comme témoin dans lequel
sont versés 1,2 mL de méthanol (ou d'éthanol selon 1’alcool utilisé) et 800 pL de Tris-HCI. Les
tubes sont mélangés avec un agitateur pendant 10 Sec et laissés dans l'obscurité pendant 30 min a

température ambiante. Apres incubation, I'absorbance est mesuree a 517 nm
(Shimamura et al., 2014).
I1.1.2. Expression des résultats

A) Calcul des pourcentages d'inhibitions

Le pourcentage d'inhibition (1%) du radical libre DPPH est calculé selon ['équation
suivante (Toure, 2015; Flieger et al., 2021):

1(%)= (A0 — A) /A0x 100
Avec:
1(%0): Pourcentage d'inhibition.
A0 : Absorbance de la réaction de contrdle contenant tous les réactifs sauf I'huile (T= 0 min).

A: Absorbance de I’échantillon contenant une dose d'échantillon testée (T= 30 min).

B) Calcul des concentrations efficaces (1Cso)

La valeur de la concentration inhibitrice 1Cso représente la dose de I’extrait qui cause la
neutralisation de 50 % des radicaux de DPPH. L’ICso, utilisée comme une estimation de l'activité
antioxydante par DPPH, les pourcentages d’inhibition (Y) en fonction de concentrations

d'échantillons (X), une courbe légerement courbée est obtenue dont 1’équation est Y = ax + b.
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L'ICso est calculée en choisissant deux points avec une inhibition de 50 % pour calculer X

(concentration de I'échantillon) en remplacant Y par 50 dans [I'équation de régression

(Torres et al., 2006; Djenidi, 2020).

C) Calcul de I’activité anti radicalaire (APR)

L’APR est inversement proportionnelle & ECso(ECsg est 1’ICsq par équivalent gramme de

DPPH) (Houda et Soraya, 2017):

APR =1/ ECsg

D) Calcul de la capacité antioxydant équivalent Trolox

L'activité de piégeage des radicaux DPPH de I'échantillon est exprimée par la capacité

antioxydant équivalente Trolox (TEAC) et calculée comme suit :

TEAC = ICsode Trolox (ugAY1Csod'échantillon(ug L)

I1.1.3. Avantages et inconvénients du test DPPH

Le test DPPH présente de nombreux avantages et inconvénients qui l'affectent, résumés

dans le tableau 5.

Tableau 5. Les avantages et les inconvénients de DPPH (Bibi Sadeer et al., 2020).

Avantages

Inconvénients

-Simple, rapide, pas cher et tres sensible.

-Ses résultats reproductibles peuvent étre
comparés a dautres méthodes de piégeage des
radicaux.

-Détermine la quantité d'antioxydants dans les
systémes biologiques complexes.

-Efficace pour les composés thermiquement
instables.

-Le temps de réaction de piégeage des radicaux
est de 30 minutes, ce qui permet au DPPH

d'interagir avec les antioxydants les plus faibles.

-Sensible aux regles de Lewis.

-Nécessite I'obscurité (en cas d'exposition a la
lumiére, I'absorption du DPPH diminue).

-Réagit avec les autres radicaux présents dans les
échantillons analysés.

-Les chromogenes radicalaires DPPH ne sont
solubles que dans les composés organiques

(lipophiles).
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I1.2.Test ABTS/TEAC (Acide2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique/Capacité
antioxydante équivalente au Trolox)

La méthode ABTS"(2,2-azino-bis(3-ethylbenz-thiazoline-6-sulfonic acide)), également
connue sous le nom de capacité antioxydante équivalente TROLOX (TEAC), a été développée
par Miller en 1993 (Echegaray et al., 2021). Il s'agit d'une méthode spectrophotométrique
utilisée pour mesurer la capacité antioxydant totale (TAC), il est basé sur lI'oxydation de I'ABTS
par dioxyde de manganése ou persulfate de potassium. Les antioxydants neutralisent le radical
stable d'ABTS (l'acide 2,20-azinobis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS™), il est
de couleur bleue-verte en perdant un électron par l'atome d'azote ABTS, dont I'absorption
maximale est estimée a 743nm (Figure 15). En présence de Trolox, I'atome d'azote éteint I'atome
d'hydrogéne, entrainant une décoloration de la solution et une diminution de I'absorbance dans
743 nm. Ce test dépend de l'activité des antioxydants, de leur concentration et de la duree de la
réaction (Marc et al., 2004; Jabri, 2018; Munteneau et Apetrei, 2021).

