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Antioxydant de référence, le glutathion protege les cellules de plusieurs polluants et poisons, incluant certains issus de la combustion de carburants et de la fumée de cigarette. Il retarde également les dommages dus

aux radiations tels ceux rencontrés suite a la diminution de la couche d’ozone.
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Ce cours s’articule autour des antioxydants dans les aliments, Deux modules sont proposés, chaque module comporte Deux unités d’apprentissage.
Le premier module s’articulera autour des différentes classes d’antioxydants ainsi que leurs réles.

Le deuxiéme module traitera des différentes techniques d’extractions des antioxydants d’origine végétales et les techniques spécifiques de mesure de
I'activité antioxydantes ;

En fin une activité d’apprentissage sera proposée dans le but, de permettre a I'apprenant d’assimiler le contenu des modules et unités d’apprentissages et
de mettre la théorie en pratique. Les principaux thémes retenus pour une telle activité sont :

1- Les différentes classes d’antioxydants.

2- Roles des antioxydants.

3- Technologies d’extractions des antioxydants.

4- Test antioxydants : comment évaluer I'activité antioxydante.

Public cible et cadre pédagogique :

e Etudiants en chimie niveau licence, en sciences pharmaceutiques, en médecine, et en sciences agronomiques
e Opérateurs économiques ceuvrant dans le domaine agroalimentaire.
e Prérequis:

- notions fondamentales de chimie organiques niveau DEUG
- notions fondamentales de Biochimie niveau DEUG
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+ Objectifs : Objectifs généraux, Objectifs spécifiques

+ Définitions
MODULE 1

UNITE D’APPRENTISSAGE 1 : Les différentes classes d’antioxydants

- Les Caroténoides, les Polyphenols, les Vitamines et les oligo-éléments

UNITE D’APPRENTISSAGE 2. Roles des antioxydants

I-Rble des antioxydants chez la plante. (Caroténoides, polyphenols, Vitamines).

lI- Réle des antioxydants chez 'lhomme

1.1 Le Stress oxydant et ses conséguences chez I'Homme.

11.1.1 Le stress oxydant

1.1.1.1 Les dérivés réactifs de I'oxygene (ERO)

1.1.1.2 Autres espéces réactives

11.1.2 Conséquences du stress oxydant chez 'Homme

11.1.2.1 Athérogenese

I1I-Réle des antioxydants dans les aliments

IV-Les antioxydants dans le Mécanismes de la peroxydation lipidique in vivo et in vitro
1V.1 Autoxydation des Acides Gras Polyinsaturés( AGPI)

IV.1.1 Autoxydation des Acides Gras Polyinsaturés( AGPI) par I'oxygéne triplet (*0,)
IV.1.2.Autoxydation des AGPI par I'oxygéne singulet (‘O,)
1V.2 Mécanismes des anti-lipoperoxydations

IV.2.1 Mécanismes d’action des antioxydants préventifs
1V.2.1.1 Les chélateurs des métaux de transition
1V.2.1.2l es désactivateurs (quencher) de I'oxygéne singulet.

1V.2.1.3 Elimination des hydroperoxydes
1V.2.1.4 Les piégeurs d’oxygene

1V.2.2 Mécanismes d’action des antioxydants de type « chaine rompue » « chain breaking »
1V.2.2.1 Les donneurs d’hydrogéne
1V.2.2.1 Les antioxydants « sacrifiés »
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1V.2.3 Mécanismes d’action mixtes des antioxydants

MODULE 2

UNITE D’APPRENTISSAGE 1. Extraction des antioxydants d’origine végétale

UNITE D’APPRENTISSAGE 2. Comment évaluer 'activité antioxydante
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Objectifs géneraux
Ce cours a pour objectif de mieux comprendre des notions fondamentales de I'antioxydant en tant qu’additif ou/et éléments naturel présents dans les

aliments et leurs bienfaits chez 'homme, il a pour objectifs généraux :
1- Comprendre les différentes classes d’antioxydants, ainsi que leurs réles chez I’homme et la plante.

2- Définir le stress oxydatif (production de radicaux libres) et son réle dans le développement de différentes maladies chroniques comme les
maladies cardiovasculaires, respiratoires et neurodégénératives, le diabete et le cancer.

3- Connaitre les moyens de lutte contre le stress oxydative.

4- Maitriser les différentes techniques conventionnelles et modernes et ses conséquences dans la dégradation ou la préservation des antioxydants
extraits de la matiére végétale. Mettre en valeurs la nouvelle variante de la technique d’extraction assistée par micro-ondes avec ou sans solvant,
proposé par I’équipe de Pr. Chemat (Université d’Avignon. France).

5- Pouvoir évaluer I'activité antioxydante de la substance a travers des tests chimiques spécifiques.

6- Tester les connaissances acquises a travers un systeme d’évaluation de type QCM.

Objectifs specifiques :

A la fin, de ce cours, I'apprenant doit :
- Identifier les différentes classes antioxydantes et leurs réles en tant qu’additif alimentaire.

- Mettre en valeur le régime méditerranéen (riche en légumes et fruits) dans la prévention de I'athérosclérose, maladie de Parkinson, Alzheimer, diabete et
vieillissement cellulaire.

- Mettre en place un protocole expérimental pour évaluation de I'activité antioxydant en fonction des propriétés recherchées de I'antioxydant en tant
gu’additif alimentaire.

- Reconnaitre les différentes technologies d’extractions en fonction de son impact sur le rendement et la qualité de I'antioxydant en tant qu’additif
alimentaire extrait de la matrice.

- distinguer la méthode d’extraction par Micro ondes, des autres méthodes conventionnelles, par la rapidité et la qualité de I'antioxydant extrait a partir de
la matiere végétal.
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Définition

Les antioxydants sont des composés tres divers qui regroupent des protéines a activité enzymatique (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase,
catalase) et non enzymatique (séquestrant des métaux) et des petites molécules liposolubles (vitamine E, B-caroténe) ou hydrosolubles (vitamine C, acide
urique). Une définition large du terme antioxydant donnée par B. Halliwell [1] est « toute substance qui, présente a faible concentration comparée a celle du
substrat oxydable, retarde ou prévient de maniére significative I'oxydation de ce substrat».

En tant qu’additif alimentaire, un antioxydant est une molécule qui protége les aliments contre les réactions d’oxydations qui accélerent leur vieillissement.
Ceci est di essentiellement a I'oxygene de Iair, la lumiére, les traces de métaux et éventuellement certains enzymes.

IXIXIXIX

Savez vous : La coloration rose des plumes du flamant est due a I'accumulation de caroténe contenu dans son alimentation.



http://fr.wikipedia.org/wiki/Flamant
http://fr.wikipedia.org/wiki/Flamant
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Ou trouve-t-on les antioxydants ?

Les antioxydants se trouvent dans un grand nombre d'aliments : poivrons, goyave, oseille, citron, orange, kiwi, chou, papaye, fraise, huile de tournesol, de
soja, de mais, beurre, margarine, ceuf, foie, beurre, ceuf, poissons, ceuf, viandes, fruits de mer, viandes, pain complet, légume, fruits et légumes, vin, thé
Comme on peut le remarquer, la plupart de ces antioxydants se trouvent dans les fruits et les Iégumes.

Savez vous : nouvellement [2] un inventaire détaillé sur plus de 100 végétaux, dont les fruits et légumes, mais aussi les noix et les épices a propos de
leurs activités antioxydantes. Voici le « Top 20 » des végétaux riches en antioxydants
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MODULE 1

UNITE D’APPRENTISSAGE I : Classification des antioxydants

Les antioxydants se classent en 3 catégories : Les caroténoide, les polyphénols, les vitamines et les oligo-éléments (Sélenium, Cuivre, Manganése et Zinc),

I-Les caroténoides : Ce sont des pigments végétaux liposolubles contenant une chaine centrale hautement polyinsaturée pouvant comporter une
structure cyclique a chaque extrémité. On distingue :

[.1-Les caroténes : Se sont des composés contenant uniquement du carbone et de I'hydrogene

Exemples : Le lycopéne : pigment rouge de la tomate ; Le B-caroténe : fruits et Iégumes de couleurs jaune, orange, rouge et vert foncé (carottes, épinard,
patate douce, mangue, spiruline)

|.2-Les xanthophylles

Ce sont des molécules qui renferment des atomes d’oxygénes (en grec « xantho » signifie jaune) , nous citerons comme exemples le f -cryptoxanthine
présent dans le agrumes et la lutéine et I'’zéaxanthine (Ilégumes verts a feuille, pois, brocoli, mais, kaki, tangerine).Notons au passage ** au passage que les
caroténoides sont présents dans le plasma humain insérés dans les lipoprotéines (LDL, VLDL, HDL).

