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CHAPITRE I

INTRODUCTION GENERALE

1.1 Problématique générale et justification de ce projet de maitrise

Il y a environ 2,5 milliards d’années, lors du passage de 1’Archéen vers le
Protérozoique, I’apparition de la photosynthése oxygénique par les cyanobactéries a
entrainé un bouleversement écologique majeur, la « Grande Oxydation ». En absorbant
le CO; de I’atmosphére et en y rejetant des quantités équivalentes d’O,, ces organismes
photosynthétiques ont transformé la chimie de 1’environnement terrestre, passant d’un
milieu réducteur a un milieu oxydant. L’O, qui était alors pratiquement absent sur Terre
est passé de 0 & 5% environ en 500 millions d’années. Une telle transformation a
provoqué une crise écologique en raison de la toxicité de 1O, pour les organismes
anaérobies de 1'époque qui le produisaient (Lovelock, 1990). Plus tard, la colonisation
des milieux terrestres il y a 500 millions d’années a augmenté la concentration de I’0O; a
son niveau actuel de 21 %. Ainsi, la vie aérobie qui domine maintenant la vie sur Terre
est le résultat de l'adaptation de la vie primitive (anaérobie) a un environnement qu'elle

avait rendue toxique (Barghoom et Tyler, 1965).

Les concentrations actuelles d’0O, et de CO, qui sont 20,95 % et 0,04 %
respectivement, demeurent relativement stables malgré des flux annuels de plus de
100 Gt an™ CO,/O, entre la biosphére et 1’atmosphére (Lambers et al., 1998; Fowler
et al., 2009). Un tel équilibre dynamique est possible grice a la complémentarité entre la
photosynthése et la respiration oxygénique impliquant toutes deux une série de réactions
d’oxydo-réduction (chaines de transport d’électrons). Tandis que la photosynthése
transforme 1’énergie lumineuse en énergie stable sous forme de glucides réducteurs tout
en libérant de 1’0O,, la respiration libére selon les besoins cellulaires cette énergie des

glucides en utilisant 1’0, comme oxydant, c.-a-d. comme accepteur terminal d’électrons.



Bien que 1’0, représente une molécule vitale pour tous les organismes aérobiques,
1’adaptation a un environnement aérobique n’est pas parfaite, car I’O; peut aussi s’avérer
toxique : ¢’est le fameux paradoxe de l'oxygéne (Long et al., 1994). En effet, I’O, peut
interagir avec les réactions métaboliques cellulaires, notamment avec les chaines de
transport d’électrons de la photosynthése et de la respiration, et conduire ainsi a la
formation des dérivés réactifs de 'oxygeéne (DRO). Ces derniers peuvent altérer les

composantes cellulaires et induire la mort cellulaire (apoptose et nécrose).

Les DRO sont hautement réactifs, avec un potentiel oxydant élevé di a leur
structure électronique. La plupart d’entre eux sont des radicaux libres, a savoir qu’ils
possédent sur leur couche externe un électron non apparié. Pour devenir plus stables,
ils ont tendance a compléter leur couche externe, en arrachant des électrons a d’autres
molécules (Halliwell et Gutteridge, 2000). Ces DRO incluent les radicaux libres de
I’oxygéne proprement dit (comme le radical superoxyde (O;¢’), radical hydroxyle
(OHe)), et certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est
importante (comme le peroxyde d’hydrogéne (H,0,), peroxynitrite (ONOQO)) (Novelli,
1997) (voir section 2.1).

A cause de leurs propriétés oxydantes, les DRO peuvent affecter les structures
cellulaires, y compris les lipides, les protéines des membranes ainsi que I’ADN.
C’est pour cette raison qu’on leur attribue un grand rdle dans la physiopathologie
comme les maladies neurodégénératives, notamment 1'Alzheimer et le Parkinson, les
maladies cardiovasculaires et le cancer (Dalle-Donne et al, 2006; Dhalla et Temsah,
2000). Toutefois, il est actuellement admis que la toxicité des DRO est une question de
dose et qu’ils sont bénéfiques a faible concentration. En effet, ils jouent le role de
messagers secondaires impliqués dans 1’expression et la régulation des fonctions de

prolifération et d’apoptose (Curtin ef al., 2002; Owuor et Kong, 2002).

La production de DRO par les organismes aérobiques est inévitable,
surtout dans les mitochondries, les chloroplastes et les peroxysomes (Dal Corso et al.,

2008). Leur production augmente lors de conditions de stress physiologiques et



environnementaux. Par exemple lors dun stress hydrique ou de basses températures,
’incapacité du cycle de Calvin a régénérer l'accepteur terminal d'électrons NADP" cause
la réduction (saturation) de la chaine photosynthétique d’électrons, augmentant ainsi la
probabilité que les électrons passent a 1’0, (formation de DRO) présent a de hautes
concentrations dans les chloroplastes. Au niveau des mitochondries, une augmentation
du taux de respiration pour répondre aux besoins cellulaires élevés en condition de stress
augmente aussi le risque de la réduction mono électrique (c.-a-d. I’addition d’un seul
électron) de 1’0, au niveau de 1’ubiquinone, un transporteur non protéique de la chaine

de transport des électrons, conduisant ainsi a une plus grande formation des DRO.

Pour se protéger contre les effets délétéres d’un excés de DRO, les organismes
aérobiques se sont adaptés en développant des systeémes de détoxification des DRO,
impliquant des composantes enzymatiques et non enzymatiques « les antioxydants ».
Ces demiers sont définis par Halliwell (1999), comme « toute substance qui en faible
concentration par rapport au substrat susceptible d’étre oxydé prévient ou ralentit
’oxydation de ce substrat ». Ce sont donc des molécules réductrices qui donnent un ou

plusieurs électrons aux DRO.

En situation physiologique, ces systémes antioxydants ont la capacité de maintenir
la concentration des DRO a un niveau optimal pour la cellule. Un stress oxydant survient
lorsqu’il y aura un déséquilibre dans cette balance DRO/antioxydants en faveur des
DRO (Sies, 1991). Les antioxydants par leur réle de détoxication des DRO peuvent donc
diminuer les dommages causés par ces derniers et ainsi avoir des effets bénéfiques pour

le fonctionnement aux niveaux tant cellulaire qu’organismal.

Depuis plus d’une vingtaine d’années, les antioxydants, principalement les
polyphénols, 1’acide ascorbique et les caroténoides, suscitent un intérét grandissant pour
leur réle dans la résistance des végétaux et animaux aux stress environnementaux.
Mais surtout, ’intérét généralisé pour les antioxydants s’explique par leurs effets
bénéfiques sur la santé humaine. Maintes études ont constaté que l'incidence réduite de

certains cancers et maladies coronariennes allait de pair avec une diéte riche en fruits,



légumes et herbes (Berger, 2006). Or, ces effets positifs reposent en grande partie sur les

antioxydants présents dans les végétaux que nous consommons.

Les ‘principaux antioxydants d’origine végétale sont les polyphénols. Ceux-ci
représentent plus de 8000 structures présentes dans tous les organes de la plante (Lugasi,
2003), et certains, dont la quercétine et les catéchines, ont un pouvoir antioxydant
supérieur a celui de l'acide ascorbique sur une base molaire (Rice-Evans, 2001).
D’ailleurs, d’aprés la littérature une alimentation riche en polyphénols peut diminuer de
68 % des maladies cardiovasculaires chez ’humain (Hertog et al, 1993). De plus,
certains chercheurs ont observé une augmentation de la capacité antioxydante du plasma
suivant la prise de boissons riches en polyphénols telles que le thé (Leenen et al., 2000),
le vin (Fuhrman et al., 1995; Serafini et al., 2000), la biére ainsi que les fruits et les
légumes riches en polyphénols (Cao et al., 1998). Les polyphénols sont également
connus comme des chélateurs de métaux, comme le fer et le cuivre qui sont des ions
essentiels pour nombreuses fonctions physiologiques, mais peuvent €tre responsables de
la production du radical hydroxyle par la réduction du peroxyde d’hydrogéne selon la
réaction de Fenton (voir section 2.1). Or, les polyphénols vont se lier a des métaux
chargés électriquement pour former un complexe non toxique pour la cellule (Pietta,

2000).

En plus de leurs effets bénéfiques sur la santé humaine, les polyphénols pourraient
jouer un rdle essentiel dans la protection des végétaux contre les effets néfastes des
DRO. En effet, la concentration en polyphénols dans les tissus végétaux augmente lors
de nombreux stress oxydant comme un excés de radiations lumineuses, de basses
températures ou des carences nutritives (Dixon et Paiva, 1995). Cependant, leur
accumulation s’observe surtout dans les vacuoles des cellules épidermiques, donc loin
des principaux sites de production de DRO (Dixon et Paiva, 1995). Toutefois, il semble
que cette localisation ne serait pas une contrainte au processus de détoxification, car
certains DRO comme le peroxyde d’hydrogéne ont une longue durée de vie et pourraient
ainsi diffuser pour rejoindre les polyphénols jusqu’a I'épiderme ou ils seraient détoxifiés
(Yamasaki et al., 1997).



Non seulement les polyphénols peuvent réduire les DRO en jouant le réle
d’antjoxydants (Takahama, 2004), mais ils peuvent aussi induire des enzymes
antioxydants comme la superoxyde dismutase et la catalase qui décomposent l'anion
superoxyde et le peroxyde d'hydrogéne tous deux des DRO trés toxiques pour les

cellules (Du et al., 2007) (voir section 2.1).

Considérant d’une part le role bénéfique des antioxydants sur la santé humaine, et
d’autre part leur importance physiologique dans la défense des plantes contre les stress
oxydants, I’estimation adéquate de la capacité antioxydante d’un tissu ou produit végétal
(aliment ou non) devient une nécessité. L’estimation fiable de la capacité antioxydante
est nécessaire pour permettre une meilleure compréhension des phénoménes de
détoxification des DRO in planta, ainsi qu’un classement des aliments en terme
d’antioxydants, une information complémentaire importante pour juger de leur valewm

nutritive.