A=734nm
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Figure 15. (a) Variation de couleur dans le test ABTS; b) Schéma réactionnel impliqué dans
2,20 -Azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique dosage de l'activité de piégeage des cations
radicaux acides (ABTS) (Munteneau et Apetrei, 2021).
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I1.2.1. Mode opératoire

A) Préparation de la solution mere 1: Une quantité d'ABTS (96,02 mg) est dissoute dans une
solution d'acide acétique (pH 4,5). Ensuite, 25 mL sont dilués pour que la quantité de solution
d'ABTS devienne égale a 7 mmol/l. Le mélange est maintenu a une température comprise entre 0
et 4°C dans l'obscurité.

B) Préparation de la solution mere 2: Une quantité de 66,24 mg de persulfate de potassium
(K2S20,) est dissoute dans une solution tamponnée d'acide acétique (pH = 4,5). La solution est
ensuite diluée a 100 mL jusqu'a ce que la concentration en K>S,Og soit égale a 2,45 mmol/L et

conservée a l'obscurité a une température comprise entre 0 et 4°C.

C) Préparation de la solution ABTS: Des volumes de 5 mL de solution mére 1 et 5 mL de
solution mere 2 sont mélanges et stockeés dans l'obscurité a température ambiante pendant 12-16
h pour préparer la solution de réaction ABTS. La solution réactionnelle d'ABTS est diluée de
2,80 mL a 65 mL dans une solution dacétate (pH = 4,5), puis maintenue a l'obscurite a

température ambiante pendant 30 minutes. L'absorbance est mesurée a 734 nm.

D) Procédure de test ABTS: Dans une plaque 96 puits, des volumes de 200 pL de solution de
ABTS et 10 uL d'échantillon a differentes concentrations sont déposés, puis maintenus apres
agitation dans l'obscurité pendant 7 min. Le trolox (eau standard et de réserve) est utilise comme
solution a blanc. Dans ce test, I'échantillon doit étre dilué jusqu'a ce que l'absorption soit

comprise entre 0,2 et 0,8 pour tracer la courbe de mesure.

I1.2.2. Expression des résultats

A) Calcul de lavaleur ABTS

La valeur ABTS est calculée selon la formule (Bunea et al., 2013):

ABTS value(umolTE4 DW) =c x V xt/m

Avec:

C: Concentration de trolox (uMol / mL) de la courbe standard correspondante de I'échantillon
dilué

V: Volume d'échantillon (mL).
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t: Facteur de dilution.
m: Masse de I'échantillon de matiére séche (g).
I1.2.3. Avantages et inconvénients du test ABTS

Le test ABTS présente de nombreux avantages et inconvénients qui l'affectent, résumeés
dans le tableau 6.

Tableau 6. Les avantages et inconvénients de test ABTS (Munteanu et Apetrei, 2021).

Avantages Inconvénients

-Pas cher et simple. -Manque de signification biologique.
-Soluble dans les solvants hydrophile et -Temps de réaction long.

lipophile.

-Utilisé dans une large gamme de pH
-Peut identifier une grande variété
d'antioxydants.

I1.3.Test FRAP

Ce test mesure la réduction du fer ferrique Fe ** et du 2,3,5- chlorure de triphényl-1,3,4-
triaza-azoniacyclopenta-1,4-diéne (complexe incolore) au complexe ferreux Fe 2* (bleu foncé)

(Figure 16) par des antioxydants dans un milieu acides (pH 3,6).L’absorption est mesurée a
593nm ( Haida et Hakiman, 2019; Prabhu et al., 2020).

w |
< Antloxydants I N

=N _ ~

FE(III) FE(II)

= N7 _ Electron Q)\ )\E) SNZ

Fe3+-TPTz Fe?*-TPTZ
Bleu marin

Figure 16. Formation du complexe (Fe2+-TPTZ) a partir du complexe (Fe3+-TPTZ)
par les antioxydants (Haida et Hakiman, 2019).
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I1.3.1. Mode opératoire

A) Préparation de solutions :La méthode commence par la préparation du réactif en premier,
en mélangeant le tampon acétate (300 Mm) et 10 mL de TPTZ dans le HCI (40 Mm) et le
FeCi3.6H20 (20 mM)a 37°C (Prabhu et al., 2020).

I1.3.2. Expression des résultats

A) Calcul de la valeur FRAP

Selon Prabhu et al., (2020), la valeur du test de FRAP est calculée par la relation

suivante :
(umol TEQ DW) = cx v x t/m
Dont :

¢ : Concentration de Trolox (umol/ml) de la courbe standard de I'échantillon dilué .
v : Volume de I'échantillon (ml).
t : Facteur de dilution .

m: Poids de la matiere seche de I'échantillon (g) .
I1.3.3. Avantages et inconvénients du test FRAP

Le tableau 7 résume les avantages et les inconvénients du test FRAP.