Lycopéne

p-Caroténe

Lutéine

Zéaxanthine
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II- Les Polyphenols Passer la souris sur les bulles pour avoirs plus de détails

POLYPHENOLS

Alcool
Phénoliques

Bulle Information

Les polyphénols regroupent une grande famille de composés élaborés a partir d'une unité de phénylpropanoide , ils
regroupent une multitude de composés et représentent un des groupes les plus importants distribués dans les
végétaux. On peut les classer en 4 familles principales : les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins et les
lignanes. On trouve les polyphénols aujourd’hui aussi bien dans les aliments courants type chocolat, vin, raisin,
pomme, thé, légumes divers que dans les compléments alimentaires ou les cosmétiques ou ils sont présents a I'état
d’ingrédient isolé et utilisés pour leurs propriétés physiologiques. Les polyphénols sont également utilisés en
agroalimentaire pour conserver, aromatiser ou colorer les aliments.

Les polyphenols

Haut de la Page Sommaire
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Acides -Phénols

COOH COOH

Acide gallique Acide protocatéchique

OH
‘: oH

CH= CH— COOH

Acide caféique

Exemple Acide gallique (thé [3]), Acide protocatéchique (épicéa [4]), Acide Caféique (forme dérivée : acide chlorogénique
dans le grain de café [5]), Acide férulique (Céreales [6]), Acide Sinapique (Graine de Colza [7])

OH =t
OCH; cHyO OcHg

CH= CH— COOH CH= CH—COOH

Acide férulique Acide sinapique

Un acide-phénol (ou acide phénolique) est un composé
organique possédant au moins une fonction
carboxylique et un hydroxyle phénolique. La pratique
courante en phytochimie consiste a réserver ce terme
aux dérivés de [l'acide benzoique et de [I'acide

cinnamique.

Alcools-Phénols

‘
CH,—CH,— OH

Tyrosol

OH
‘OH

CH, —CH,— OH
Hydroxytyrosol
H;C—00C CH—CH;

O—GL

Oleuropéine

OH

CHZ—COO—CHZCHZ—OH

Un Alcool-phénol (ou Alcool phénolique) est un
composé organique possédant au moins un Alcool
aliphatique et un hydroxyle phénolique.

Exemples : Tyrosol, Hydrotyrosol, Oleuropéine (Huile d’olive [8])

Stilbénes

frans-Picéide

HO. e,

o

e

Exemple : Trans-Picéide (Cacao [9])

QG

Le stilbéne, dont il existe deux formes (trans-1,2-diphényléthylene
(E-Stilbene) et cis-1,2-diphénylethylene (Z-stilbene)), est un
hydrocarbure aromatique, de formule Cy;H;,.Le méme terme de
stilboéne désigne aussi la classe des dérivés hydroxy-, méthoxy- du
stilbéne simple, ainsi que leurs formes hétérosidiques ou

polymériques.

Haut de la Page Sommaire
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Flavonoides
OH
ot
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o Flavanones
(Flavanonols)

o

Anthocyanidines : le Delphinidol

OH
7~ OH
o
OH >~ A
- ‘ ‘ e
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= \ﬂ/ (Flavonol)
OH
OH = O~

N

“\\/ \1/ \[/
© /OH

Phytoestrogénes : Isoflavones

Oignon, Pomme, Thé, Vin et Chocolat [10]

Le terme flavonoide rassemble une tres large gamme de

N

composés naturels appartenant a la famille des

polyphénols. Les flavonoides possédent un squelette de
base a quinze atomes de carbone constitué de deux cycles

en C6 (A et B) reliés par une chaine en C3

Leur biosynthése se fait a partir d'un précurseur commun,
la 4,2',4',6'-tétrahydroxychalcone. Par l'action d'enzymes,
cette chalcone de couleur jaune, est métabolisée en
différentes classes de flavonoides: flavanone, aurone
(jaune), 2,3-dihydroflavonol ou flavanonol , flavone(ivoire),
anthocyanidine (rouge-bleu), flavonol(jaune), catéchine ...
Des étapes ultérieures, surtout de glycosylation et
d'acylation, amenent les flavonoides a la forme définitive
dans laquelle ils se trouvent in vivo:  Anthocyanidines +

Glucose = Anthocyanes

11
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Les lignanes

Les lignanes sont des composés phénoliques formés de
deux unités monolignols. Ces mémes unités de base
servent aussi aux végétaux pour synthétiser un long
polymere, au nom proche mais mieux connu, la lignine,
présente dans les parois des vaisseaux conducteurs. Il
existe de tres nombreux lignanes, qui different par le

I e e type de liaison entre les deux unités et les modifications

qui interviennent apreés la dimérisation.

OH OH

p-coumaryl alcohol  Coniferyl alcohol Sinapyl alcohol

Structure de trois monolignol

Structure d’un Lignane : secoisolariciresinol diglucoside (SDG) : graine de lin[11]

12
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Les Chalcones

Ce sont des composés phénoliques dérivés du Chalcone ou
le 1,3 Diphenylpropenone (benzylideneacetophenone)

\ 7

Chalcone

Haut de la Page

13
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lll-Les Vitamines

Les vitamines sont des substances organiques, sans valeur énergétique propre, qui sont nécessaires a I’organisme et que I’homme
ne peut synthétiser en quantité suffisante. Elles doivent étre fournies par I’alimentation. Treize substances répondent a cette
définition. 1l s’agit d’un groupe de molécules chimiguement treés hétérogenes. Ce sont des substances de faible poids moléculaire.
Certaines d’entre elles ont des propriétés antioxydantes, on traitera essentiellement la Vitamine E, C et B1

[1I-1 La Vitamine E

La chimie de la vitamine E est relativement complexe. Le terme vitamine E correspond a 2 grands groupes de
molécules : les tocophérols et les tocotriénols, comprenant chacun 32 stéréoisomeéres. La biosynthése de la vitamine
E s’effectue dans les plantes, les algues et les champignons mais pas chez les animaux.

La vitamine E fait partie de la famille des tocophérols. Cette famille comprend 4 substances : I'a-tocophérol, qui est
la vitamine E proprement dite, le p-tocophérol, le y-tocophérol et le &-tocophérol. Ces composés ont, par ailleurs,
beaucoup de similitudes structurelles avec 4 autres molécules appartenant a la famille des tocotriénols : l'o-
tocotriénol, le B-tocotriénol, le y-tocotriénol et le 6-tocotriénol [12]

La structure chimique des tocophérols se compose d’un cycle chromanol mono-, di-, ou tri-méthylé auquel se trouve
rattachée une chaine carbonée latérale (chaine phytyle) saturée de 16 carbones [13]. Les tocophérols different entre
eux seulement par le nombre et 'arrangement des groupements méthyles autour du cycle benzéne du noyau
chromanol . La structure chimique des tocotriénols se compose également d’'un cycle chromanol mono-, di- ou
triméthylé avec chaine carbonée latérale, mais celle-ci contient 3 doubles liaisons en position 3’, 7" et 11°.

Figure. Structure chimique de la Vitamine E
Les doubles liaisons indiquées en rouge
ne sont pas présentes dans les tocophérols.

R1 R2 R3

a-tocophérol

a-tocotriénol CHs CHs CHs
B-tocophérol

B-tocotriénol CH, H CH;
y- tocophérol H CH CH
y-tocotriénol 3 3
O-tocophérol " H cH,

d-tocotriénol
Fruits riches en Vit.E: blé, noix, noisettes, kiwi, myrtille, avocat, chataigne, citron, mare, abricot

Légumes riches en Vit.E: fenouil, petits pois, salsifis, épinards, persil, choux, poivron, brocoli Haut de la page
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I11-2 La Vitamine C

La vitamine C, ou acide ascorbique,est une vitamine hydrosoluble, et peut étre considérée comme un dérivé cyclique des
hexoses. Sa caractéristique essentielle est d'exister sous trois degrés d'oxydoréduction différents : la forme réduite ou
acide ascorbique, la forme semi-réduite ou mono-oxydée, appelée acide mono-déhydro-ascorbique et la forme oxydée ou
acide déhydro-ascorbique.