A cause de la complexité des processus d’oxydo-réduction impliqués et la nature
diversifiée a la fois des DRO et des antioxydants (voir sections suivantes), il n’y a pas de
méthode universelle par laquelle la capacité antioxydante (CA) peut étre estimée d’une
fagon précise. Plutét, il existe une multitude de méthodes et de molécules de référence,
ce qui complique grandement la comparaison des valeurs de CA trouvées dans la
littérature, d’autant plus que ces méthodes reposent sur différents mécanismes chimiques
(un transfert d’électron «suivi d’un transfert de proton » ou un transfert d’atome
d’hydrogéne). Ainsi, I'utilisation d'une seule méthode pour évaluer la CA est insuffisante
pour prendre en compte les différents aspects de la CA (Huang et al., 2005; Antolovich
et al., 2002; Frankel et Meyer, 2000; Marc et al., 2004).

Mais quelles méthodes choisir, et comment éviter la redondance entre celles-ci?
Dans une premiére tentative pour répondre a ces questions, le « First International
Congress on Antioxidant Method » fut organisé en 2004. Suite aux délibérations de ce
congres, il fut recommandé pour des raisons a la fois théoriques et pratiques de

caractériser la CA a l’aide de trois méthodes : Oxygen radical absorbance capacity



ORAC (sans préciser avec quelle molécule cible), Folin-Ciocalteu et Trolox equivalent
antioxydant capacity (TEAC). Ces méthodes ont été choisies en raison de leur rapidité,
simplicité ainsi que leur adaptabilit¢ pour la mesure de la CA des antioxydants
hydrophile et hydrophobes a la fois (Prior et al, 2005). De plus la méthode ORAC
peut refléter l'action in vivo (Prior et al, 2005). En 2005, Prior et ses collaborateurs
présentérent les avantages et les inconvénients de ces méthodes, ainsi que des méthodes

alternatives.

Un examen de la littérature indique que ces recommandations demeurent peu
suivies. La plupart des études recensées dans le cadre de ce projet de maitrise présentent
simplement les valeurs de CA d’une large gamme de produits (fruits, 1égumes,
breuvages, huiles, vins) estimées par différentes méthodes, comparant les CA des
échantillons pour une seule méthode a la fois, par exemple en établissant un classement
du CA de chaque produit pour chaque méthode utilisée (voir section 2.6). Ainsi aucune
comparaison ne peut étre faite entre les différentes mesures, les comparaisons étant

essentiellement faites a partir des rangs des échantillons entre eux (Prior et al., 2005).

Donc, la question demeure entiére : comment combiner les valeurs de CA
obtenues par différentes méthodes pour exprimer adéquatement la CA globale d’un
produit? A notre connaissance, une seule étude a tenté de répondre a cette question en
proposant un indice global de la CA a une variété dé 34 breuvages commerciaux vendus
aux Etats-Unis réputés pour étre parmi les plus antioxydants (Seeram et al., 2008).
Ces auteurs ont utilisé quatre méthodes de dosage de la CA: TEAC avec DPPH
(2,2-diphenyl-l-picrylhydrazyl), TEAC avec ABTS, FRAP (Ferric reducing antioxidant
power) et Oxygen radical absorbance capacity (ORAC-Fluorescine). Ensuite pour
chacune des méthodes, les valeurs de chaque échantillon ont été normalisées par
rapport a la valeur la plus élevée de cette méthode, et finalement la moyenne des valeurs
normalisées des quatre méthodes a été calculée pour chaque échantillon.
Quoiqu’intéressant, cet indice global dénoté « antioxidant potency composite index »
demeure relatif et donc peu applicable pour deux raisons. Tout d’abord, la valeur CA

globale d’un échantillon dépend des valeurs de CA des autres échantillons présents.



De plus, la valeur CA globale calculée dépendait des méthodes utilisées. En effet,
certaines méthodes pouvaient étre redondantes si elles étaient fortement corrélées,

surestimant ainsi 1’information qu’elles apportaient au calcul de la CA globale.

Alors comment peut-on estimer la CA globale? Comment peut-on comparer
significativement la CA des produits? Comment identifier les méthodes qui sont
complémentaires et éviter les méthodes redondantes? Comment combiner une ou
plusieurs méthodes pour avoir une CA globale d’un produit végétal? L’estimation de la
CA demeure donc ambigiie puisqu’il n’y a pas de méthodes efficaces pouvant tenir

compte de la complexité des réactions composant la CA d’un produit végétal.

Dans ce contexte, I’objectif principal de cette maitrise est de définir un
méta-parametre pouvant estimer globalement les différents aspects de la CA de
52 différents produits végétaux, soit des thés, tisanes et jus. Pour ce faire, j’ai tout
d’abord estimé les CA des 52 différents échantillons en utilisant 6 méthodes les plus
usitées et potentiellement complémentaires, c.-a-d. TEAC avec ABTS, TEAC avec
DPPH, FRAP, Folin-Ciocalteu, ORAC rouge pyrogallol et ORAC-peroxydation
lipidique. Ensuite, j’ai effectué pour la premiére fois sur & notre connaissance une
analyse multivariée des composants principale (ACP) sur la matrice de 52 valeurs de
CA x 6 méthodes (n = 312). Une telle analyse permet tout d’abord de projeter l'ensemble
des valeurs de CA (52 x 6) dans un méme espace qui maximise les différences entre
chaque valeur et les organise le long de nouveaux axes de fagon 4 maximiser leur
variance sur des nouveaux axes nommés « composantes principales ». Cette nouvelle
representation géométrique donne des indications sur la nature, la force et la pertinence
des liens entre les variables et facilite ainsi leur !’interprétation (Smith, 2002).
En utilisant les scores des variables projetés sur les deux principaux composantes ainsi
que la contribution relative de ces deux composantes a expliquer la variance, j’ai pu
définir en une équation simple un indice global virtuel de CA grice a une régression
pas-a-pas. Cette méthode de régression pas-a-pas consiste a construire un modéle ou une
équation de prévision qui permet de trouver le meilleur groupe de méthodes utilisées

permettant de prévoir de la maniére la plus adéquate la CA de nos échantillons.



En bref, j’ai pu : i) identifier les facteurs qui déterminent et expriment le mieux la
CA, soit bien siir la concentration des antioxydants présents dans les échantillons et
aussi le type de réaction d’oxydo-réduction impliquant un transfert d’électron ou un
transfert d’atome d’hydrogéne). ii) établir une matrice de corrélations entre les méthodes
pour identifier celles qui sont complémentaires et éviter les redondantes, iii) calculer un
indice virtuel de la CA, utilisé pour le calcul du méta-paramétre de la CA globale, par
une régression linéaire multiple pas-a-pas, ne retenant que deux méthodes, soit celles de

Folin-Ciocalteu et I’ORAC rouge pyrogallol.



CHAPITRE 11

REVUE DE LITTERATURE

2.1 Les principaux types de DRO

Les DRO partagent tous la méme propriété, ils sont relativement instables.
Leur demi-vie est de 10® 4 10 secondes pour les plus instables et juste quelques
dizaines de secondes pour O, et H,O, (Tessier et Marconnet, 1995). De plus, ils sont
dotés d’une forte réactivité et d’une capacité a produire des réactions en chaine. En effet,
chaque espéce pourra générer a son tour une nouvelle espece radicalaire, c’est-a-dire que
ces molécules ayant perdu un seul électron deviennent radicalaires et peuvent générer
une nouvelle réaction en chaine en arrachant un électron a une autre molécule, entrainant

ainsi ’oxydation en chaine comme la peroxydation lipidique.

Les DRO regroupent : 1) les dérivés radicalaires (especes chimiques possédant un
électron célibataire non apparié [anion superoxyde (O,"), radical hydroxyle (HO?)...])
(Powers et Jackson, 2008), 2) les dérivés non radicalaires (espéces chimiques ne
possédant pas d’électron célibataire et dont la toxicité est assez importante [peroxyde
d’hydrogéne (H,0,), peroxynitrite (ONOO")..]). Notons que I’oxygeéne (O;) est
considéré comme un radical, puisqu’il posséde deux électrons non appariés, 'addition

d'un électron a I’oxygéne forme I’anion superoxyde (O, ") (Miller ef al., 1990).

L’anion superoxyde (O;") est produit principalement dans les mitochondries et
‘les chloroplastes au niveau respectivement de 1’ubiquinone (ou coenzyme Q) et du
photosysteme 1. La chaine de transport d'électrons peut laisser fuir environ 1 % a 3 %
d’électrons pour générer 1’anion superoxyde au lieu de contribuer a la réduction de

l'oxygéne en eau ou celle du NADP" en NADPH (Cadenas et Sies, 1998) (réactions (1)
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et (2)). De méme, la NADH-déshydrogénase située dans la membrane mitochondriale

interne peut conduire a la formation de O, (Griendling ef al., 2000).
0,+4¢ +4H —2H,0 (1)

O,+1e >0, (2)

Puisqu’il vit longtemps, le O, a le temps de traverser les membranes biologiques
(Mandelker, 2008). Il est éliminé ou tout au moins maintenu a un niveau de
concentration assez bas par les enzymes superoxydes dismutases (SOD) par dismutation
pour former le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) (réaction (3)). Il existe deux types de
superoxyde dismutase, I'une est essentiellement localisée dans le cytosol et dont le site
actif contient du cuivre et du zinc (Cu,Zn-SOD), alors que I'autre, présente dans les
mitochondries, contient du manganése (Mn-SOD). Notons que le métal dans la SOD
n’affecte pas son rdle catalytique, il a plut6t un réle structural (Bertini et al., 1998).

SOD
20,°+2H" — H;0,+0, 3)

Le peroxyde d'hydrogéne (H,O;) ainsi formé est une molécule ayant tous ses
¢lectrons périphériques appariés (espéce non radicalaire). Sa production peut également

résulter de la réduction bi électronique de 'oxygéne (réaction (4)).

O,+2e-+2H+— H,O, 4)

Les peroxysomes sont connus pour produire H,O,, toutefois, ces organites
contiennent également les catalases (CAT), qui peuvent décomposer le peroxyde
d'hydrogéne en accélérant sa dismutation en oxygeéne et en eau (réaction (5) (Valko

et al., 2004).