Tableau 7. Les avantages et les inconvénients de test FRAP (Bibi Sadeer et al., 2020).

Avantages Inconvénients

-Simple , sensible et peu colteux . -Non spécifique .
-Hautement reproductible .

-Peut dépister un large éventail d'échantillons
biologiques y compris le plasma, le sang, le
sérum, la salive, les larmes, l'urine...etc.

- Bonne corrélation avec le dosage de

piégeage de H20..
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I1.4.Test CUPRAC (Pouvoir antioxydant réducteur cuivrique )

Le test CUPRAC est un test colorimétrique repose sur la réduction du cuivrique (Cu?*) en
cuivreux (Cu*) qu’il est intensément coloré en jaune-orange (Figure 17), par l'action de
antioxydants donneurs d'électrons . La néocuproine ( Nc; 2,9-diméthyl-1, 10-phénanthroline) est
le ligand couramment utilisé dans le test CUPRAC. Ce test peut étre appliqué a de nombreuses
matrices contenant des antioxydants lipophiles et hydrophiles. Les réactions CUPRAC sont
terminées en 30 minutes et l'absorption est ensuite mesurée a 450 nm (Figure 17)
(Apak et al., 2004; Munteanu et Apetrei, 2021).
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Figure 17. Réaction inclus dans le dosage antioxydant au pouvoir antioxydant du cuivre
(CUPRAC) ,(a): Formation du (Cu+) a partir de (Cu2+) ,(b) :le changement de coulure dans le
test (Munteanu et Apetrei, 2021).

I1.4.1. Mode opératoire

A) Préparation des solutions: La solution CUPRAC doit étre fraichement préparée avant
chaque expérience, en préparant une solution de chlorure de cuivre avec une concentration de
1072 mol/L ,une quantité de CuCl,2H,0 est dissous dans 1’eau puis dilué¢ avec 250 mL d'eau. Un
tampon acétate d'ammonium (NH4Ac) a pH 7,0 est préparé en dissolvant 19,27 g de NHsAc
dans de I'eau et apres dilué a 250 mL. Le NC est dissous et dilué a 25 mL avec de I'éthanol pour
préparer une solution de néocuproine a une concentration de 7,5 x 1073 mol/L. Ces solutions
préparées sont mélangées a un volume de 1mL pour préparer le réactif CUPRAC, qui est de

couleur jaune pale (Haque et Canete, 2018).
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B) Procédure de test CUPRAC: Pour établir des courbes de titrage standard, qui représentent
I'absorbance en fonction de la concentration, 1 ml de chaque solution est prélevé des solutions
préalablement préparées (chlorure de cuivre(ll), solution de néocuprone et NH4AcC) et placé dans
un tube a essai, puis un échantillon a tester et H>O sont ajouté jusqu'a ce que la solution dans le
tube a essai devienne 4 mL . Apres incubation pendant 1 heure, I'absorbance d'une solution a
blanc est mesurée a 450 nm( Trofin et al., 2019).

I1.4.2. Avantages et inconvénients du test CUPRAC
Les avantages et les inconvénients du test CURPAC sont résumés dans le tableau 8.

Tableau 8. Les avantages et les inconvénients de test CURPAC (Apak et al., 2005; Bibi Sadeer
et al., 2020).

Avantages Inconvénients

- Les réactifs utilisés sont pas cher |, - Il ne peut pas mesurer les enzymes

disponibles et stables. antioxydants.

-Développement rapide des couleurs.

- Il peut détecter les AO de type glutathion
et thiol contrairement au FRAP.

- Appareils simples et pas équipement de
haute technologie.

-Peut cribler des echantillons lipophiles et

hydrophiles.

- Temps de mesure plus long.
-Ne convient pas pour combiner avec TPC,
ABTS, FRAP, ou dosages DPPH.

I1.5.Test PFRAP (Méthode du pouvoir réducteur au ferricyanure de potassium )

L’antioxydant a une capacité réductrice a convertir le ferricyanure de potassium

(Ks[Fe(CN)s])en potassium ferrocyanure (Ks[Fe(CN)e]. De plus, il génére un complexe de

ferrocyanure ferrique, un bleu de Prusse intense en réagissant avec le trichlorure ferrique (FeCls),

et montre le maximum d'absorbance a 700 nm (Figure 18) ( Guglani et al., 2020).
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Réaction chimique:
AFeCls + 3Ks[Fe(CN)s]* — Fes[Fe(CTN)eo]s* + 12K C1
Mécanisme de réaction:
< 3 ~N 3
; ~ 1 ~
~ 1z ~ N =
= -~ ArOH [ArOH]" = P>
3K S 3K TS
RIS e o T~
=Z x | x>,
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Figure 18. Mécanisme de réaction du ferricyanure de potassium (Bibi Sadeer et al.,

2020).