L'acide mono-déhydro-ascorbique est un radical anion relativement inerte, ne réagissant pas avec l'oxygéne car il est
stabilisé par résonnance (effet mésomere) et formation d'une liaison hydrogéne intra-moléculaire.

Tres fragile en solutign, elle est détruite au contact de I'air, par la lumiere ou la chaleur. D'ou son utilisation fréquente en
tant qu'antioxydant. A cet effet, on emploie également la forme R- de I'acide ascorbique qui, a l'inverse de la forme L-, ne
présente pas d'activité vitaminique.

':Hl
-ifl-m r""-.,

nith BEAHE HEY  ooth AR - T Stk ek ek

Fruits riches en Vit. C [14] : Fruits: acérola, goyave, cassis, kiwi, papaye, fraise, agrumes, mangue, groseille

Légumes riches en Vit. C : Légumes: persil, poivron, piment, brocoli, choux, épinard, fenoui

Fruit d’acérola Fruit de goyave Fruit de Papayer Baies du groseillier Choux de Bruxelles

Haut de la page
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[1I-3 Les Oligo-éléments

Les oligo-éléments appelés aliments protectifs, micronutriment sont présents en trés petite quantité dans I'organisme (élément-trace) et
indispensables au bon fonctionnement de celui-ci. On les trouve dans la ration alimentaire quotidienne. Parmi les oligoéléments qui présentent une
propriété antioxydante , nous citerons essentiellement le Sélénium, Cuivre, Manganése et le Zinc.

| 1 5| Savez vous'!

Le thé vert est un thé peu oxydé

lors de sa fabrication. Ce type de

24  7g O thé est trés populaire en Chine et au
S e . L — Japon, ol il est réputé avoir les

SN l&_ e propriétés thérapeutiques les plus

X i efficaces. Il est essentiellement riche

iy

Ut

i

en oligo-éléments

Découvert par J.J. Berzelius et par J.J. Gahn en 1817. Son nom dérive du grec "seléne" qui signifie lune.

Oligo-élément essentiel, c'est I'exemple type de ce que I'on appelle un anti-oxydant. On pourrait le qualifier de "protecteur universel".
Cuivre [15]

29 sas

Cu

CUIVRE

Venu de I'lle de Chypre

Le terme cuivre dérive du mot latin "cyprium", qui dérive lui-méme de Chypre. C'est sur cette Tle que fut découvert le gisement de cuivre le plus important dans
I'Antiquité, il y a environ 6000 ans.

C'est un oligo-élément essentiel, déja utilisé dans I'Antiquité pour soigner certains troubles, tels que douleurs et problemes cutanés. C'est un constituant de
nombreuses enzymes, doté de multiples propriétés.

Manganése [15]

25 sa9
Mn

MANSAMESE

Utilisé au temps de pharaons

Oligo-elément essentiel au bon fonctionnement de I'organisme, il est présent a I'état de trace dans le monde animal | Haut de la page
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UNITE D’APPRENTISSAGE II : Role des antioxydants

|. ROle des antioxydants chez la plante

.1 Les Caroténoides

Dans la plante, les caroténoides ont plusieurs fonctions, nous citerons essentiellement :

- Participation accessoire a la phase claire de la photosynthése par capture de I'énergie solaire a des longueurs d’onde
différentes des chlorophylles et transmission de cette énergie aux molécules de chlorophylle.

- Protection de la chlorophylle contre la photo-oxydation (antioxydant).
- Attraction des animaux par coloration des fleurs et des fruits en vue de la pollinisation et de la dispersion des graines.

Savez-vous ! Certains herbicides sont actifs en utilisant le mécanisme de blocage de la biosynthese des caroténoides et
provoquent le blanchiment des feuilles qui meurent a la lumiére.

Dans I'huile d’olive, un caroténoide : le B-caroténe agit comme protecteur en désactivant I'oxygéne singulet produit par
les chlorophylles [16]. Il est suggéré, en outre, que le B-caroténe aurait pour role de filtrer les longueurs d’onde actives des
radiations lumineuses en protégeant ainsi I'huile contre 'activation de I'oxygéne par la lumiére [17]. Kiritsakis et Osman
[18] ont montré que l'effet du B-carotene diminue progressivement au cours de I'exposition de 'huile a la lumiére. Les
pigments caroténoides sont facilement dégradés en présence de la lumiere et de températures élevées [19, 20]. Les
travaux de Steenson et Min [21] effectués sur I'huile de soja ont montré que les produits de dégradation thermique du -
caroténe agissent comme prooxydants a I'obscurité alors qu’ils n’ont pas d’effet significatif a la lumiére.

Olivier de SFAX (Sud-est de la Tunisie) Huile d’olive fraichement pressé Haut de la Page Sommaire
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|.2 Les polyphenols

Les polyphenols interviennent dans la couleur (réle attracteur pour pollinisation, dissémination des graines), dans les
mécanismes de défense : composés amers ou astringents, limitant la palatabilité, la digestibilité de certaines plantes, voire
toxiques ; synthése accrue en réponse a des attaques (champignons, insectes, ...) ou a divers éliciteurs [22] ; processus de
lignification, de subérisation, de brunissement enzymatique limitant la progression des pathogénes.

De méme, Les composés phénoliques sont des métabolismes secondaires qui sont associés a de nombreux processus
physiologiques comme la croissance cellulaire, la différenciation organogéne, la dormance des bourgeons et la floraison..
Certains ont des effets attracteurs sur les insectes et oiseaux pollinisateurs.

Savez-vous !

Le brunissement est accéléré si la pomme est
talée ou meurtrie, car dans ce cas les
enzymes et les phénols sont déja en contact.
D'autres facteurs comme la chaleur et la
lumiére, ou la présence de métaux favorisent
I'oxydation : ils agissent comme catalyseurs

|.3 Les vitamines

Les vitamines ont des rdles multiples dans la plante, nous citerons essentiellement comme exemple : Vit.E, Vit.C et la
vitamine B11.

Vitamine E: protége les acides gras membranaires de I'oxydation
Vitamine C: précurseurs de coenzyme, antioxydant

La Carnitine (Vit. B11) permet le transfert acides gras longue chaine dans les mitochondries. A cet effet, la Vit B11, joue un
réle dans le métabolisme des acides gras dans la plante [23].
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Il. Role des antioxydants chez I’'Homme

Les organismes vivant en aérobiose possédent des systémes de défense ; ainsi a I'état physiologique il existe un équilibre
entre la production des radicaux libres et les systémes antioxydants. Dans certaines conditions, il apparait un déséquilibre
provoqué par une production exageérée de radicaux libres ou par une diminution des défenses antioxydantes ; on parle alors
de stress oxydant.

Les antioxydants ont un role de lutte contre ce stress. Ce sont généralement des protéines a activité enzymatique
(superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase), non enzymatique (sequestrant des métaux) et des petites
molécules liposolubles (vitamine E, f—caroténe) ou hydrosolubles (vitamine C, acide urique).

1.1 Le Stress oxydant et ses conséquences chez ’'Homme.

[1.L1.1 Le stress oxydant

Le stress oxydant a été défini par Sies [24] comme un déseéquilibre prononcé entre antioxydants et pro-oxydants en faveur
de ces derniers et de leurs effets potentiellement néfastes. Les composés incriminés dans la production des radicaux libres
sont Les dérivés réactifs de l'oxygéne (ERO), qui oxydent des molécules biologiques menant ainsi a la formation de
radicaux carbonés qui peuvent réagir avec O, en donnant des composés réactifs tel que : les radicaux alkoxyles et
peroxyles (RO°, ROO°®) et les alkylperoxydes (ROOH). C’est le cas des acides gras a longues chaines insaturés lors de la
peroxydation lipidique [25].

1.1.1.1 Les dérivés réactifs de I'oxygéne (ERO)

L’oxygéne est un gaz indispensable a la vie mais il peut étre toxique par lui-méme et par la formation de radicaux libres qui
ont de nombreux effets délétéres. Les ERO sont pour la plupart des radicaux chimiques dérivé de I'oxygene.