CAT
H202 + H202 - 2H20 + 02 (5)
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La toxicité du peroxyde d'hydrogéne réside dans sa capacité a réagir avec le fer ou
le cuivre (Fe*"/Cu") pour générer l'ion hydroxyle (OH) et le radical hydroxyle (OHs).
Cette réaction est appelée réaction « d’Haber-Weiss » (réaction (8)) (Power et Jackson,
2008). Elle est décomposée en deux étapes, la premiére est un cycle catalytique qui
implique la réduction de l'ion ferrique en fer (réaction (6)). La seconde étape est la

« réaction de Fenton » (réaction (7)) (Crichton ef al. 2002; Dunford, 2002).

Fe*'+ 0,” — Fe''+ 0, (6)
H,0, + Fe** — Fe’" + HO+ + OH- (7)
02._ + H202 - 02 + HOe+ + OH- (8)

L’ion hydroxyle (OH-) et le radical hydroxyle (OH¢) sont deux espéces différentes
puisque I'un (OH") a tous ses électrons périphériques appariés, tandis que l'autre (OHe¢) a
un électron célibataire sur sa couche périphérique (Valko et al., 2005). Il faut noter que
du fait que le radical hydroxyle (OHe¢) a une constante de vitesse réactionnelle trés
¢élevée, 1l peut initier une peroxydation lipidique en chalne (Gutteridge, 1995). Le radical
hydroxyle (OHe) est le DRO le plus dangereux pour I’organisme (Powers et Jackson,
2008).

L’oxygéne singulet 'O, est un autre DRO, en fait, c’est une forme excité de
l'oxygéne fondamental. A l'inverse de ce dernier, 'O, n'est plus radicalaire, car ses
deux électrons libres sont appariés. Son origine la plus fréquente semble étre la
photosensibilisation dans les plantes, qui est la capture d’un photon de lumiére par un
photo-sensibilisateur (chlorophylle), ce qui provoque son excitation. L’énergie stockée
peut étre transférée a ’oxygéne pour la génération d’'O, (Wassermann et Murray,
1979). En présence de 1’'O,, I’ADN subit une fragmentation, surtout au niveau de ses

bases azotées (Girotti, 1998) (voir section 2.2).

11 existe d’autres types de DRO qui peuvent étre formés dans les systémes vivants,

par exemple citons les radicaux alkyles Re et les radicaux peroxyles ROO+ (Valko et al.,
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2006). Leur formation est le résultat de 1’action oxydante d’OHe sur les chaines d’acides
gras polyinsaturés (RH). La réaction comprend deux étapes, la premiére réaction (9)
correspond a la perte d’un d’hydrogéne causée par un radical hydroxyle et la seconde

(10) a la liaison de R avec une molécule d’oxygéne (Mc Michael, 2007).
RH + HO+ — R+ + H,0 C)]

R+ + 02 — ROO- (10)

Les radicaux alkyles sont a I’origine des processus d’oxydation en chalne et en

particulier de la peroxydation lipidique (Gutteridge, 1994).

11 est intéressant de mentionner une autre espéce DRO radicalaire qui est I’oxyde
nitrique. Ce demier est un gaz synthétisé a partir d’0O, et d’un acide aminé (L-arginine)
en présence de I’enzyme oxyde nitrique synthase (NOS) (Ghafourifar et Cadenas, 2005).
11 est soluble a la fois dans les milieux aqueux et lipidiques. Aussi, il diffuse facilement a

travers le cytoplasme et les membranes plasmiques (Chiueh, 1999) (réaction (11)).

L- Arginine + 0, —DOSL-Citrulline + NO« (11)

Lorsque I’oxyde nitrique est en trop fortes concentrations, il peut réagir avec
'anion superoxyde pour former le peroxynitrite (ONOO’), un agent oxydant non
radicalaire hautement réactif. Ce dernier peut causer des fragmentations de I'ADN et
l'oxydation des lipides nucléiques puisqu’il diffuse facilement a travers les membranes

(Carr McCall et Frei, 2000) (réaction (12)).

NO- + 0,5°— ONOO’ (12)

2.2 Sites de production des DRO

Les chaines de transport d'électron de la photosynthése et la respiration cellulaire

semblent étre les générateurs principaux des DRO au niveau cellulaire. Ils sont souvent
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formés de la réduction partielle de I’oxygéne issue de la fuite d’électrons au niveau des
chaines de transport d’électrons. De méme, chez les végétaux, la photorespiration peut

étre aussi une source de production des DRO dans le peroxysome (Figure 2.1).

Lors de certains stress environnementaux (basses températures, sécheresse, exces
de lumiére), la capacité d'assimilation du CO, va diminuer, menant a un flux d'électrons
supérieur a la capacité d'assimilation de la photosynthése. Les transporteurs d’€lectrons
se retrouvent alors dans un état réduit et la chaine photosynthétique devient saturée.
En effet, dans les chloroplastes, les DRO peuvent étre issus de la réduction directe par
le photosystéme I (PSI) et la ferrédoxine (réaction de Mehler) ou au niveau du
photosystéme II (PSII) (Apel et Hirt, 2004). Au niveau du PSI, lors de passage
d’électrons entre la ferrédoxine du PSI et le NADP”, une fraction peut réagir avec 1’0,
pour former des anions superoxydes qui seront en partie transformés en peroxyde
dhydrogéne par les superoxydes dismutases. Ces deux formes de DRO sont tres
toxiques pour la cellule parce qu’elles pourront interagir entre elles pour former des

radicaux hydroxyles trés réactifs (Michiels et al., 1994).

Lors d’un stress oxydant, au niveau du photosystéme II (PSII), la réduction de la
plastoquinone A (Qa) du PSII se fait plus rapidement que son oxydation par la
plastoquinone B (Qg). Les Qa et les phéophytines ne peuvent plus alors étre réoxydés
étant donné la limitation du transport d’électrons en amont. Dans ce cas, les
chlorophylles demeurant sous forme excitée dit état triplet, vont éventuellement réagir
avec l'oxygéne pour former de l'oxygeéne singulet (‘O,). Ce phénoméne se produit
principalement lors d’un excés de lumiére. Ceci qui provoque I’inactivation du centre
réactionnel du PSII menant a sa dégradation, processus appelé photoinhibition

(Wassermann et Murray, 1979).

Lors de la respiration cellulaire dans les mitochondries, la majeure partie de
l'oxygeéne subit une réduction tétravalente (addition de quatre électrons) conduisant ainsi
a la production d'eau. Cette réaction est catalysée par le cytochrome oxydase, accepteur

terminal d’électrons présents dans le complexe IV de la chaine mitochondriale de
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transport des électrons. Cependant, lorsque le taux respiratoire augmente pour satisfaire
les besoins métaboliques des cellules sous conditions de stress environnementaux,
une proportion de ’oxygéne (1 a 3 %) peut échapper a la réduction compléte et subit
ainsi une réduction mono-électrique (gain d’un électron) au niveau des complexes I et III
de la chaine respiratoire, pour produire I’anion superoxyde O, qui sera transformé en
peroxyde d’hydrogéne en présence de superoxyde dismutase (SOD) (Del Rio et al,
2002; Oracz et al., 2007).

Il est intéressant de mentionner que chez les cellules photosynthétiques, la
production des DRO au niveau des mitochondries est plus importante a I’obscurité par
rapport a leur production a la lumiére (Noctor et al., 2007). La faible quantit¢ de DRO
produite a la lumiére peut étre expliquée par la présence de I’enzyme alternative oxydase
(AOX) qui fournit une autre voie pour les électrons passant a travers la chalne de

transport d'électrons pour réduire I'oxygeéne (Maxwell et al., 1999).

La figure 2.1 montre la génération des DRO lors d’un stress oxydant: (A) au
niveau des mitochondries, la réduction de 1’0, (gain d’un électron) au niveau de
complexe I et II méne a la production de I'anion superoxyde (B) dans les chloroplastes,
la réduction de 1’0, au niveau de la ferrédoxine du PSI conduit a la formation de I'anion
superoxyde. Le transfert d'énergie d'excitation a partir de chlorophylles excités a
l'oxygéne dans les complexes de récolte de lumiére au niveau de PS II conduit a la

formation de 102.

En ce qui conceme les peroxysomes, vésicules cytoplasmiques contenant des
enzymes puissantes (peroxydases et catalases), elles ont pour role majeur la protection
de la cellule contre les effets néfastes du peroxyde d’hydrogéne qui sera converti par la

catalase en oxygene et eau (Del Rio et al., 2006).

Selon Parent et ses collaborateurs (2008), les chloroplastes et les peroxysomes sont
des détecteurs de changements environnementaux. La production des DRO & leur niveau

joue un rdle dans la régulation d’expression spécifique de la réponse au stress. En effet,
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la réponse des plantes aux changements environnementaux dépend de la concentration
cellulaire en DRO. Dés que cette concentration dépasse un certain seuil, celle-ci va
servir comme signal pour stimuler et réguler I’expression de génes de défense et mener
ainsi a I’acclimatation de la plante aux conditions de stress (Zago et al., 2006).
Par exemple, lors d’une photoinhibition, la carboxylation du ribulose 1,5-biphosphate est
aussi inhibée. Cela entraine la production de phosphoglycolate va étre transporté vers le
peroxysome ou il est transformé en glyoxylate par I’enzyme glycolate oxydase; formant
ainsi le peroxyde d’hydrogéne. Cette production de peroxyde d’hydrogéne agit comme
signe pour stimuler la réponse a la photoinhibition (Parent et al., 2008).

NADPH NADP*

@ NADH N‘AD'

| NADPH NADP*
NADH NAD'

NADH NAD’

0;" Succ. I.=um.
» Fe’, Fe*
. W NADP' NADPH
Oz \
ught%?’

PSII Cyt b,/f complex PSI

Figure 2.1  Génération des DRO (A) dans la membrane interne des mitochondries des
plantes (B) et la membrane des thylakoides des chloroplastes (Rinalducci
et al., 2008).
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2.3 Détoxification des DRO

Les DRO sont produits spontanément et de maniére continue au sein des cellules.
Le maintien d'un niveau non cytotoxique des DRO est assuré par des systémes
antioxydants. En effet, a 1’état physiologique normal, le taux de production de DRO est
inférieur a la capacité de détoxification des systémes de défense. Cependant, lors d’un
stress oxydant la génération des DRO dépasse la capacité de détoxification des
antioxydants, ce qui peut entrainer a des fortes doses des dommages cellulaires et méme

’activation du processus de mort cellulaire programmée (apoptose) ou non (nécrose).