I1.5.1. Mode opératoire

A) Procédure de test PFRAP: Différentes aliquotes d’échantillons sont prélevées et mélangées
avec 0,5 mL de tampon de phosphate a pH = 6,6 et 0,5 mL d'une solution a 1 % de ferricyanure de
potassium (KsFe(CN)s) , le tout est incubé pendant 20 minutes & 50°C . A la fin de la période
d'incubation, 1,5 mL de solution d'acide trichloracétique a 10 %sont ajoutés dans chaque tube.
Ensuite, 4 mL d'eau distillee et 0,5 mL de solution de chlorure ferriqgue a 0,1% sont ajoutés.

L’absorbance est mesurée a 700 nm (Ferreira, 2005).
I1.5.2. Avantages et inconvénients du test PFRAP
Les avantages et des inconvénients du test PFRAP sont résumés dans le tableau 9.

Tableau 9. Les avantages et les inconvénients de test PFRAP (Bibi Sadeer et al., 2020).

Avantages Inconvénients

- Simple, pas cher et fiable. - Nécessite une centrifugation si les échantillons

-Interférence  potentielle du mélange | sont trés actifs.

réactionnel est minimise. - Prendre plus de temps et d'efforts .
-Equipement simples et pas de haute - Si les échantillons contiennent un niveau élevé
technologie . de protéines, la précipitation avec de l'acide

trichloracétique peut étre difficile.
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I1.6.Test FOX

Le principe du test FOX est I'oxydation des ions ferreux pour former des ions ferriques ,
qui sont ensuite traités avec du xylénol orange (XO) pour donner un complexe ferrique-XO
(couleur bleu-violet) qui ont une absorbance maximale a 550 nm (Figure 19). Le test FOX a été
développé pour déterminer les taux de lipides hydroperoxydes dans les systemes biologiques
(Marasca et al., 2016 ).

Oxydant Fo3+ Xylenol orange_
Hydroperoxydes

Fe2*

Fes*—Xylenol orange complex
( Absorption UV a 550nm)

Figure 19. Formation d'un complexe Fe3+—xylénol orange a partir de Fe2+ avec un oxydant

suivid'un traitement au xylénol orange (Marasca et al., 2016).
I1.6.1. Mode opératoire

A) Préparations des solutions de test FOX: Le réactif FOX est préparé frais avant chaque
analyse. Tout d'abord, une solution de sulfate dammonium est préparée en dissolvant 25uM de
d'ammonium ferreux sulfate dans 2.5 M de H2SOa. Ensuite, une solution de xylénol orange-
sorbitol est aussi préparée en dissolvant 125uM de xylénol orange et 2100mM de sorbitol dans de
I'eau. Aprés avoir préparé les deux solutions, 1 mL de la solution de sulfate d'ammonium est
prélevé et mélangé avec 100 mL de la solution de xylénol orange-sorbitol
(Yuen et Benzie, 2003).

B) Procédure de test FOX : Le test FOX se fait en par 1’ajout de 100 pL d'un échantillon a 1
mL de réactif FOX dans des flacons a centrifuger de couleur ambre de 2 mL, qui sont incubés a
température ambiante pendant 20 min. L'absorbance de chaque échantillon est mesuré a 560 nm
a laide d’un spectrophotométre UV-VIS par rapport a un blanc de référence
(Guptaetal., 2018).
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I1.7.Test FTC (Thiocyanateferrique)

Les mécanismes associés au FTC sont les mémes que ceux associés au test FOX, la seule
différence est que l'ion ferreux est composé d'oxydant A et I'ion ferrique est détecté comme un

composé thiocyanate par un spectrophotometre a 500 nm (Anesini et al., 2008).

I1.7.1. Mode opératoire

A) Procédure de test FTC: Brievement, 0,80 mL d'extraits sont mélangés avec du tampon
phosphate (0,05 M) & pH 7 et de l'acide linoléique a 2,5 % dans I'éthanol pour obtenir 4 mL de
solution. La solution résultante est incubée dans un bécher en verre a 38,5°C. Des Aliquotes sont
retiré et une solution de FeCl./thiocyanate d'ammonium sont ajoutés pour permettre a tous les
peroxydes dus a l'oxydation de l'acide linoléique de réagir et de former un complexe.
L'absorbance est mesurée a 500 nm et cette étape est répétée toutes les 24 heures jusqu'a
I'obtention de I'absorbance maximale. Le tampon phosphate est utilise comme solution a blanc
(Anesini et al., 2008).