Lors de sa réduction le dioxygéne peut conduire a des dérivés réactifs, les espéces réactives de 'oxygéne (ERO) qui sont :

le radical superoxyde O2 ', et son acide conjugué (le radical hydroperoxyle HO; °), le radical hydroxyle OH°® et le peroxyde
d’hydrogéne H,O, [25]
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Réeduction de l'oxygéene

02 + e e 02:_

O +2H +& —» H20:

H.O. + & — s OH =+ OH
OH + & —s OH

Figure. Formation d’especes réactives de I'oxygene.

I.1.1.2 Autres especes réactives
Les oxydes d’azote Soumis a des températures trés élevées, le diazote de I'air s'unit au dioxygéne pour former le monoxyde d'azote
(NO°). A la sortie du foyer de combustion, I'oxyde d'azote refroidi se transforme en dioxyde d'azote (NO,), un gaz toxique. Puis a I'humidité de
I'air, NO, est converti en acide nitrique (HNO3), un puissant oxydant. Le NO°®, qui est produit naturellement en trés faible quantité, par exemple
par les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins comme vasodilatateur, est aussi un oxydant. En présence du radical superoxyde, il forme
le peroxynitrite, un oxydant fort. [25] : NO° + O2°- — ONOO

I1.1.2 Conséquences du stress oxydant chez ’'Homme

Le stress oxydant, a traves la production des ERO, vont oxyder les acides gras polyinsaturé, contenu dans les lipides membranaires,
c’est ainsi qu’une altération de leur fonctionnalité aura lieu (modification de leur perméabilité, de leur fluidité, perte d’activité d’enzymes, de
récepteurs...). De méme, I'oxydation des cardiolipines de la mitochondrie est un facteur déterminant dans le déclenchement de I'apoptose des
cellules [26]. Les lipoprotéines telles que les LDL, riches en cholestérol et en phopholipides sont également des cibles privilégiées de la
peroxydation lipidique. Les LDL oxydées sont fortement incriminées dans |'athérogenese. De nombreuses autres pathologies sont associées a
la peroxydation des lipides. C’est le cas des maladies neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson), du diabéte, des cancers, des maladies
inflammatoires, du vieillissement...

[1.1.2.1 Athérogenese

Les lipoprotéines de faible densité (LDL) natives (particules macromoléculaires contenant essentiellement des lipides, mais aussi des
protéines et de la vitamine E), qui sont catabolisées par la voie des récepteurs LDL, ne sont pas athérogénes. C'est I'oxydation de certaines
lipoprotéines qui est aujourd'hui considérée comme une étape importante de I'athérogenése. En effet, les LDL oxydées ne sont pas reconnues
par les récepteurs habituels (récepteur cellulaire B/E) et sont alors catabolisées par d'autres voies. Elles vont s'accumuler dans les cellules
spumeuses (Macrophage gonflé de LDLox) observées au stade initial de la formation de la plaque d'athérome qui implique automatiquement
une réduction du diamétre de vaisseau, se traduisant par une HTA ( Hyper Tension Artérielle. La rupture de la plaque d'athérome, provoque
une obstruction, d’ou une embolie. Si le vaisseau endommagé par la plaque se localise au niveau du myocarde on parle alors de 'Infarctus du

Myocarde.
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Lipoproteine (LDL))
Monocouche de Apo BLOO
phospholipides .

Triacylglyceérol Cholestrérol libre

Esters de cholestérol

Figure. Structure tridimensionnel des LDL.

Advariice
Meda
Intima normala

Endethélium

Limitante éiastioue
inberne:

ederng

Figure. Structure d’'une plaque athérome

Savez vous ! Halliwell, qui est un grand spécialiste du stress antioxydant, a étudié la plaque athéromateuse. Il a pris, sur des arteres de cadavres, des boues athéromateuses
et y a mis des métaux, du fer et du cuivre. Il a constaté, le lendemain, que le fer était totalement rouillé et le cuivre totalement oxydé, notamment dans les plaques
athéromateuses jeunes. Cela veut dire que la plaque athéromateuse est un bouillon oxydant, un milieu trés prooxydant et que probablement le stress oxydant joue un réle

beaucoup plus important dans les maladies cardio-vasculaires ou dans les accidents cardio-vasculaires du sujet jeune
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Athérosclérose : Définition

Lésion Artérielle = La Plaque d’Athérome

Remaniement de la paroi artérielle caractérisé par la présence

de dépdts lipidiques extracellulaires et de cellules spumeuses.

Infarctus du
Myocarde

Plaque
Artéres d’athérome
Coronaires

Caillot

Sanguin
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lll. R6le des antioxydants dans les aliments

Les produits agroalimentaires sont riches en fraction lipidique susceptible de subir des transformations chimiques et des dégradations sous
l'influence de facteurs extérieurs tel que la chaleur, la lumiére, la présence d’oxygéne...Cela peut conduire non seulement a la perte des
propriétés odoriférante, organoleptique ou nutritionnelles mais aussi parfois a I'apparition de problémes d'irritation ou allergie dus aux produits
formés. Les dégradations résultent le plus souvent d’'un processus oxydatif impliquant des radicaux. Une autre voie de dégradation, moins
souvent prise en compte, fait intervenir 'oxygéne singulet, un oxydant puissant formé par action combinée de la lumiére, d’'un colorant et
d’oxygene.

Tous les lipides contenant des acides gras insaturés quelle que soit leur origine (huiles végétales, huiles de poissons, graisses animales,
membranes cellulaires, lipoprotéines) sont concernés. L’étude des mécanismes de la peroxydation lipidique et des moyens de la prévenir par
les antioxydants connait depuis les derniéres décennies un regain d’intérét di aux implications de ces phénoménes dans les domaines de la
nutrition et de la santé. In vitro, 'oxydation des lipides dans les aliments pose de sérieux problemes pour 'industrie alimentaire qui utilise de
plus en plus des acides gras hautement insaturés tels que ceux de la série n-3 (©-3) trés susceptibles a I'autoxydation. L’oxydation des lipides
alimentaires entraine des altérations qualitatives (rancissement), nutritionnelles (perte en vitamines) voir méme une toxicité due aux produits
issus de la peroxydation lipidique (peroxydes, aldéhydes).

IV. Les antioxydants dans le Mécanismes de la peroxydation lipidique [27].
D’abord traitons le mécanisme des peroxydations lipidiques, que ce soit in vivo ou in vitro, le mécanisme est identique.

IV.1 Autoxydation des Acides Gras Polyinsaturés( AGPI)

IV.1.1 Autoxydation des Acides Gras Polyinsaturés( AGPI) par 'oxygeéne triplet ((O,)

L’oxydation directe des acides gras insaturés par *0, est impossible pour des raisons de spins opposés entre les lipides et *O,. Pour surmonter
cette barriére, une étape d’initiation par des radicaux libres est nécessaire pour permettre la fixation d’oxygéne sur I'acide gras.

Initiation : C’est I'élimination d’'un atome d’hydrogéne de I'acide gras situé sur un carbone placé entre deux doubles liaisons (ce qui conduit a
la formation d’un radical alkyle.
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Les radicaux qui vont initier la peroxydation des AGPI sont principalement les radicaux hydroxyles (OH) et hydroperoxyle (HOO) ainsi que les
radicaux lipidiques tels que les radicaux alcoxyle (LO') et peroxyle LOO").

Les sources de radicaux libres sont nombreuses. Il existe deux grandes voies de formation des radicaux libres : la premiére voie consiste au
transfert d’électrons catalysé par les métaux de transition (fer, cuivre) et par les enzymes. Tandis que la deuxiéme se fait au niveau de Ja
scission homolytique des liaisons covalentes des molécules. Cette voie nécessite de I'énergie qui pourra étre fournie par les radiations
ionisantes, par la lumiére (UV, visible), la chaleur, les ultrasons, la lyophilisation

Propagation
Le radical alkyle formé dans I'étape d’initiation réagit trés rapidement avec %0, pour donner un radical peroxyle. Cette étape est trés rapide

comparée a la réaction suivante ou il y a transfert d’'un atome d’hydrogéne d’'une molécule d’acide gras voisine pour former un hydroperoxyde.
C’est I'étape de propagation de la peroxydation car I'acide gras qui vient de donner son hydrogéne est transformé en radical alkyle qui retourne
dans le cycle pour réagir avec 0, et donner un radical peroxyle.