Les systémes de défense de I’organisme contre I’activité des DRO sont multiples
et complexes. Ils comprennent des composantes enzymatiques telles que la superoxyde
dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion peroxydase (GPX), ainsi que des
composantes non-enzymatiques telles que le glutathion, la vitamine E, la vitamine C,
les caroténoides et 1’acide urique. Ces molécules agissent ensemble dans des systémes
de détoxification et neutralisation des DRO tel que le cycle ascorbate-glutathion.
Ce cycle ascorbate-glutathion est un élément de détoxification contre le H,O, généré
dans différents compartiments cellulaires. Sa présence a été signalée dans les
chloroplastes, les mitochondries, les peroxysomes, et le cytoplasme (Noctor et Foyer,
1998; Asada, 2000). Avant de voir les systémes, on peut citer les différentes

composantes enzymatiques et non enzymatiques.

2.3.1 Composantes enzymatiques
2.3.1.1 Les superoxydes dismutases

Les superoxydes dismutases (SOD) sont une classe de métallo enzymes qui
catalysent la dismutation de 1’anion superoxyde en H,O, (voir section 2.1, réaction 3).
Elles sont présentes dans les chloroplastes, les mitochondries, les peroxysomes, et le
cytoplasme. Les chloroplastes contiennent essentiellement les isoformes CuZn-SOD et
Fe-SOD, alors que dans les mitochondries, l'isoenzyme Mn-SOD a été clairement
localisée (Alscher et al, 2002; Del Rio et al, 2002). Dans les peroxysomes, les
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isoformes CuZn-SOD et Mn-SOD ont été trouvées sous forme solubles dans la matrice

des organelles, ou liées aux membranes dans le cas de Mn-SOD (Del Rio ez al., 2002).

La SOD élimine ou tout au moins maintient 4 un niveau de concentration assez bas

’anion superoxyde (O,") par dismutation pour former le peroxyde d’hydrogéne (H,0,).

2.3.1.2 Les catalases

Les catalases sont des enzymes majoritairement localisées dans les peroxysomes.
Elles catalysent la dismutation du peroxyde d'hydrogéne (Arora et al., 2002) (voir
section 2.1, réaction 5). Cette dismutation est cruciale pour la cellule étant donné que le
peroxyde d’hydrogéne (H,O;) peut entrer en contact avec le fer ou le cuivre pour
générer des radicaux hydroxyles (Baker et Graham, 2002; Noctor et Foyer, 1998;
Halliwell et Gutteridge, 2000).

On distingue trois types: catalase (dite typique), catalase-peroxidase et
manganese-catalase (dite atypique) (Zamocky et Roller, 1999; Nordberg et Arner, 2001).
Toutefois, ces trois protéines différent significativement au niveau de leur site actif et
également en ce qui concerne leur mécanisme d’action (Antoniuk et al, 2000).
Cependant, cette classification a été abandonnée et fut remplacée par une classification
basée sur les criteres phylogénétiques (Mayfield et Duvall, 1996). Une nouvelle
classification différencie les catalases monofonctionnelles, les catalases-peroxydases et

les catalases non héminiques.

La majorité des catalases font partie de la classe des catalases monofonctionnelles.
Cette classe a quatre résidus d’acides aminés (I’histidine, la sérine, la tyrosine et
’asparagine) associés a 1’atome de fer de I’héme (Hebrard, 2010). Quant aux catalases-
peroxydases sont formées d’une triade d’acides aminés associés a 1’atome de fer de
I’héme. La derniére classe est les catalases non-héminiques dites 2 manganése, comme
leur nom indique cette catégorie, possédent du manganése a la place d’un héme

(Hebrard, 2010).
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11 faut noté que lorsque le peroxyde d’hydrogéne (H,0O,) atteint des concentrations
supérieures a 100 uM, la catalase peut étre inactivée (Ko et al., 2000). De plus, son
activité est réduite lors de certaines conditions de stress notamment lors de stress

thermiques ou osmotiques (Hertwig et al., 1992).

2.3.1.3 Les peroxydases

Les peroxydases sont des enzymes retrouvées dans les plantes, les animaux et les
microorganismes (Colonna et al., 1999). Elles sont des protéines multigéniques divisées
en héme ferrique ou non héminique, catalysant la réduction d’un substrat oxydé en
utilisant de nombreux co-substrats comme donneurs d’électrons. Le substrat oxydé est le

peroxyde d'hydrogene (H,O,) (Delannoy et al., 2004).

Les peroxydases a héme sont divisées en trois classes distinctes (Welinder, 1992).
Les peroxydases de la classe I sont intracellulaires et sont de trois types:
1) les ascorbates peroxydases (APX) présentes dans tous les compartiments cellulaires
des plantes, catalysent la réduction de 1’excés de peroxyde d’hydrogéne en utilisant
I’ascorbate (Asada, 1992); ii) les cytochromes C peroxydases (CCP) sont liées aux
mitochondries et elles réduisent le peroxyde d’hydrogéne produit lors de la respiration
en oxydant le cytochrome C (Erman et Vitello, 2002); iii) les catalases peroxydases (CP)
jouent le role de catalases en transformant le peroxyde d'hydrogéne en eau et en oxygéne

(Obinger et al., 1999).

Les peroxydases de la classe II sont capables d’oxyder des molécules a potentiel
redox trés grand notamment la lignine (Gold et Alic, 1993). On trouve dans cette classe :
1) les lignines peroxydases (LiP) qui, contrairement aux autres peroxydases, sont
capables d’oxyder directement leurs substrats, principalement les dérivées de lignine non
phénoliques et de nombreux composés phénoliques, et ne requiérent pas la participation
des cofacteurs vu leurs potentiels redox élevés (Poulos et al., 1993); ii) les manganéses
peroxydases relachent des ions Mn’* qui, a leur tour, oxydent des molécules a hauts

potentiels redox tels que les simples phénols, les sous-structures phénoliques de lignine
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(Gold et Alic, 1993); iii) les peroxydases dites « versatiles » (VP) sont non seulement
capable d’oxyder Mn (II) en Mn(Ill) comme avec les manganéses peroxydases, mais
aussi des substrats phénoliques et non phénoliques qui sont typiques des peroxydases de

lignine (Ruiz-Dueiias et al., 2001).

Les peroxydases de classe III qui sont typiques des plantes vertes (Penel ef al,
2004). Cette classe contient un grand nombre d’isoformes qui peuvent oxyder
nombreuses molécules, d’ou la difficulté de préciser le réle de chacune, De plus, outre
leur fonction de détoxification des DRO, elles ont d’autres fonctions physiologiques
comme la construction de la paroi cellulaire, la synthése de la lignine, I’hydroxylation
des dérivés aromatiques, la défense contre les pathogénes 6u la sénescence (Hiraga

etal, 2001).

Quant aux peroxydases non héminique, elles sont représentées par la glutathion
peroxydase (GPx). C’est une enzyme a sélénium capable de prendre en charge le
peroxyde d’hydrogéne en oxydant deux glutathions réduits (GSH + GSH -> GSSG)
(Nordberg et Amer, 2001). La glutathion peroxydase est présente dans les liquides
extracellulaires et dans les cellules au niveau du cytosol et des mitochondries.
On en retrouve au moins quatre types, chacune localisée dans des tissus plus ou moins
spécifiques; les GPxl et GPx4 qui sont cytosoliques et abondantes dans la plupart des
tissus, la GPx2 qui est dite gastro-intestinale et la GPx3 localisée au niveau des reins

(Nordberg et Arner, 2001).
2.3.2 Composantes non-enzymatiques

2.3.2.1 L’ascorbate ou vitamine C

C’est une vitamine hydrosoluble présente dans tous les compartiments cellulaires,
ainsi que dans la matrice extracellulaire. Elle est synthétisée par les plantes et la plupart
des animaux, excepté chez certains mammiféres (comme 1’homme). C’est une vitamine

essentiellement utilisée au niveau cellulaire comme un donneur d’électrons sous sa
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forme ionisée (ascorbate). L’ascorbate se transforme tout d’abord en intermédiaire
radicalaire mono-dehydroascorbate puis en ascorbate et déhydroascorbate. Ce dernier
dérivé est lui-méme immédiatement retransformé en ascorbate par des enzymes

réductase ou par réduction chimique par le glutathion (Badenhorst ef al., 1998).

L’ascorbate est capable de réagir directement avec [’anion superoxyde et
I’oxygene singulet, réduisant ainsi la peroxydation lipidique et les dommages aux
protéines et a I’ADN (Foyer et Noctor, 2005). Elle joue également un réle d’antioxydant
indirect en recyclant les caroténoides et la vitamine E. permettant ainsi une meilleure
efficacité de la peroxydase ascorbate (Nordberg et Amer, 2001). Elle interviendrait
également dans la régulation du cycle cellulaire et dans ’extension de la paroi

(Horemans et al., 2000).

2.3.2.2 Vitamine E (Tocophérols)

C’est une vitamine liposoluble, qui se localise dans les membranes cellulaires ou
dans les transporteurs de lipides répartis dans les différentes lipoprotéines plasmatiques.
Elle est produite dans les chloroplastes des plantes, alors que les animaux doivent la

procurer dans leur alimentation.

Elle réagit avec les radicaux peroxyles des acides gras en empéchant la formation
des nouveaux DRO, réprimant ainsi la propagation de la peroxydation lipidique incitée
par ces demiers (Wolf ef al., 1998; Nordberg et Amer, 2001). De plus, elle peut piéger
les radicaux superoxydes O, et hydroxyde OH’, et stabilise I’oxygéne singulet 'O,
(Mandelker, 2008).

Il existe deux groupes : les a-, B-, y- et 6-tocophérols et les tocotriénols (Ohrvall
et al, 1996). Chacun de ces deux groupes comporte quatre isoformes (a, P, y, S) (Wolf
et al., 1998). Une fois les tocophérols oxydés en radicaux tocophéryles, ils sont réduits

par la suite a leur forme originale par la vitamine C (Nordberg et Amer, 2001; Wolf
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et al., 1998). Les radicaux ascorbyles et tocophéryles peuvent aussi étre recyclés par le

glutathion réduit (GSH) (Nordberg et Arner, 2001; Valko et al., 2007).