I1.7.2. Expression des résultats
A) Calcul du pourcentage de peroxydation lipidique
Selon Anesini et al., (2008), il est calculé en appliquant I'équation suivante:
Pourcentage (%) = 100 — [(As/Ag)x 100]
Ou:
Ao: Absorbance de la réaction témoin (acide linoléique seul, 100% peroxydation).

As: Absorbance obtenue dans la présence de I'extrait d'échantillon ou contr6le positif de I'activité

antioxydante (1 mg/ml d'acide ascorbique).
I1.8.Test ORAC (Capacité d'absorption des radicaux oxygene )

Ce test est basé sur les travaux de Ghiselli (1995) et développé par Cao en 1998, il mesure
la capacité antioxydante par les radicaux peroxyle résultant de la décomposition thermique de
I’AAPH (2,2-azobis 2-amidopropanedihydrochloride) a 37 °C. Elle est appliquée aux solutions
biologiques et aux extraits de légumes et de fruits en particulier, et la fluorescéine a été utilisée

comme sonde fluorescente, ou la fluorescence de la fluorescéine indique I'étendue de son
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interaction avec les radicaux peroxyles (Figure 20). L’effet protecteur des antioxydants est
mesuré en évaluant 1’aire sous la courbe de décroissance de la fluorescence (AUC) pour l'espace
qui ne contient pas les antioxydants (Crichton et al., 2002; Prior et al., 2003; Thaipong et al.,
2006).

Cu(Il) + H2O: «+—» CuOOH"+ H-
CuOOH" —» Cu(l) + O - H-

Cu(l) ~ H2O: —» Cu(ll) ~ HO-+~ OH

HO
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- COOH
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Figure 20. Schémas réactionnels impliqués dans le test ORAC (Capacité d'absorption des
radicaux oxygenés ) pour la détection de I'nydroxyle et les radicaux peroxyles (Muntteneau
et Apetrei, 2021).

I1.8.1. Mode opératoire

A) Préparation de la solution AAPH: 414 mg d'’AAPH sont dissous dans une solution de
phosphate (pH égal a 7,4) a une concentration de 75 mmol/L, ou la concentration de la

solution d'’AAPH est de 153 mmol/L, ensuite, la solution est diluée a 10 mL.

B) Préparation de la solution de fluorescéine sodique: 20 mg de fluorescéine sont dissous
dans du PBS a une concentration de 75 mmol/L et dilués a 25 mL jusqu'a 1’obtention de
fluorescéine A liquide. Ensuite, la solution de fluorescéine A liquide est diluée a 25 mL avec
unesolution de tampon phosphate jusqu'a 1’obtention de fluorescéine B liquide. La solution de
fluorescéine avec la fluorescéine B liquide est diluée jusqu'a l'obtention d'une concentration de
8,4x 10~ mol/L.

C) Préparation de solutions de Trolox avec différents concentration: 2,5 g de réactif
Trolox sont dissous dans une solution et dilués a 10 mL pour obtenir 10 mmol/L de solution

mére de Trolox.

D) Procédure de test ORAC: un volume de 100 pL de la solution de travail est déposé dans

uneplaque 96 puits et la valeur de la fluorescéine AO est mesurée a 490 et 514 nm, puis 50 uL
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de solution de travail de différentes concentrations est ajoutée pendant 3 min, puis 10 min a
37°C. Ensuite , 50 pL. de d’AAPH sont ajoutés pour effectuer la réaction. La valeur de
fluorescence (Fn) est enregistrée toutes les 90 s jusqu'a I'obtention d'une ligne droite et donc la

fin de la réaction .
I1.8.2. Expression des résultats

A) Calcul de I'absorption des radicaux oxydatifs capacité

D'apres Litescu et al., (2014), la capacité d'adsorption radicalaire oxydative des

échantillons et des étalons est calculée selon de I'équation suivante :
AC 1 = (AUC Echantillon—AUCplanc / AUC Trolox—AUCbianc) CTrolox
Dont :

AC ri: Représente la capacité antioxydante

AUCechaniilion: la surface nette sous la courbe du mélange (échantillon+AAPH+ sonde
fluorescente)

AUC pianc: Zone nette sous le tampon de courbe vierge, AAPH, sonde fluorescente.
AUCrrol0x: ZOne nette sous la courbe de la sonde fluorescente trolox, AAPH.