Les isoméres, résultats de la peroxydation lipidique contiennent des doubles liaisons conjuguées ce qui permet leur détection en UV. En outre
des peroxydes cycliques peuvent se former ainsi que d’autres produits comme les isoprostanes qui sont les marqueurs de la peroxydation
lipidique in vivo considérés comme les plus fiables actuellement
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L'+ 02 = LOO"
I LOO" + L,H= LOOH +L

I
+ 30,
0o 00

/=\J—\/=\ J\ﬂﬁ:\ LOO-

Radical peroxyle

Isoméres de position
a double liaison conjuguée

12

Ac. linolénique : 4 isoméres de position 9, 12, 13, 16 hydroperoxydes
I Stéréoisomeres cis, trans,cis ct trans, cis, cis

Terminaison
La réaction de dimérisation des radicaux peroxyles, constitue I'étape finale de la réaction radicalaire

IV.1.2.Autoxydation des AGPI par I'oxygéne singulet (*O,)

Comme le montre la figure suivante, les sources de I'oxygéne singulet sont :

:LOO + LOO = LOOL + O,
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La figure suivante illustre comment I'oxygéne singulet s’additionne directement sur les doubles liaisons des acides gras pour donner des
hydroperoxydes : cas de I'acide linoléique. En comparaison avec I'autooxydation avec I'oxygéne triplet, les composés issu de I'autoxydation par
'oxygéne singulet sont mineurs. Elle fournirait principalement les hydroperoxydes qui par décomposition en radicaux libres serviraient

d’initiateurs de la réaction d’autoxydation par *0,.
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IV.2 Mécanismes des anti-lipoperoxydations
Selon Buettner [28] les antioxydants susceptibles de protéger les lipides de I'oxydation peuvent étre répartis en deux types : les antioxydants
préventifs qui empéchent la formation d’espéces réactives de I'oxygéne ou interceptent les espéces responsables de [initiation de la
lipoperoxydation et les antioxydants « chain breaking » qui interceptent les radicaux propagateurs de la peroxydation lipidique et retardent la
peroxydation (période d’induction).

IV.2.1 Mécanismes d’action des antioxydants préventifs
IV.2.1.1 Les chélateurs des métaux de transition
Le cycle redox de certains métaux responsable dans la production des radicaux libres sont bloqués par des chélateurs de métaux. Ce sont des
protéines telles que la transferrine, la ferritine, la lactalbumine qui séquestrent le fer, la céruloplasmine et I'albumine qui sequestrent le cuivre
[29].
Notons au passage que les flavonoides sont de bons chélateurs du fer ce qui est un des mécanismes de leur activité antioxydante [30][31]

IV.2.1.2Les désactivateurs (quencher) de I'oxygéne singulet.
Selon Buettner [28], ils peuvent agir par désactivation chimique en se fixant sur une molécule telle qu’un acide gras pour donner un
hydroperoxyde : 'O, + LOH = LOOH

Ou encore par désactivation physique éliminant I'énergie d’excitation sans changement chimique : '02 + B-caroténe = O2 + B-caroténe*
Les caroténoides sont particulierement efficaces. Le lycopéne est le plus réactif.

IV.2.1.3 Elimination des hydroperoxydes
Les hydroperoxydes sont générateurs des radicaux libres, leurs éliminations prévient 'oxydation des biomolécules. Les hydroperoxydes
(LOOH) peuvent étre réduits par des enzymes. La glutathion peroxydase (GPx) élimine les hydroperoxydes organiques et le peroxyde
d’hydrogéne (H,0,)

H,O
] H.0

N

CPx, GSH

N

LOOH LOH

IV.2.1.4 Les piégeurs d’'oxygéne.
Ce sont des molécules telles que les sulfites ou I'acide ascorbique.
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IV.2.2 Mécanismes d’action des antioxydants de type « chaine rompue » « chain breaking »

Cette catégorie d’antioxydants va réagir le plus souvent avec les radicaux peroxyles (LOO") ou alcoxyles (LO'), interrompant ainsi la réaction de
propagation de la peroxydation. Cette catégorie d’antioxydants va réagir le plus souvent avec les radicaux peroxyles ou alcoxyles, interrompant
ainsi la réaction de propagation de la peroxydation. Il est a noter que ces antioxydants n’inhiberont pas par conséquent I'autoxydation des

lipides par 'oxygéne singulet. Ces antioxydants peuvent agir selon deux mécanismes

IV.2.2.1 Les donneurs d’hydrogéne

Ces antioxydants sont principalement des composés phénoliqgues mono- ou polyhydroxylés (tocophérols, tocotriénols, BHT, BHA,

flavonoides...). lls sont susceptibles de céder un hydrogéne au radical alcoxyle et au radical peroxyle .

Apreés la réaction d’oxydation, I'antioxydant est transformé en un radical qui doit étre suffisamment stable pour inhiber la formation d’'un autre
radical et arréter ainsi la propagation de la chaine radicalaire. Il doit ensuite évoluer vers un produit d’oxydation stable, ce qui conduit a la
consommation de 'antioxydant. Le tocophérol donnera un radical tocophéroxyle qui évoluera vers un composé d’oxydation non radicalaire tel

que la tocophérylquinone ou un composé de dimérisation ou de polymérisation supérieure.

LOO* + TON —» OO +TO*

Radical tocophéroxyle
CH3z
3 CH3y CH;z
Mo 1 1
(CH2)aCH{CH 23CH{CH 2)3C H(CH3)2
CH3 o CHa
CHsz

Tocophdrol

Notons enfin, qu'il existe un systéme de recyclage des antioxydants entre eux en fonction de leur potentiel d’oxydo-réduction. Ainsi I'acide

ascorbique est bien connu pour recycler le tocophérol.

Composé Potentiel E (mV)
a-Tocophéromyle H fa-Tocophérol 500
Ascarbates | H- [ Ascorbate 282
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IV.2.2.1 Les antioxydants « sacrifiés »
Le qualificatif de « chain breaking antioxidant sacrificial » employé par Buettner concerne des molécules, elles mémes radicalaires, qui
réagissent avec les radicaux peroxyles ou alcoxyles pour donner des produits non radicalaires interrompant ainsi la propagation de la
peroxydation. Deux radicaux sont connus pour se combiner avec les radicaux peroxyles : le monoxyde d’azote (NO) et I'anion superoxyde (O,).

LOO® + °NO—LOONO

LO° + °NO—LONO
Savez-Vous !

IV.2.3 Mécanismes d’action mixtes des antioxydants
Certains antioxydants ont des modes d’action mixtes. Deux exemples peuvent illustrer ces mécanismes multiples :

—L’acide ascorbique est un désactivateur de 'oxygéne singulet, il élimine aussi 'oxygéne moléculaire, il est aussi un donneur d’hydrogéne
aux radicaux lipidiques et aux radicaux tocophéroxyles pour régénérer le tocophérol.

— Les flavonoides tels que les anthocyanines, les catéchines, les flavones, les flavonols, les isoflavones et les proanthocyanidines sont
chélateurs de métaux, piégeurs d’anions superoxyde et donneurs d’hydrogéne.

Ce qu’i faut retenir !

Les acides gras insaturés contenus dans les lipides sont la cible des oxydations. L’oxygéne moléculaire dans son état
fondamental (302) est peu réactif et ne se fixera sur les acides gras qu’apres une étape d’initiation induite par les radicaux
f oot Ll maoks wion libres. L’oxygéne peut exister sous une forme excitée (‘0,) qui permet une addition rapide et directe de I'oxygéne sur
E I'acide gras. L'oxydation des acides gras libére des peroxydes qui se décomposent rapidement pour donner de trés
nombreux produits de décomposition qui vont contribuer a propager des dommages vis-a-vis d’autres molécules comme

les protéines, les acides nucléiques et d’autres lipides. Les conséquences dommageables de la peroxydation lipidique
constituent le probléme épineux pour l'industrie alimentaire confrontée a la préservation des aliments mais également
pour la santé humaine car elle est associée principalement a I’Athérosclérose définie comme une maladie inflammatoire
des arteres coronaires, les artéeres carotides internes qui permettent la vascularisation du cerveau, I'aorte dans son
ensemble, les arteres cérébrales et les arteres des membres (artéeres iliaque, fémorale).

s low ¢ Dl
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UNITE D’APPRENTISSAGE 1.
Extraction des antioxydants d’origine végétale

Trois principales méthodes utilisées dans I'extraction des antioxydants seront développée:
I Extraction par solvant organique
En premiére étape, on macére la plante dans le solvant qui peut étre soit: hexane, acétone, acétate d’éthyle, méthanol, éthanol, eau,
chloroforme. On procéde ensuite a une agitation a Température ambiante
L’extrait est ensuite soumis a une distillation moléculaire, passage sur résine HP20 (exemple : extraction des polyphenols de la margine [32]),

dans le but d’extraire les fractions contenant les composés douée d’une activité antioxydante. La distillation moléculaire, ou distillation a court
trajet, permet aussi de :

e purifier des substances liquides ou solides (point de fusion < 150°C), méme thermosensibles et/ou de masses moléculaires élevées,
gu'elles soient d'origine naturelle ou synthétique,

purifier de nombreux polyméres souillés par des monoméres ou des oligoméres,

désodoriser et/ou décolorer de nombreux produits,

désolvater diverses substances d'origine naturelle ou synthétique.