2323 Le glutathion

Le glutathion est un tripeptide (y-Glu-Cys-Gly) ubiquitaire chez les organismes
aérobies (Nordberg et Arer, 2001). Il représente une composante antioxydante
importante, car c’est le substrat de plusieurs enzymes antioxydantes (Halliwell et
Gutteridge, 1999). Il peut se retrouver la forme réduite (GSH) ou sous forme oxydée

(GSSG).

La concentration en GSH est élevée dans les cellules végétales, et en particulier
dans les chloroplastes ou elle peut atteindre 5 mM (Noctor et al.,, 1998). Le GSH peut
directement réduire 1’H,0,, 1’anion superoxyde et le radical hydroxyle (Valko et al.,
2007). 1l est impliqué aussi dans la régénération de 1’ascorbate dans le cycle Halliwell-
Asada. (Nordberg et Arner, 2001). De plus, le ratio GSH/GSSG est un bon indicateur du

stress oxydant d'un organisme (Jones ef al., 2000).

En sus, le glutathion peut jouer de nombreux roles physiologiques chez les
végétaux par exemple il peut intervenir dans la synthése des protéines (Wingate et al.,

1988; Baier et Dietz, 1997).

2.3.2.4 Les caroténoides

Comme la vitamine E, les caroténoides sont des molécules liposolubles produites
par les organismes photoautotrophes. Ils doivent donc étre acquis par I’alimentation chez
les animaux (El-Agamey et al, 2004). Les caroténoides les plus connus sont
’astaxanthine, le lycopéne, le beta-caroténe, la lutéine et la zéaxanthine (El-Agamey
et al., 2004). 1ls sont capables de réagir avec les DRO de trois fagons soit par le transfert

d’électron, le transfert d’hydrogéne ou la liaison directe avec le DRO. De plus, ils sont
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capables de régénérer la vitamine E et sont eux-mémes régénérés par la vitamine C

(Hermes-Lima, 2005).

1Is sont situés dans les chloroplastes des végétaux et sont impliqués dans la
photosynthése a deux niveaux. Premiérement en tant que pigments accessoires :
ils collectent I’énergie lumineuse (spectre entre le violet et le rouge) et la transférent aux
chlorophylles. De plus, ils jouent un double réle de photoprotection lors de ’excés de
lumiére : ils peuvent dissiper sous forme de chaleur une partie de I’énergie absorbée en
excés, et aussi, ils s'averent efficaces pour éliminer l'oxygéne singulet a cause de leur

association aux PSII (Asada, 1994; Miller et al., 1996).

2.3.2.5 Les oligoéléments

Certaines enzymes antioxydantes requierent un oligoélément pour maintenir leur
activité catalytique (Berger, 1997) comme le zinc et/ou le cuivre pour la SOD, sélénium

pour la GPx. Parmi les oligoéléments on peut citer :

1) Le sélénium (Se) se trouve en traces dans ’organisme. Il constitue le centre
catalytique actif des glutathions peroxydases (séléno-protéines) qui prend en

charge le peroxyde d’hydrogeéne (Néve, 2002).

1) Le zinc (Zn) est un cofacteur de nombreuses enzymes qui intervient dans
plusieurs processus métaboliques et il protége les fonctions thiols des
protéines contre 1’oxydation. De plus, il constitue aussi le centre réactionnel

de la SOD (Mandelker, 2008).

1) Le cuivre (Cu) est un oligo-élément cofacteurs essentiels de la SOD.
Toutefois, au méme titre que le fer, il peut conduire a la formation des DRO

en jouant un role de métal de transition (comme dans la réaction de Fenton)

(Crichton et al., 2002; Dunford, 2002).
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2.3.2.6 Les polyphénols

Une alimentation riche en produits végétaux ou les polyphénols sont
particuliérement abondants contribue a la défense des organismes contre le stress
oxydant et les dommages des DRO. Les polyphénols sont des métabolites secondaires
constituant 1’un des groupes les plus abondants dans le royaume végétal avec plus de
8000 structures différentes. Ils possédent un ou plusieurs noyaux aromatiques, auxquels
sont directement liés un ou plusieurs groupements hydroxyles libres ou engagés dans
une fonction ester, éther ou hétéroside (Bruneton, 1993). Les polyphénols peuvent étre
divisés en de nombreuses classes qui se différencient par la complexité du squelette de
base, le degré de modifications de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation),
ainsi que par les liaisons possibles de ces molécules de base avec d’autres molécules

(glucides, lipides, protéines).

Deux groupes importants des polyphénols sont les flavonoides et les acides
phénoliques (dont les acides hydroxybenzoiques et hydroxycinnamiques). Les acides
phénoliques sont des dérivés d'acide benzoique (acide gallique) ou des dérivés d'acide
hydroxycinnamiques (acide coumarique). Les principales classes des flavonoides
(Figure 2.2a) sont les flavonols (comme la quercétine, le kaempférol), les flavones
(comme le lutéoline), les flavanols (comme les catéchines) et les isoflavones (comme la

génistéine). (Dixon et Paiva, 1995).

Les polyphénols contribuent a plusieurs fonctions physiologiques dans la plante
comme la protection contre les rayons ultraviolets (UV), la défense contre les herbivores
et les pathogénes, ainsi que pour certaines interactions biotiques comme la couleur des

fleurs et I’attraction d’insectes et oiseaux pollinisateurs (Edreva, 2005).

De plus, il est déja bien connu que les composés phénoliques démontrent une
forte CA. Plusieurs composés phénoliques ont méme une capacité antioxydante
supérieure, sur une base molaire, a celle de l'acide ascorbique (Rice-Evans, 2001).

Leur concentration dans les tissus végétaux augmente fortement lors de conditions de
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stress environnementaux (UV, froid, métaux lourds...) (Dixon et Paiva, 1995).
Ceci explique pourquoi ils sont considérés comme des composés jouant un rdle

d’antioxydant in planta, quoique les mécanismes impliqués ne sont pas €lucidés.

Il faut noter que le pouvoir antioxydant des polyphénols est attribuable a la
position des doubles liaisons et de la quantité de groupements hydroxyles, ainsi que la
structure catéchol de l'anneau benzoique (B) (Yamasaki et al, 1997). Les polyphénols
avec un groupement diphénol en position ortho ou para comme les catéchines ont un
potentiel d'oxydation plus faible, donc sont plus facilement oxydés, que ceux avec des
diphénols en position méta ou des phénols seuls comme les flavones qui sont moins

réactives (Kilmartin et al., 2001) (Figure 2.2).

De méme, les polyphénols sont des bons chélateurs de métaux a cause de leur
structure chimique (un noyau catéchol est un 1,2-dihydroxybenzeéne avec deux OH
voisins sur un cycle aromatique). Ils forment des chélates avec les ions métalliques a
charge positive (comme le Fe**) en remplagant un ou deux protons du polyphénol par

I’ion métallique (Dangles, 2006).

Figure 2.2  (a) Squelette typique des flavonoides, (b) catéchines (Dixon et Paiva,
1995), (c) flavones (Yamasaki ef al., 2007; Kilmartin et Hsu, 2003; Dixon
et Paiva,1995).

De par leurs propriétés chimiques mentionnées ci-haut ainsi que leur abondance,
les polyphénols jouent un réle majeur dans la capacité antioxydante des tissus végétaux.

En effet, Cai et ses collaborateurs (2004) ont mesuré la CA par la méthode de I’ABTS de
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112 espéces de plantes médicinales chinoises traditionnelles connues pour leurs vertus
anticancéreuses, alors que Folin-Ciocalteu a été utilisé pour le dosage des polyphénols
totaux. Les résultats ont montré ’existence d’une corrélation linéaire positive fortement
significative entre 'activité antioxydante et la teneur en polyphénols totaux pour toutes
les herbes médicinales testées (extractions méthanolique/aqueuse R? = 0.964/0.953)
(Figure 2.3). Cependant, il faut mentionner que les valeurs de Folin-Ciocalteu estiment a
la fois la CA et la concentration des polyphénols, alors que dans cette étude ces valeurs
ont été considérées comme une estimation de la concentration en polyphénols, ce qui a

pu entrainer de la redondance.
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Figure23 La CA de 112 plantes médicinales chinoises en fonction de leur
concentration en polyphénols solubles (DW = masse seche) (Cai et al.,
2004).

Enfin, il faut aussi mentionner que [’activité antioxydante des polyphénols in vivo
chez I’humain, n’est pas encore bien établie en raison que la majorité des polyphénols
sont peu biodisponibles et leur absorption digestive est faible (Sun et al., 2002). En effet,
apres I’ingestion d’une quantité d’environ + 1 g/jour de polyphénols (qui se trouve dans
’alimentation), la concentration plasmatique en divers sous-groupes des polyphénols

ne dépasse pas 1 uM. Cette concentration est assez faible si on la compare aux
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concentrations en vitamine C (60-80 pM), en vitamine E (5 & 36 uM) et en B-caroténe

(1a3 uM) (Spencer et al., 2001).

Cependant, Schalbert et Williamson (2001), suggére que les polyphénols peuvent
étre catabolisés en divers métabolites qui pourraient contribuer a augmenter la CA totale
du plasma. Pour conclure, quelle que soit la nature de I’antioxydant, nombreux sont les
paramétres qui peuvent influencer son activité in vivo comme : la biodisponibilité, la
solubilité, la capacité de rétention dans les tissus et 1’interaction avec les protéines
(Dubeau et al., 2010). De plus, la réponse de ’organisme peut différer d’un individu a
un autre pour une méme molécule. Un aspect important qui ne sera pas considéré dans

ce mémoire.