Crrolox: Concentration molaire de Trolox.

Pour calculer les équivalents de trolox, la courbe de mesure du trolox doit étre obtenue en
examinant différentes concentrations de Trolox par ce test et en soustrayant I'AUC de
I'échantillon de I'AUC du blanc et en obtenant ainsi une AUC nette qui représente les lectures de
fond données par la fluorescence (la zone entre le courbe d'échantillon et le courbe de blanc
représente le nette AUC) (Garrett, 2011).

Nette AUC = AUCEchantillon — AUCblanc

La capacité d'absorption des radicaux oxydatifs de I'échantillon est exprimée en umol TE/g

DW, et trois mesures paralléles sont concues pour la méme mesure (Denev et al., 2014).
I1.8.3. Avantages et inconvénients du test ORAC

Le tableau 10 regroupent les avantages et les inconvénients du test ORAC.
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Tableau 10. Les avantages et les inconvénients du test ORAC (Tolba, 2016; Abeyrathne et al.,
2021).

Avantages Inconvénients

-Précis et sensible. -Sensible a la température.

-Détection des antioxydants | -Légere différence de température peut se produire,
hydrophiles et hydrophobes. réduisant ainsi la reproductibilité de méthode.

-Prendre un longtemps.

-S'associe facilement a d'autres composés et donne ainsi
de fausses valeurs

I1.9.Test HORAC (Capacité de prévention des radicaux hydroxyles )

Le principe de ce test repose sur la mesure de l'activité chélatant les métaux d'antioxydants,
dans les conditions de reactions de type Fenton. Cette méthode évalue la capacité de protection

contre la formation de radical hydroxyle en utilisant le complexe Co(ll) (Denev et al., 2014).

I1.9.1. Mode opératoire

A) Préparation des solutions: Il consiste a préparer une solution de peroxyde d'hydrogeéne a
0,55 mol/L en utilisant de I'eau distillée.15 mg de CoF2.4H>0 et 20 mg d'acide picolinique sont
dissous dans 20 mL d'eau distillée pour préparer une solution de CO(Il). La procédure suivie
dans le test HORAC commence par l'incubation de la fluorescéine et 10uL d'échantillon a 37 C
pendant 10 min directement dans le lecteur de plaque. Apres I’incubation, 10 uL de H.O; et 10
uL de CO(II) sont ajoutés (Lee et Lee, 2014). La fluorescence est mesurée a 485 nm et 520 nm.
Le tampon de phosphate est utilisé comme blanc, et ’acide gallique est utilisés pour établir la

courbe d’étalonnage (Wasek et al., 2014 ).

I1.9.2. Avantages et inconvenients du test HORAC

Les avantages et les inconvénients du test HORAC peuvent étre résumés dans le
tableau 11.
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Tableau 11. Les avantages et les inconvénients de test HORAC (Denev et al., 2010; Echegaray
etal., 2021).

Avantages Inconvénients
-Sensible . -Nécessite des techniques complexes.
- Mesure directe de capacité antioxydant. - Calcul indirect .

- Outil important pour I'étude de la capacité | - Ne peut pas étre mis en ceuvre dans tous les
antioxydante  préventive  des  denrées | laboratoires.

alimentaires. - Prend beaucoup de temps.

I1.10.Test TRAP (Procédure d'amplification de répétition de télomeres)

Dans ce test, I'effet des radicaux libres (radical peroxyle ) est suivi , ou de la présence
d'antioxydants sur la fluorescence générée par la molécule fluorescente, le luminol peut
également étre utilisé comme substance chimioluminescente. Cette méthode surveille la quantité
de l'oxygene lors de la peroxydation des lipides causée par la freinage thermique de substances
telles que 'ABAP ou alors AAPH .La méthode TRAP est sensible aux changements de
température et de pH (Pisoschi et Negulescu, 2011; Martin et al., 2017).

I1.10.1. Mode opératoire

A) Procédure de test TRAP : Il consiste a mélanger 1 mL d'échantillon avec 2 mL de mélange
réactionnel final contenant 0,43 mg de R-phycoérythrine et 0,3 g d'AAPH (radicaux peroxyles)
dans 50 mmol/L de tampon de phosphate (pH 7, 4). Apres incubation a 37°C pendant 5 min, la
fluorescence est mesurée dans une cuvette en quartz a I'émission de 565 nm et a l'excitation de

540 nm a l'aide d'un spectrophotometre a fluorescence.