élaboration de vitamines a partir d'huiles animales, pour la concentration des essences aromatiques

la fabrication des huiles performantes (par exemple, perfluoropolyéthers) utilisées dans les pompes a vide

1.1 Quelques Protocoles expérimentales d’extraction des polyphenols.
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Exemple d’extractionl.

Etape 1
Extraction

Erape 2
Hydrolyse

Etape 3

Fractionnement

aad.hedhili@issatgb.rnu.tn Microprojet : Les antioxydants dans les aliments

Margine pateuse (M)
|

+ Ethanol

Centrifugation

Filtration

Extrait éthanolique (E)

Evaporation +
Hydrolyse enzymatique

|
v

Hydrolysat (H)
I

Passage sur résime hydrophobe HP20

v

-

: 7

Eau Eaun EtOH 10% EtOH 40%
(3 vol.) (12 vol) (9 vol.) (9 vol.)
| F1 ‘ [ F2 I F3 l F4 ‘

100 - N
9 80 1
g
=]
$ 60+
=
@
S 40 4
]
o
(&)
= 204

0 - v
F1 F2 F3 F4 F5
fractions HP20
Etape 4
Purification Passage sur gel filtration LH20

-

EtOH 80%
(9 vol.)

m Hydroxytyrosol

0O p-Tyrosol

m Acide caféique

m Acide p-coumarique

O Acide férulique

F2’ Fraction enrichie en hydroxytyrosol (85%)

D’aprés les travaux de Roche. M [32][34] portant sur
I'extraction de composés phénoliques a partir de margines
d’olive, quatre étapes essentielle, exempts de contamination
chimique, mise au point par l'auteur, afin d'extraire les
composeés polyphenoliques de la margine.

Une phase liquide (E) est obtenue par extraction éthanolique a
partir de la margine péateuse initiale (M) ou les composés
phénoliques représentent 32,3 % (masse/masse)

Afin de libérer les polyphenols des polysaccharides, I'extrait
est traité avec une enzyme spécifique.

On obtient un hydrolysat (H) lors de [I'étape 2. Les
concentrations en acides caféique, p-coumarique et férulique

augmentent, de méme l'auteur remarque la libération les
alcools phénoliquees( ex hydroxytyrosol).

L’hydrolysat est ensuite fractionné (étape 3) a l'aide d'une
résine non ionique (HP20) et élué grédce a un gradient

composé d’eau et d’éthanol

Les composés phénoliques sont séparés grace a leurs
differences de lipophilie. Les fractions F2, F3, F4,
caractérisées par spectrométrie de masse, contiennent
respectivement en majorité, I’hydroxytyrosol, le tyrosol et les
acides cinnamiques (acide caféique, acide p-coumarique et
acide férulique). Les mémes phénols pourront étre extrait de
la matrice par traitement alcalin des extraist.[33]

Savez-Vous ! En Tunisie, les margines et les grignons d’olives, sous
produits de I'huilerie obtenus apres trituration des olives, sont de plus en
plus prisés en égard a leurs bienfaits, notamment, en agriculture. Une
campagne de mise en valeur de ces déchets a démarré depuis quelque
temps en Tunisie, classée deuxieme en oléiculture, avec des superficies
totales d’un million 670 mille ha.
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Exemple d’extraction2.

protocole d'extraction et de

quantiﬂcation des isoflavones (technique de Wang et Mun

Echantillon mmp Peserm=200mg wmp Acetonitrile 10 ml
. 5 : + HCI 0,1 M (2 ml)
(a I'abri de la lumiére directe) +H,0 (5 ml)

Extraction durant 2 heures par agitation

: Filtratinni

Evaporation du filtrat

Injection en HPLC de 10 au rotavapor
Quantification N =pl P i |
des detection a 260 nm Reprise du résidu sec dans
isoflavones Eluant @ : eau a 0,1 % 10 ml méthane 80 %
grace a la d’acide acétique

gamme Eluant @ : acétonitrile ‘ Filtration sur membrane de
d'etalonnage ¢ a 0,1 % d'acide acétique 0,45 uym

Les différentes formes de ces composés sont additionnées afin de déterminer la

quantité totale en isoflavones dans I'échantillon
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Exemple d’extraction3.

cas du thé vert et du chocolat

|

injecter dans 'HPLC

® iltrer sur Millex

laisser refreidir et

compléter avec de
la solution
d’extraction

- melanger pendant 30 mn et
centrifuger

Broyage de I'échantillon % Dégraissage : | - prendre une prise d'essai (5g)
- ajouter 50ml d'éther de pétrole

- éliminer le surnageant et sécher

peser mg d’échantillon

ajouter 2 / 3 de solution
d’extraction

passer aux ultra-son
pendant 15 mn

" -

I 60 °C pdt 30 mn en agitant

passer les fioles au bain marie a
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Il. Extraction en phase huileuse graisse

Dans ce cas, I'herbe ou I'épice micro-ionisé est mis en contact avec une huile ou graisse alimentaire. Contrairement a I'enfleurage, le mélange
est soumis a une agitation a température ambiante pendant 12 heures minimum. Par la suite on procéde a un lavage et distillation moléculaire.
L’avantage requis de cette méthode est qu’elle ne met pas en jeu les solvants, de méme le rendement d’extraction est trés élevé.

M. Extraction par micro ondes
La technique d’extraction par micro-ondes la plus utilisée est incontestablement I'extraction par solvant assistée par micro-ondes (« MAE », ou
« MAP »). Si sa rapidité de mise en ceuvre en fait une technique de choix pour I'extraction et plus particuliérement pour I'extraction de
composés aromatiques d’origine végétale, le produit obtenu n’est en aucun cas une huile essentielle. De plus l'utilisation de solvant organique
présente certains inconvénients : contamination du produit fini, probléme pour son élimination totale, et sa valorisation future. Rappelons que
l'industrie agro-alimentaire applique des lois trés strictes sur I'origine des produits utilisés.
Les avantage sont multiples, essentiellement :

1- La rapidité de I'extraction
Dans la majorité des articles étudiés, le paramétre est le plus valorisé est incontestablement le temps d’extraction. Alors que I'ordre de
grandeur temporel des extractions assistées par micro-ondes est en général la seconde voire tout au plus la minute.

2- Le choix du solvant
Les solvants les plus utilisés en extraction par micro-ondes sont I'’hexane, le toluéne, le tétrachlorure de carbone, le dichlorométhane et
I'éthanol. Le choix du solvant va définir le type de chauffage. Si le solvant est transparent aux micro-ondes, c'est-a-dire s’il posséde une
permittivité €’ faible, c’est directement le matériel végétal qui captera le rayonnement micro-ondes. En revanche, si le solvant absorbe les micro-
ondes (¢ élevé), le chauffage sera plutét un chauffage de type conductif : les micro-ondes vont permettre le chauffage du solvant et ce dernier
par conduction chauffera le matériel végétal. Le choix du solvant va donc déterminer le type de chauffage et par conséquent le mécanisme
d’extraction et la composition du produit final.