2.3.2.7 Autres antioxydants

Il existe d’autres molécules que celles évoquées plus haut qui contribuent a la

détoxification des DRO comme :

1) L’urate qui est capable de détoxifier les ions superoxydes, les radicaux
hydroxyles, et joue aussi le rdle d’un chélateur de métaux de transition

(Chamorro et al, 2004).

i) La bilirubine lutte contre les radicaux peroxyle et contre le peroxyde

d’hydrogene (Powers et Jackson, 2008).

iil) L’acide a-lipoique qui piége I’oxygéne singulet, le radical hydroxyle, et
’acide hypochlorite. 11 chélate aussi certains métaux de transition; et il
participe au recyclage d’autres antioxydants notamment la vitamine C et/ou la
vitamine E (Packer et al, 1995). Il pourrait également augmenter la
concentration en glutathion en favorisant la régénération du GSSG (Packer

et al, 1995).
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2.3.3 Systéemes de détoxification des DRO

En conditions de stress physiologiques/environnementaux, la formation de DRO
dans la cellule augmente et peut affecter les structures cellulaires. Le maintien d’un
niveau non toxique des DRO est assuré par les antioxydants. Ces derniers agissent
rarement seuls pour dégrader les DRO, mais plutdt ils agissent au sein de systemes avec

des composantes enzymatiques pour la neutralisation des DRO (Droge, 2002).

La figure 2.4 représente le systtme de détoxification dans les mitochondries ou
une proportion de ’oxygéne (1 a 3 % selon le taux de transport d’électrons) peut
échapper a la réduction compléte et subit ainsi une réduction mono-€lectrique (gain d’un
électron) au niveau de I’ubiquinone pour produire I’anion superoxyde O, (Cadenas et
Sies, 1998). Ce demier est ¢liminé par les enzymes superoxydes dismutases (SOD) par
dismutation pour former le peroxyde d’hydrogéne (H,0,), qui sera décomposé a son tour
par la catalase (CAT) en oxygéne et en eau. L’enzyme glutathion peroxydase peut aussi
prendre en charge le H,O, oxydant le glutathion (GSH) pour former une molécule inerte
qui est I’eau. Le glutathion utilisé sera régénéré par le NADPH en présence de I’enzyme

glutathion réductase (Nordberg et Amer, 2001).

NADPH oxydase

or 0P CAT
O v - » H:02 —l HZO

! GSH peroxidase ?

GSH GSSG

mitochondrig

GSH reductase

NADP+ NADPH

Figure 2.4  Mécanisme de détoxification des DRO au niveau des mitochondries.
(http://www.sfar.org/acta/dossier/archives/ca06/html/ca06 15/ca06 15.ht

m)
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Chez les plantes, la défense contre les effets néfastes des DRO repose
principalement sur le cycle Halliwell-Asada, (Badenhorst et al, 1998), qui s’effectue
dans les chloroplastes, directement prés des sites de production des DRO. Ce cycle
Halliwell-Asada représenté dans la figure 2.5, consiste en une série de réactions
d'oxydoréduction ou tout d’abord la SOD superoxyde dismutase transforme l'ion
superoxyde (O2") en peroxyde d'hydrogéne (H,0O2) qui sera réduit en eau et en oxygene
par I’ascorbate peroxydase (APx) par I’oxydation de I’ascorbate. Le radical mono-
dehydroascorbate (MDHA) issu de cette réaction sera transformé en ascorbate et
déhydroascorbate (DHA) par la monodéhydroascorbate réductase (MDHAR) en utilisant
du NADPH (provenant du photosystéme I). 1l existe une deuxiéme enzyme pour la
régénération de 1’ascorbate, soit la déhydroascorbate réductase. Cette régénération se fait
en présence de cette enzyme par oxydation de deux molécules de glutathion. La derniere
réaction de ce cycle est la réduction du glutathion oxydé GSSG par la glutathion
réductase en utilisant du NADPH (ce dernier produit par le PSI).

GSSG NADPH
H,0.
/ \ / ASCORBATE\A;AN
superoxide REEatA monodehydro glutathi
= dehvdro one
dismutase parux{d:se :;z:'::: a,c:,.hate reductase
ductase
\ re
MDH.A../ NADPH / \
- DHA 2 GSH P
02 Hzo Ak

Figure 2.5 Cycle Halliwell-Asada de détoxification du superoxyde par l'ascorbate
peroxydase (Davey et al., 2000).

I a été proposé que lorsque le cycle Halliwell-Asada ne suffit pas pour la
détoxification des DRO, les polyphénols peuvent agir comme une seconde ligne de
défense pour les neutraliser (Edreva, 2005). En effet, les flavonoides, une des classes des

polyphénols, peuvent céder un €électron pour réduire le peroxyde d'hydrogéne produisant
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ainsi de 1’eau et de ’oxygéne (Castelluccio et al, 1995; Yamasaki et al., 1997).
Cette réaction est catalysée par les peroxydases de classe III, le plus souvent dénotée
guaiacol peroxydase vPX, qui se retrouvent dans les vacuoles et l'apoplaste (Halliwell et
Gutteridge, 2007; Yamasaki et al., 1997). Les flavonoides oxydés peuvent étre réduits
par I'acide ascorbique qui 4 son tour pourra étre réduit par I'enzyme déhydroascorbate

réductase DHAR.

Malgré ce modéle impliquant les flavonoides, certains chercheurs doutent toujours
du rdle des polyphénols en tant qu’antioxydant in planta. En effet, ceux-ci sont
principalement localisés dans les vacuoles des cellules épidermiques, donc loin des
principaux sites de production des DRO (chloroplastes, mitochondries). Cependant, les
polyphénols peuvent éliminer ces demiers, car le H,O, étant peu réactif (long temps de
vie), il peut facilement diffuser sur de longues distances dans la feuille et donc rejoindre

les polyphénols jusque dans I'épiderme (Iriti et Faoro, 2003; Yamasaki et al., 1997).

2.4 Différentes méthodes de mesure de capacité-antioxydante

Considérant d’une part I’importance nutritionnelle des antioxydants dans la
prévention de plusieurs maladies, et d’autre part, leur réle physiologique potentiel dans
la protection des plantes contre les dommages causés par les DRO lors de stress oxydant,
il est nécessaire de disposer de méthodes permettant d’évaluer de la maniére plus précise

possible la CA globale d’un aliment ou d’une plante (de ses tissus ou organes).

Cependant, & cause de la complexité des processus d’oxydo-réduction impliqués et
la nature diversifiée a la fois des DRO et des antioxydants, il n’existe aucune méthode
universelle par laquelle la capacité antioxydante (CA) peut étre exprimée d’une fagon
précise. Plusieurs méthodes ont été développées pour estimer cette capacité antioxydante
(voir section 2.5). Leur principe de fonctionnement se base sur la réaction fondamentale
d’oxydation-réduction impliquant soit un transfert d’électron soit un transfert d’un

atome d’hydrogéne (Walker, 2001).
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Les antioxydants peuvent désactiver les DRO par deux réactions principales,
transfert d’électron et le transfert d’hydrogéne. Il faut noter, que ces deux réactions
peuvent se produire en paralléle, et qu’elles sont parfois difficiles a distinguer (Prior
et al., 2005). Le mécanisme réactionnel dominant dans un syst€éme donn¢ sera déterminé
par deux facteurs majeurs : I'énergie de dissociation de liaison et le potentiel d'ionisation
('énergie qu'il faut fournir 4 un atome ou une molécule pour arracher un électron).
La structure et la solubilité des antioxydants, le coefficient de partage (constante
d'équilibre de la réaction) jouent aussi un role essentiel dans la détermination de

mécanisme dominant (Wright et al., 2001).

Suivant les réactions d’oxydo-réduction impliquées, la majorité des méthodes
d’évaluation de la CA peut étre divisée en deux catégories (Tableau 2.1). La premicre
catégorie est SET (Single Electron Transfer) : ces méthodes sont basées sur le transfert
d’électron. Elles mesurent la capacité d'un antioxydant a transférer un électron non
accompagné d’un atome d’hydrogéne pour réduire les DRO. La seconde catégorie est
HAT (Hydrogen atom transfer): c’est méthodes basées sur le transfert d’un atome
hydrogéne. Elles mesurent donc la capacité d'un antioxydant a neutraliser les DRO par
le don d'hydrogéne (Huang et al, 2005; Prior et al., 2005). 11 est intéressant de
mentionner qu’un antioxydant individuel tel que décrit plus haut peut agir par différents
mécanismes ou par un unique mécanisme, cela en fonction du systéme de réaction
(Ishige et al, 2001). En outre, les antioxydants peuvent répondre d'une maniére

différente a différentes sources de radicaux.

Les methodes basées sur le transfert d’électron (SET) mesurent de la capacité d un
antioxydant (AH) a réduire un oxydant (Ox), qui change de couleur quand il est réduit.
Toutefois, les méthodes SET sont trés sensibles a I'acide ascorbique et l'acide urique,
vu qu’ils cédent généralement deux électrons (Huang et al., 2005). Cependant, les oligo-
¢léments et les contaminants (en particulier métaux) interférent avec les méthodes SET
et peuvent causer une haute variabilit¢é des résultats (Prior et al, 2005).
La réactivité relative des SET est basée sur la déprotonation (lié a 'acidité) et le potentiel

d'ionisation du groupe fonctionnel de 1’antioxydant et par conséquent elles dépendent du



31

pH (Lemanska et al, 2001). La CA mesurée par les SET est calculée a partir du

pourcentage d’inhibition du radical en présence de I’antioxydant.

Les méthodes basées sur le transfert d’hydrogene (HAT) mesurent la capacité d’un
antioxydant & neutraliser un radical libre par don d’un hydrogéne. La réactivité relative
des HAT est déterminée par l'énergie de dissociation de liaison des groupes de donneurs
d’hydrogéne des antioxydants. C’est pour cette raison qu’elles sont indépendantes du
solvant et du pH utilisé (Wright et al., 2001). La présence d’agents réducteurs telle que
les métaux pourrait fausser leurs résultats (Prior et al, 2005). Le calcul de la CA

mesurée par les HAT est basé sur des courbes cinétiques.