I1.10.2. Expression des résultats

A) Calcul de la valeur TRAP

La valeur de test TRAP est calculée selon I’équation suivante :

TRAP =2.0 [Trolox] T rechantitton /T Trolox
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Le facteur steechiométrique du trolox est de 2,0 (le nombre de radicaux peroxyle est
trappée par une molécule de trolox) .Le f est la dilution de I'échantillon. L’activit¢ de

I'échantillon est exprimée en équivalents Trolox par extrait sec de gramme (Denev et al., 2014).

I1.10.3. Avantages et inconvénients du test TRAP

Les avantages et les inconvénients du test TRAP peuvent étre résumés dans le Tableau 12.

Tableau 12. Les avantages et les inconvénients du test TRAP (Pisoschi et Negulescu, 2011
;Denev et al., 2010; Denardin et al., 2015 ).

Avantages Inconvénients

- Convient aux aliments liquides. - Nécessite une technologie complexe.

- Applicable aux des échantillons biologiques | -Dépend du compte indirect.

comme plasma humain ou échantillons | - Sensible aux changements de température et
naturels comme extraits des plantes. de pH .

-Comparaisons Inter laboratoire difficile.

I1.11. Test de blanchissement du B-Caroténe

Le test de blanchiment au béta-caroténe fait partie des méthodes couramment utilisées dans
le domaine de la chimie alimentaire. Le principe de ce test dépend de la coloration jaune de la
solution de B-Carotene due a la rupture du couplage béta par réaction avec des lipides
(par exemple 1'acide linoléique) ou des lipides peroxyl (L- ou LOO-) pour produire des époxydes
de a une B-Carotene double liaison C=C du B-Caroténe, en présence de ERO et d'O,. Lorsque
les antioxydants appropriés sont ajoutés a la solution, la réaction compétitive entre le B-Carotene
et les antioxydants entrave le changement de couleur et donc le contrdle des antioxydants en
blanchissant la couleur du test solution a l'aide d'un spectrophotometre B-Carotene typique
(470 nm) (Figure 21) (Ueno et al., 2014).
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Mécanisme A: C-Ajout
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Figure 21. Mécanisme possible du test de blanchiment du B-caroténe (Uneo et al.,

2014).

I1.11.1. Mode opératoire

A) Procédure de test du blanchiment du f-carotene: La méthode utilisée est celle décrite par
Miraliakbari et Shahidi (2008).Une solution stock de melange émulsion f-caroténe/acide
linoléique est préparée comme suit : 0,5 mg de cristaux de f-carotene a été dissous dans 1 mL de
chloroforme et 1 mL de cette solution est transféré dans un ballon contenant 25 plL d’acide
linoléique et 200 uLL de Tween-40. Apres I’élimination compleéte de chloroforme par évaporation,
100 mL d’eau distillée enrichie en oxygene a été ajoutée sous agitation vigoureuse. Des aliquotes
de 2,5 mL de ce mélange ont été transférés dans une série de tubes a essai contenants 350 uL
d’extrait dilué¢ dans le Diméthylsulfoxyde(DMSO). Aprés une agitation vigoureuse, les tubes ont
été incubés a 50 °C pendant 2 h. Un tube témoin négatif a été construit en remplacant I’extrait
par DMSO. L’absorbance a été finalement mesurée a 470 nm contre un blanc (émulsion sans
/- caroténe) (Bibi sadeer et al., 2020).

I1.11.2. Expression des résultats
A) Calcul du taux de blanchiment (R) du p-caroténe
Ce taux est calculé selon I'équation suivante (Bibi sadeer et al., 2020):

R =[In(a |b)/ t]

In = log naturelle
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a = Absorbance au temps 0

b = Absorbance au temps t (30, 60, 90, et 120 min).
B) Calcul de I'activité antioxydante

L'activité antioxydante est calculée en pourcentage par rapport au taux de blanchiment
selon I'équation suivante (Bibi sadeer et al., 2020):

AA(%) = (Rolanc— Echantillon /Rbplanc)

Il est également calculé par rapport a I'échantillon témoin (Blanc) sans ajout d’extrait par

I'équation suivante (Burda et Oleszek, 2013):
AA(%): 100 x[l _(Aos 'Asle/ Aco 'A chO)]

AL: Absorbance de I'échantillon & 0 min
A% Absorbance de I'échantillon a 120 min
AL Absorbance de I'échantillon témoin(blanc) & 0 min,

A?: Absorbance de I'échantillon témoin(blanc) 4120 min

I1.11.3. Avantages et inconvénients du test blanchiment du p-carotene

Le test blanchiment du B-caroténe a de nombreux avantages et inconvénients qui

I'affectent, résumés dans le tableau 13.
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Tableau 13. Les avantages et les inconvénients du test blanchiment du B-carotene (Bibi sadeer et
al., 2020; Abeyrathne et al., 2021).