3- La puissance micro-ondes

A quelques exceptions, les puissances appliquées sont relativement élevées (supérieure a 500W) par rapport a la quantité de végétal a traiter
(inférieure a 100g). Cependant la quantité de puissance appliquée est étroitement liée au temps d’extraction mais reste aussi en étroite relation
avec la température de la matrice. Au cours de I'extraction par solvant assistée par micro-ondes, les puissances appliquées sont jusqu'a 45 fois
supérieures a la masse de végétal a traiter. Mais les temps d’extraction varient entre 10 secondes et une minute. L’hydrodistillation assistée par
micro-ondes sous vide pulsé (VMHD) nécessite des puissances sensiblement plus élevées (1200W) pour des temps d’extraction de 15 minutes
en moyenne. La distillation séche assistée par micro-ondes applique des puissances en rapport de puissance ». Cette valeur est généralement
de 2 Watts par gramme de matiére végétale traitée.
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4-La composition chimique
D’un point de vue quantitatif, I'extraction assistée par micro-ondes dans son ensemble apporte des résultats extrémement intéressants par
rapport aux méthodes classiques utilisées comme références. Dans tous les cas les temps d’extraction des techniques de références sont
supérieurs a 90 minutes. Les rendements en huiles essentielles ou en extraits aromatiques obtenus par les techniques assistées par micro-
ondes sont généralement du méme ordre de grandeur ou supérieurs a ceux obtenus par des méthodes de références pour des temps
d’extraction beaucoup plus faibles (10s a 15 minutes). D’'un point de vue qualitatif, les différences interviennent surtout au niveau des
pourcentages de certains composés aromatiques. Lors de I'extraction des feuilles de myrte des marais, le pourcentage de nonacosane dans
I'extrait micro-ondes s’éléve a 71,2%, alors qu’il est nul dans I'huile essentielle obtenue par hydrodistillation. Au contraire, le pourcentage de

myrcene trés faible dans I'extrait micro-ondes (0,4%), passe a 17,4% dans I'huile essentielle.

Cooler »
E tial oil >
Aqueous phase —»

Plant material

Microwave oven —*

Figure. Variété de montage d’extraction par micro onde: Le Dry Dist™ [35]
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Figure. Outil pilote d’Extraction par Solvant Assisté par Micro ondes en continu

Autres procédés extractions:
- Ultrafiltration [36]

- Ultrasonication [37]

- Extraction Flash détente [38]
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MODULE 2

UNITE D’APPRENTISSAGE 2.

Evaluation du potentiel antioxydant d’'un produit
La mesure du potentiel antioxydant et le suivi des processus d’oxydation sont abordés globalement en déterminant des produits résultant de
I'oxydation ou en évaluant I'aptitude a piéger des radicaux de modeéles réactionnels. Le premier mode relie la quantité de radicaux piégés a celle
d’antioxydant utilisé. Le deuxiéeme mode, plus ancien, nécessite une connaissance préalable des composés issus de l'oxydation. En effet ces
méthodes recherchent certains groupements fonctionnels (aldéhydes, cétones, dicarbonylés...) dans les dérivés des constituants d’origine

Mode 1. Evaluation de I'aptitude du compose a piéger des radicaux libres

|. Test de réduction du radical stable, le DPPH°
Les principales méthodes d’évaluation du potentiel antioxydant d’un produit ont été rassemblées selon leurs principes.
Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH®) est un radical stable et coloré, qui est centré sur 'azote

Figure Structure du radical stable DPPH".

Le maximum de son absorption dans le visible se situe vers 515-517 nm dans le méthanol et I'éthanol. La réduction du radical par un donneur
d’atome H (AH) conduit a la 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine incolore (DPPH-H) et au radical (A°).

DPPH*+AH —» DPPH-H + A°

Le composé a tester est ajouté a une solution de DPPH® (MeOH ou EtOH). Aprés 10 a 30 minutes a I'obscurité, I'absorbance du DPPH° a 515
ou 517 nm est mesurée par spectroscopie UV-visible (voir tableau suivant).
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Tableau : Effet antiradicalaire d’antioxydants sur le radical DPPH

Composés Absorbance Pourcentage de réduction de DPPH" (Pr)
Contréle 1.159 (0.005) -
Acide caféique 0.576 (0,028) 51.5(2.44)
Acide férulique 0.879(0.012) 24.8 (1.06)
Acide chlorogénique 0,749 (0.035) 36.3 (3.00)
o-Tocophérol 0.791 (0.004) 32.5(0.,33)
BHT 1.052 (0.012) £.9(1.06)

Pr=[A(antioxydant)/A( contrdle)]x100, [DPPH[=0.1 mM, [anticxydant]=20 pM EtOH. 30 min, noir. & 23°C.
Mezure de I'abzorbance 3 517 mm Las valeurs corraspondent A de: movennes (dcart type) de 3 répétitions.

Le rapport DPPH°/antioxydant doit étre adapté a la stoechiométrie du composé (nombre de radicaux réduits par molécule d’antioxydant) et le
DPPH?® doit étre en excés. Ce test, largement utilisé, est rapide et facile a réaliser; il permet donc de comparer un grand nombre de composés.
De plus, les conditions utilisées (solvants organiques, faible température) évitent I'autoxydation des molécules testées. Les résultats peuvent
étre exprimés en pourcentage de réduction de DPPH® :

Pr=[A (antioxydant)/A (contréle)] x100 ou A est I'absorbance pour une concentration en antioxydant et un temps donné.

L’acide caféique réduit de moitié la quantité de radicaux tandis que le BHT, un antioxydant de synthése utilisé dans I'industrie alimentaire, n’a
presque pas d’activité réductrice.

L’ECso (concentration en antioxydant nécessaire pour réduire de 50 % la concentration initiale en DPPH®) calculée pour chaque antioxydant
permet de les classer entre eux. On définit alors une grandeur appelé activité antioxydante AA= EC50/ [DPPH?] initiale.

Exemple : des extraits d’olive et d’huile peuvent étre testés en déterminant auparavant la concentration en composés phénoliques par la
méthode de Folin-Ciocalteu et étre comparés avec les produits purs. Les ECsq des variétés d’olive et d’huile présentées dans le Tableau
suivant sont inférieures aux composés purs. Cela est dU au fait que dans les composés totaux des extraits, certains sont moins actifs abaissant
ainsi 'ECsx. Ce test permet néanmoins de tester précisément la capacité antioxydante des variétés d’olive avant d’en faire de I'huile.
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Tableau : Activité antioxydante d’extraits d’Olives de différentes variétés

Composés phénoliques (CP)  Activité antioxydante (AA= ECsy/[DPPH |initiale)

Extraits d olive variété SUT 0,32 (0.00)
Fxtraits d'hnile d’olive 049001
Extraits d olive variété SUE 0,40 (0.00)
Extraits d olive variete A 0,35(0,01)
o Tocophérol 0,22 (0,01)
Oleuropéine 0,22(000)

Acide caféique 0200000

[DPPH"]=60uM, [CP]= 04 30 ph, dans MeOH, pendant 13 mun, dans le neir, 25°C.

Mesure de 'absorbance & 515 nm. Les valeurs correspondent & des movennes (#cart type) de 3 répétitions.

Il. Test TEAC ( Trolox __equivalent _antioxidant _capacity) de réduction _du__radical-cation _ABTS™(2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonigue acid)

Dans la méthode TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity), I'activité antioxydante totale d’'une molécule est déduite de sa capacité a inhiber le
radical ABTS-+, obtenu a partir de 'ABTS (sel dammonium de l'acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline- 6-sulfonique)) comparativement a un
antioxydant de référence : le Trolox® (acide 6- hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchroman-2-carboxylique), dont la structure moléculaire cyclique est similaire
a celle de la vitamine E. L’obtention du radical cation résulte du contact de 'ABTS avec une enzyme de peroxydation (peroxydase metmyoglobine [39]
ou horseradish peroxidase) [40] en présence de H,;O, ou d’un oxydant (dioxyde de manganése [41, 42] ou persulfate de potassium [43]). Le radical
ABTS™, en contact avec un donneur de H- conduit a TABTS+ (figure suivante) et a la décoloration a 734 nm de la solution [44].
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Figure. Formation et piégeage du radical ABTSe+ par un antioxydant donneur de He. Le radical ABTS«+ (absorbant a 734nm) est formé par arrachement d’un électron e-
a un atome d’azote de 'ABTS. En présence de Trolox (ou d’antioxydant donneur de He), 'atome d’azote concerné piége un He, conduisant a '’ABTS+, ce qui entraine la
décoloration de la solution [44