Tableau 2.1
M¢éthodes de mesure de CA in vitro (Huang et al., 2005)

Méthodes basées sur le transfert | TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity)
d’électron (SET) DPPH (2,2-diphenyl-l-picrylhydrazyl)

FRAP (Ferric reducing antioxidant power)
Copper (II) reduction capacity

Réactif Folin-Ciocalteu

Méthodes basées sur le transfert | ORAC (Oxygen radical absorbance capacity)
d’hydrogene (HAT) TRARP (Total radical-trapping antioxidant parameter)
Crocin bleaching assay

IOU (Inhibited oxygen uptake)

Inhibition of LDL oxidation

2.4.1 Méthodes utilisant les mécanismes de transfert d’électron (SET)

2.4.1.1 TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) avec ABTS

Cette méthode introduite par Miller et Rice-Evans (1993) est basée sur la
capacité des antioxydants a neutraliser le radical ABTS (sel d’ammonium de
’acide 2,2’-azinobis-(3-¢éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). La solution ABTS est

obtenue en mélangeant I’ABTS avec un oxydant (généralement le persulfate de
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potassium) qui donne une solution d’une couleur bleu intense. La CA est mesurée
comme la capacité des composés tests a diminuer I’intensité de la coloration obtenue a
partir de I’ABTS en la comparant avec 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 sans la chaine aliphatique. La réduction de
I’ABTS (Figure 2.6) conduit a une décoloration du bleu de la solution ABTS mesurée a
645 - 734 nm de la solution (Re et al., 1999). Plus I’absorbance finale est faible, plus la

valeur TEAC est élevée, c.-a-d. plus I’antioxydant est efficace (Schlesier ef al., 2002).

Cette méthode a pour avantages sa simplicité a mettre en ceuvre et sa rapidité.
De plus, la solution d’ABTS est soluble dans I’eau et dans les solvants organiques et
n’est pas affectée par la force ionique, elle peut donc déterminer la CA lipophile et

hydrophile (Awika et al., 2003).

ABTS

0155 “oH ABTS*

Figure 2.6  Oxydo-réduction de I’ABTS en ABTS™ (Christopher ef al., 2014).

Cependant, le principal inconvénient de la méthode TEAC avec I’ABTS est que la

méthode est basée sur I’hypothése que les réactions d’oxydo-réductions se déroulent
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rapidement, de sorte que toutes les réactions soient terminées entre 4 et 6 minutes.
Toutefois, il existe des réactions d’oxydo-réductions plus lentes. Donc la méthode n’est
pas adéquate pour toutes les réactions, ce qui peut donner des valeurs de CA erronées si

on lit avant la fin de la réaction (Prior et al., 2005).

Van den Berget et ses collaborateurs (1999) ont conclu que «l'évaluation
quantitative de la CA en utilisant la méthode TEAC peut étre difficile, voire impossible,

mais elle peut étre utilisée pour fournir un ordre de classement des antioxydants ».

2.4.1.2 TEAC avec DPPH (2, 2-diphenyl-Il-picrylhydrazyl)

Le radical DPPH (2,2-diphenyl-l-picrylhydrazyl) est un des radicaux azotés
organiques les plus stables, qui porte une couleur pourpre. Tout comme le TEAC
utilisant I’ABTS c’est une méthode colorimétrique basée sur la perte de couleur a
515 nm due a la réduction du DDPH (Figure 2.7). La concentration en antioxydants est
proportionnelle a la baisse de ’absorbance due a la diminution de I’intensité de la

coloration de la solution DPPH. Cette concentration sera donc calculée en pourcentage :

AA% = 100- ((AbS échantillon ~ADS blanc) X 100)/ (AbS contréle) (Mensor etal, 2001).

La méthode a pour avantages d’étre relativement simple et peu couteuse (Prior
et al., 2005). Cependant, elle a pour inconvénients que des antioxydants peuvent rester
inertes face au DPPH relativement stable (Huang et al, 2005). De plus, certaines
réactions avec le DPPH sont réversibles et peuvent mener a une sous-estimation du
potentiel des produits testés, et beaucoup d’antioxydants peuvent réagir plus lentement
avec le DPPH (Huang et al., 2005). De méme, I’interprétation est compliquée quand
d’autres composés ont des absorbances qui se chevauchent avec celles de DPPH a

515 nm, comme les caroténoides.

En outre, le DPPH n’est soluble que dans des solvants organiques (éthanol,

méthanol), ce qui rend la mesure de la CA d’antioxydants hydrophiles difficiles (Arnao,
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2000). Le derier inconvénient que pose ce radical est son instabilité  la lumiére, c’est
pourquoi les tests réalisés avec le DPPH doivent impérativement se faire dans
I’obscurité (Ozcelik et al., 2003).

NO, NO,
H
O,N — O,N N—N
o, O o )

Diphenylpicrylhydrazyl (free radical) Diphenylpicrrylhydrazine (reduced form)

Figure 2.7  Le radical DPPH et sa forme réduite (Agatonovic-Kustrin et al., 2014).

Bien que les méthodes ABTS et DPPH soient généralement classées en SET,
ces deux radicaux peuvent en fait €tre neutralisés soit par réduction directe via des

transferts d'électrons ou par des transferts d'atome d’hydrogéne (Prior ef al., 2005).

2.4.1.3 FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

La méthode FRAP est un dosage colorimétrique du transfert d’électrons, basée sur
la capacité des produits testés a réduire le fer (le passage de la forme ferrique a ferreux)
(Pellegrini et al., 2003). Elle consiste a observer aprés quatre minutes le changement
d'absorbance a 593 nm di a la réduction du complexe Fe**- TPTZ (fer 2, 4,6-tripyridyl-
s-triazine) et 1’apparition d’une couleur bleue (Benzie et Strain, 1996; Roginsky et Lissi,
2005) (Figure 2.8).

Originellement congue pour mesurer le potentiel antioxydant du plasma sanguin,
la méthode FRAP a pour avantage d’étre aussi adéquate pour mesurer le potentiel de

composés purs (Prior et al., 2005). De plus, elle est simple, rapide et peu couteuse.
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Toutefois, la principale limite de cette méthode réside dans le temps de réaction.
En effet, le potentiel de plusieurs molécules ne peut €tre mesuré par FRAP, comme
certains phénols qui réagissent plus lentement et demandent un temps de réaction plus
long pour leur détection (30 minutes) (le méme inconvénient que pour la méthode
ABTS) (Huang et al., 2005. De plus, elle n’est pas capable de détecter les protéines ou
les composés contenant le groupe sulthydryle SH, incluant les thiols, qui peuvent

transférer I'nydrogéne (Prior et al., 2005).
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Figure 2.8  Réaction de la méthode FRAP (Prior ef al., 2005).

2.4.1.4 Folin-Ciocalteu

La méthode de Folin-Ciocalteu a été mise au point en 1927 (Folin et Ciocalteu,
1927) et ensuite revue et améliorée par Singleton et Rossi (1965). Elle est généralement
utilisée pour le dosage des polyphénols, mais elle peut étre utilisée aussi pour la mesure
de CA puisque son mécanisme de base est une réaction d’oxydoréduction (Prior et al,

2005; Huang et al., 2005).

Son principe est simple, lors de I’oxydation des phénols, le réactif Folin (constitué
par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW1,049) et d’acide phosphomolybdique
(H3PMo0,2040) est réduit en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdene
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(Ribéreau-Gayon, 1968). La coloration produite est proportionnelle a la quantité de

polyphénols présents dans I’échantillon.

L’avantage de cette méthode est qu’elle est simple et peu couteuse. Cependant, son
inconvénient c’est que le réactif Folin n’est pas spécifique aux polyphénols, et peut
réagir avec d’autres composants non-phénoliques notamment les sucres réducteurs
comme le glucose et le fructose, 1’ascorbate, I’acide tartrique et les sulfites (Prior et al.,
2005; Huang et al, 2005) en plus de certaines substances inorganiques qui peuvent
également réagir avec le réactif de Folin pour donner des concentrations €levées ce qui

faussent les résultats (Prior ef al,, 2005).

2.4.2 Méthodes utilisant les mécanismes de transfert d’hydrogéne (HAT)
2.4.2.1 Les méthodes ORAC (Oxygen radical absorbance capacity)

Ces méthodes sont basées sur le travail de Ghiselli (1995) et développées par
Cao (1998). Elles mesurent la capacité d’un antioxydant a prévenir les dommages
oxydant d’une molécule cible par des radicaux peroxyles générés par ’AAPH (2,2’-

azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride) (Crichton et al., 2002) (Figure 2.9).

Originellement congues avec la B-phycoerythrin (B-PE) comme fluorochrome,
elles furent par la suite améliorées en remplagant la B-PE par de la fluorescéine, le rouge
pyrogallol (RP), ou encore l’acide linoléique. L’utilisation de ce dernier peut nous
donner une idée plus proche des réactions in vivo puisque c’est un acide gras trés

abondant dans les graisses végétales et animales.

Ces méthodes consistent a suivre la dégradation de la molécule cible lorsqu'elle est
oxydée par les radicaux peroxyles générés a partir du AAPH a 37 °C (Ou et al.,, 2001).
La présence d'antioxydants qui vont transférer leur hydrogéne aux radicaux peroxyles
dans l'échantillon va retarder la dégradation la molécule cible. Donc la CA est

déterminée par la diminution de I’intensité de fluorescence ou la baisse d’absorbance du
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rouge pyrogallol ou encore une hausse d’absorbance due a I’accumulation de produits de

la peroxydation de 1’acide linoléique en fonction du temps.

CH CH
N, T e NH>
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R® + O; — ROO®

Figure 2.9  Génération de radicaux peroxyles a partir de ’AAPH.
178.32.157.81/hedhili/potentiel _antioxydant.html

Les méthodes ORAC font intervenir une mesure cinétique afin de déterminer la
CA. Des courbes de la dégradation de la molécule cible en présence ou non d'un
antioxydant sont tracées en fonction du temps, et 1’aire située entre les deux courbes de

décroissance est calculée (Cao, 1998; Cao et Prior, 1999) (Figure 2.10).

Les méthodes ORAC ont pour avantage d’étre sensibles, standardisées et adaptées
aux antioxydants hydrophiles et lipophiles (Prior et al., 2005). Elles peuvent aussi étre
applicables pour évaluer la CA des aliments (Cao et al, 1996; Wang et al., 1996) y
compris les extraits de fruits, légumes et les thés (Prior et al, 2003) aussi que les

solutions biologiques comme le plasma sanguin (Prior et al., 2003).
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Figure 2.10 Exemple de courbes cinétiques de dégradation de RP en présence (o) et
en absence (@) du vin rouge (A/Ay: absorbance dans le temps/temps 0)
(Alarcon -Lopez et al., 2011).