Avantages Inconvénients

-Semple et rapide -Prendre un longtemps.

-Applicable aux échantillons aqueux et -Sensible pour le pH, la température O2 et I'effet
huileux. de solvant.

-Hautement reproductible -Difficile de traduire ses résultats.

-Parfois, les résultats des composants vitaux
totaux (phénols, flavonoides) ne correspondent
pas aux résultats de ce test.
-Relation relative avec les autres testes(DPPH,
ABTS, CUPRAC et FRAP).

I1.12.Test TBA (Acide thiobarbiturique)

Le test TBA mesure la teneur du produit de dégradation secondaire, le malonaldéhyde, qui
réagit avec l'acide thiobarbiturique lorsqu'il est chauffé dans des solutions acides pour former un
adduit de base de Schiff qui est de couleur rose (absorbe a 532-535 nm) et fluorescent (sortie 515

nm, émission 553 nm) (Figure 22) (YYang et Boyle, 2016; Dorsey et Jones, 2017).

M S N OH  HO_N.___S
> [ | +no

I CH-chH=cH T
HO QO

Figure 22. Formation d'adduit TBA-MA (Schaich, 2016).

I1.12.1. Mode opératoire

A) Procédure de test TBA: Des volumes appropriés d'extraits sont ajoutés a une solution
aqueuse contenant 200 pL. de tampon Tris (pH = 7,4), 300 pL de KCIl (1 mol/L), 400 pL de
SDS a 1%, 40 puL de FeCl (1 pL) et 20 uL de H202 (1 pL) dans un flacon opaque marron pour
éviter I'oxydation. Le mélange est incubé a 37°C pendant 18 h. Aprés incubation, 50 uL de BHT
a 4% sont ajoutés dans une solution d'éthanol et 2 pL de réactif TBA (TBA a 0,67%, TCA,
SDS a 1%, HCI a 5N). Le mélange résultant est vortex, puis chauffé a 80°C pendant une heure

et refroidi dans un bain de glace pendant 10 min. Le BHT, Vitamine A, Vitamine C sont utilisés
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comme contrdle positif dans le test. L'absorbance est mesurée a I'aide d'un spectrophotomeétre a
532 nm (Bai et al., 2022).

I1.12.2. Expression des résultats

Les résultats des analyses TBA sont généralement exprimés en pmol TBA/g d'échantillon
pour couvrir tous les réactifs, ou en mg de malonaldéhyde/kg d'échantillon si le réactif

moléculaire est vérifié.

I1.12.3. Avantages et inconvénients du test TBA

Les avantages et les inconvénients du test TBA sont résumeés dans le tableau 14.

Tableau 14. Les avantages et les inconvénients du test TBA (Fenaille et al., 2001 ; Williamson
et al., 2003 ; Schaich, 2016).

Avantages Inconvénients

-Largement utilisée dans les analyses | -Analyse tres controversée.

d'oxydation des lipides dans les aliments. -Long temps de réaction.
- Appliquée directement. - Faible sensibilité
- Ne nécessite pas d'extraction de lipides. - Non-spécificité

- Résultats bien correlés avec les analyses

sensorielles.
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Conclusion générale

A travers ce travail, nous avons conclu que les antioxydants s'intéressent de plus en plus au
domaine de [lalimentation en raison de leur effet dans l'organisme contre les processus
pathologiques oxydatifs par le stress et de leur réle dans la préservation et la prévention des
produits alimentaires contre l'oxydation. Il existe des sources naturelles et synthétiques pour
eux. La mesure des antioxydants nécessite des méthodes fiables pour leur évaluation. Ces
méthodes dépendent de protocoles méthodologiques spécifiques. Ce dernier est également
controlé par plusieurs facteurs, dont le pH, il y a ceux qui travaillent en conditions neutres
(CURPAC), acides (FRAP) et alcalines. En plus de leur application aux hydrophiles et
hydrophobes ou les deux ensembles, les colorants alimentaires jouent également un réle
important dans la modification des absorptions qui ont des effets évidents sur le changement de
couleur (DPPH, ABTS), et dautres qui montrent des réactions de formation de couleur
(CURPAC, FRAP). Ces études se terminent par des conclusions sur les tailles actuelles en
suggerant des améliorations sur la fagon de I'élaborer pour éviter ses aspects négatifs et positifs

afin qu'il soit suffisant et universel pour mesurer les antioxydants.
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