D’autres auteurs utilisent I'acide 2,2’- azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique), ou ABTS™, a la place de son sel d'ammonium et analysent

l'inhibition du radical ABTSO_, produit par un initiateur de radicaux thermolabiles, 'ABAP (2,2’-azobis-(2-amidinopropane) HCI) [45]. La cinétique de
réaction de I'antioxydant étudié doit étre examinée préalablement pour déterminer la fin de réaction. La capacité antioxydante en équivalent Trolox®
(TEAC) correspond a la concentration (mmole/l ou mg/l) de Trolox® ayant la méme activité qu'une méme concentration unitaire de substance a tester,
jus de fruit par exemple [39]. La littérature fournit le TEAC de certains antioxydants, respectivement pour la vitamine C et le ®-carotéene : 0,99 mM
[39]et 1,9 mM [42]

lll. Tests de capture des radicaux peroxyles
Dans des modéles d’oxydation comme la peroxydation lipidique la génération de radicaux libres a taux constant est idéale. Le 2,2'-azobis-(2-
amidinopropane) dihydrochlorure (AAPH) est un générateur hydrophile de radicaux libres, tandis que le 2,2'-azobis-(2,4-methylvaleronitrile)

(AMVN) est lipophile. lls ont 'avantage de se décomposer a vitesse constante en fonction de la température appliquée. A I'air, les radicaux R°
se combinent trés rapidement avec O, pour former les radicaux peroxyles ROO° (Figure suivante)
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L’AMVN n’étant plus disponible commercialement, seul 'AAPH est utilisé dans les tests qui suivent.

lll.1L e test ORAC(Oxygen Radical Absorbance Capacity)

La particularité de ce test ORAC (oxygen radical absorbance capacity) est de mesurer séparément a partir d'une méme solution biologique la
capacité antioxydante des composés hydrophiles et lipophiles qui la composent. Les deux types d’antioxydants de I'échantillon aqueux sont
séparés par une extraction a I'hexane. Puis les antioxydants hydrophiles et lipophiles sont analysés en utilisant le méme générateur de
radicaux peroxyles 'AAPH a 37°C (voir figures suivantes). Les composés sont évalués pour leur capacité a empécher 'oxydation de la
fluorescéine par les radicaux peroxyles pendant 30 min. La lecture de la fluorescence de la solution est faite toutes les minutes et permet
d’obtenir une cinétique de dégradation de la fluorescéine en fonction du temps qui sera stoppée (temps de latence) ou juste ralentie par les
antioxydants présents. Ce test est applicable aux solutions biologiques comme le plasma sanguin et aux extraits de fruits et Iégumes.
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Figure. Mesure de la fluorescence de la fluorescéine a blanc et dans

une solution antioxydante

1.2 test TRAP

Dans le test TRAP (total radical trapping antioxidative potential), ’AAPH est solubilisé en milieu aqueux avec 'antioxydant et un indicateur qui
devient luminescent lorsqu’il est oxydé a 37°C, comme le luminol, la R-phycoérythrine et la dichlorofluorescéine. Les radicaux peroxyles issus
de I'APPH oxydent I'indicateur donnant des radicaux qui émettent de la fluorescence. La capacité des antioxydants a empécher I'oxydation de
l'indicateur est comparée a celle du Trolox donnant une valeur TRAP. Ce test est souvent utilisé pour déterminer la capacité antioxydante du

plasma et du sérum sanguin.
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Oxydation par ’AAPH de I'acide linoléique dans 'eau
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Exemple

IV. Test Rancimat

Ce test consiste a mesurer la dégradation d’'un corps gras face a une autooxydation accélérée, dans un appareil automatisé (figure suivante)
qui chauffe les solutions a 100 °C environ avec un apport d’air constant (20 L/h). Cet appareil détecte les composés volatils libérés qui
indiquent indirectement le degré d’oxydation du corps gras. Un temps de latence (d’'induction ou d’inhibition) pendant lequel le corps gras n’est
pas altéré est évalué. A titre d’exemple, les huiles d’olive non raffinées sont testées sans addition de phénols pour comparer leurs résistances
face a la dégradation thermique. D’autre part, des antioxydants peuvent aussi étre ajoutés. Les corps gras typiquement testés sont les huiles
végétales (olive plus ou moins raffinée, tournesol) voire les graisses animales.
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Vue schématique du dispositif d‘un test Bancimat, 1) Débitmétre (flux d'air 20 [/h) ; 2) fiole contenant
léchantillon d'huile cu de graisse ; 3) bloc de chauffage en aluminium ; 4) récipient contenant l'eau distillée et
I'électrode ; 5) amplificateur du signal de conductivite et enregistreur & voies,

V. test de B-caroténe : un indicateur d’oxydation
Une émulsion est préparée contenant du -caroténe et de I'acide linoléique puis elle est
solubilisée dans une solution aqueuse de Tween-40. L'antioxydant (solubilisé dans le
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MeOH) est ajouté et la solution est portée a 50°C pendant 120 min. Le B-caroténe est un antioxydant lipophile qui protége les acides gras de
I'oxydation. Or I'ajout d’un second antioxydant va permettre sa préservation; c’est cette protection qui va étre mesurée. Ainsi 'absorbance du -
caroténe est mesurée a 470 nm avec et sans antioxydant. Une activité antioxydante (AA) est calculée pour chaque antioxydant a une
concentration donnée :

AA:(A antiox 120'A témoin 120)/(A antiox O‘A témoin 120)
Avec respectivement A aniiox 0 €1 A antiox 120, /€S absorbances de la solution en présence d’antioxydant a 0 et 120 min et A «moin 120, 'absorbance
de la solution sans antioxydant & 120 min.

VI. test FRAP

Le pouvoir antioxydant d’'une solution comme le plasma est déterminé grace au test FRAP (Ferric reducing abitity of plasma). A faible pH et a
37 °C, le complexe tripyridyltriazine ferreux (TPTZ-Fe*") est ajouté & I'échantillon. Les antioxydants présents réduisent le complexe en sa forme
Fe?* et son absorbance est lue & 593 nm toutes les 15 s durant la période de mesure. Ce test est rapide et donne des résultats reproductibles
pour des solutions biologiques ainsi que pour des solutions pures d’antioxydants ou la réaction est indépendante de la concentration car la
réponse est linéaire.

Mode 2. Evaluation de produits résultant de I’'oxydation
L’efficacité des antioxydants (traduite en rapport d’inhibition, IR) correspond a :
IR (%) = [(a-b) / (a-c)] x 100
a,b,c sont les concentrations en dérivés oxydés respectivement, sans antioxydant et en présence de I'antioxydant a tester aprés incubation et
sans antioxydant avant incubation. Le dosage des produits formés (en particulier des hydroperoxydes) est effectué par des techniques
photométriques plus ou moins directes (tableau suivant)
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Spectrophotométrie directe d’hydroperoxydes insaturés
Dosage chimique des dérivés oxydés

« Evaluation des peroxydes
» Dosage d’hydroperoxydes

« Détermination du malonaldehyde
Examen de dérives carbonyles sous forme de dinitrophenylhydrazones

Evaluation de la dégradation du B-caroténe en présence d’acide linoléique

|
Tableau : Techniques d’évaluation des produits résultants de I'oxydation [46, 47, 48, 49, 50, 51, 52,53]

Ce qu’i faut retenir !

. - Les méthodes d’évaluations du potentiel antioxydant d’'une substance sont fondées sur la
o S T détermination de produits résultant de I'oxydation ou, au contraire, mesurent I'efficacité
‘. oot e wolk, wou d’une substance a piéger des radicaux, souvent en donnant une forme H'.

Parmi les méthodes d’évaluation, celles comparant I'aptitude du produit a celle du Trolox®
(la méthode TEAC en particulier) sont intéressantes. En effet, elles mesurent directement
la réactivité d’'un composé donneur de H’, sans examen d’'un produit de dégradation.
L’examen au laboratoire de la méthode du TEAC a montré qu’elle était applicable dans
différents solvants (diméthylsulfoxide, méthanol, éthanol ou tampon phosphate) quelle
qu’en soit I'hydrophile ou I'hydrophobie. La méthode automatisée ORAC différe de celle du
TEAC et du DPPH en évaluant l'activité antioxydante de maniére dynamique avec des
radicaux actifs sur le plan pathologique.

o [O\M‘ cdy bllL
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