Cependant, les principaux inconvénients de I’utilisation de ’ORAC sont que ces
réactions sont sensibles a la température, juste une faible différence de température peut
diminuer la reproductibilit¢ de la méthode (Phipps et al., 2007). Notons aussi que le

temps d'analyse est assez important (Prior et al., 2005).

Malgré ces inconvénients, selon Huang et ses collaborateurs (2005) et United
States Département of Agriculture USDA (2007), les méthodes ORAC sont les
meilleures pour la mesure de CA, en raison de sa pertinence biologique aux antioxydants

in vivo.

Il existe d’autres méthodes utilisant les mécanismes de transfert d’hydrogéne
(HAT) comme TRAP (Total radical-trapping antioxidant parameter), HORAC (Assay
Hydroxyl Radical Antioxidant Capacity), Chemiluminescence (CL) qui ne seront pas
abordées dans cette maitrise vue que leur réaction de base est similaire & celle d’ORAC.
De plus, le temps d'analyse est beaucoup plus important que celui d’ORAC, c.-a-d. la
réaction de TRAP est de 300 min (Prior et al., 2005).
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2.5 Pourquoi a-t-on besoin de posséder un outil clair pour P’estimation de la
CA globale?

Comme on vient de le voir, il existe plusieurs méthodes permettant de mesurer la
CA, mais aucune de ces méthodes a elle seule n'est suffisante pour exprimer la CA
globale des produits a analyser. En effet, une seule méthode ne peut tenir compte de la
diversité de la nature des antioxydants (hydrophile, hydrophobe) ainsi que la complexité
des processus d’oxydo-réduction impliqués dans les réactions des méthodes (SET,
HAT). Bien que de fortes corrélations entre plusieurs méthodes aient été établies,
plusieurs chercheurs insistent sur I’importance de caractériser la CA d’un aliment ou
d’un produit par ’utilisation de plusieurs méthodes (Pellegrini et al., 2003; Huang et al.,
2005; Stratil et al., 2006).

Par conséquent, en raison de 1'absence d'un test standard a 1’heure actuelle, il est
difficile de comparer les résultats rapportés de différentes recherches. La CA d’une
variété d’aliments est généralement mesurée par plusieurs méthodes, et les comparaisons
sont essentiellement faites a partir des classements (ou rang) des échantillons entre eux

(Prior ef al., 2005).

Mais sur quelles bases doit-on choisir les méthodes? Comment fait-on pour dire et
démontrer celles qui sont complémentaires ou redondantes? Que fait-on avec les valeurs
de CA provenant des différentes méthodes? Autrement dit, comment combiner ces

valeurs quantitativement?

Par exemple, Pellegrini et ses collaborateurs (2003) ont mesuré la CA de
34 légumes, 30 fruits, 34 breuvages et 6 huiles végétales par trois différentes méthodes,
ABTS, TRAP (Total radical-trapping antioxidant parameter) et FRAP. Les valeurs de
CA de boissons alcoolisées, thés et cafés obtenues par différents dosages étaient bien
corrélées (TRAP vs FRAP : R?= 0.993; ABTS vs FRAP : R?=0.997, TEAC vs TRAP :
R%=0.993). Dans cette étude, les différents groupes d’échantillons ont été classés selon

chaque méthode a part, sans pouvoir donner un classement combiné.
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De méme, dans I’étude de Ciz et ses collaborateurs (2010), ou la CA d’une variété
de légumes a été mesurée par Folin- Ciocalteu, TRAP, ORAC-fluorescéine (ORAC-FL)
et HORAC (Assay Hydroxyl radical antioxidant capacity). Leurs résultats démontrent
une corrélation significative entre toutes les méthodes ou les coefficients de corrélation
varient de 0.94 a 0.97. Tout comme ’étude de Pellegrini et ses collaborateurs, ils ont

classé également la CA des légumes selon chaque méthode.

L’étude de Seeram et ses collaborateurs (2008) semblent étre la plus rationnelle
puisqu’ils ont proposé un indice CA = (mesure obtenue/meilleur rang) x 100 pour
chaque méthode. Ensuite, la moyenne de l'ensemble des indices dénoté « antioxidant
potency composite index » correspond & un indice global de CA pour chaque boisson.
Pour ce faire, les CA d’une variété de 34 breuvages commercialisés réputés pour avoir
une forte CA ont été mesurées par 4 méthodes, soit DPPH, ABTS, FRAP et ORAC-FL.
La méthode Folin-Ciocalteu était utilisée pour estimer la teneur en polyphénols non pour
la mesure de la CA. Pour chacune des méthodes, les valeurs de chaque échantillon ont
été normalisées par rapport a la valeur la plus élevée de cette méthode, et finalement la
moyenne des valeurs normalisées des quatre méthodes a été calculée pour chaque
échantillon. Les résultats démontrent que 1’ordre de classement de CA calculée selon
I’indice est le méme que la teneur totale en phénolique dans les breuvages. Ceci suggere
que la CA est fortement liée a la teneur en polyphénols. Toutefois, I’obstacle de leur
indice réside dans le fait qu’il dépend des résultats des autres échantillons. De plus, les
méthodes utilisées peuvent étre redondantes et fournissent ainsi des valeurs exagérées

pour le méme échantillon.

Pour estimer la redondance (et inversement, la complémentarité) entre les
méthodes de dosage de la CA, il est utile de comparer les corrélations établies entre les
valeurs de CA estimées par différentes méthodes dans les études rapportées dans la
littérature. Le tableau 2.2 résume !’information trouvée dans sept études utilisant
différents produits. En général, les coefficients de corrélation R sont plutdt élevés
(supérieurs a 0,9), quoique certaines études rapportent de faibles corrélations entre les

méthodes c.-a-.d. : Folin-Ciocalteu vs ABTS R = 0,42 (Scalzo et al,, 2005). Une telle
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variation pourrait s’expliquer par différents degrés de complémentarité entre les

méthodes, ainsi que par la diversité des échantillons utilisés (tisanes et thés, fruits,

bieres).
Tableau 2.2
Quelques études de mesure de CA d’une variété d’échantillons
Etude Nombre Méthodes utilisées Corrélation Méthodes
d’échantillons utilisées dans
ce mémoire
Cai et al., 2004 Plantes ABTS Extractions
médicinales Folin-Ciocalteu méthanolique/aqueuse
chinoises R*=0.964/0.953
n=112

Atoui et al., 2005

Scalzo et al., 2005

Katalinic ef al., 2006

Alarcon et al., 2008

Mitic et al., 2014

Variétés de thés,
tisanes
n=9

Fraises, péches
et abricots
n=6

Plantes
médicinales
n=70
Thé noir, vert,

blanc et tisanes
n=11

Biéres
n=24

Luminol chimiluminescence (Cl)
DPPH
Folin-Ciocalteu

ABTS
Folin-Ciocalteu

FRAP
Folin-Ciocalteu

ORAC-FL
ORAC-RP
Folin-Ciocalteu

ABTS
DPPH
FRAP

Cl vs DPPH R?=0.97
Folin-Ciocalteu vs DPPH
R*=0.58

Folin-Ciocalteu vs Cl
R?=0.53

Folin-Ciocalteu vs ABTS
R =-0.56 pour les fraises
R = 0.42 pour les péches
R = 0.09 pour les abricots

FRAP vs Folin-Ciocalteu
R =0.980

Folin-Ciocalteu vs
ORAC-FL
R =0.935 pour les tisanes

R =0.999 pour les thés

Folin-Ciocalteu vs
ORAC-RP
R = 0.95 pour les tisanes

ORAC-FL vs ORAC-RG
R =0.943

ABTS vs DPPH R = 0.83
FRAP vs ABTS R =0.62
FRAP vs DPPH R = 0.53

ABTS
DPPH
Folin-Ciocalteu
FRAP
ORAC-RP
ORAC-LP

Les exemples présentés dans le tableau 2.2 indiquent donc différents degrés de

corrélations entre les valeurs de CA estimées par différentes méthodes. Ces différences

sont intéressantes, car elles peuvent guider le choix des méthodes a utiliser pour estimer

les différents aspects de la CA, c.-a-d. utiliser les méthodes complémentaires et éviter

celles qui sont redondantes. Cependant, I’examen des coefficients de corrélation ne suffit
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pas pour déterminer le nombre nécessaire de méthodes a utiliser. Et surtout, ces
coefficients de corrélation ne suggérent aucunement comment combiner les valeurs de
CA obtenues par les différentes méthodes pour calculer un indice global de CA.
C’est pourquoi il est important a ce stade-ci d’examiner une méthode statistique plus

performante, soit I’analyse en composantes principales.

2.6 Analyses statistiques : analyse en composantes principales

Les mesures de CA d’un grand nombre d’échantillons par différentes méthodes
produisent une large matrice de données dont il devient difficile d’en extraire toute
I'information. A cette fin, Iutilisation d’une méthode d’analyse multivariée soit celle de
’analyse en composantes principales (ACP) devient nécessaire pour : 1) mieux identifier
parmi les méthodes utilisées celles étant complémentaires et celles redondantes et
2) faciliter ’interprétation des facteurs fondamentaux contribuant le plus a expliquer la

variation des valeurs de CA selon les échantillons et les méthodes utilisées.

L’analyse en composantes principales (ACP) est une méthode factorielle de
réduction de dimension de données quantitatives complexes. Elle permet de résumer de
vastes populations décrites par plusieurs variables quantitatives, et de mettre en évidence
les tendances entre les données, les regroupements d'individus ainsi que la force de liens
entre eux. Il s’agit donc d’obtenir le résumé le plus pertinent possible des variables.
Son but est de regrouper les échantillons (variables quantitatives) dans un nouvel espace
de variables formé a partir des combinaisons linéaires des variables initiales.
Ces combinaisons sont appelées composantes principales, et sont représentées comme de
nouveaux axes. Ces composantes principales contiennent la majeure partie de
I’information et sont orthogonales entre elles (non-corrélées) ce qui permettra d'étudier

spécifiquement la complémentarité ou la non-redondance entre les méthodes.

La nouvelle distribution de variables dans une ACP est sous forme de nuage de
points (ou diagramme de dispersion). Elle permet de différencier les groupes dans

I’ensemble des variables en regardant celles qui se ressemblent et celles qui se
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distinguent des autres. Chaque variable porte en elle une partie de 1’information
originale (part d’inertic) et une partie d’information redondante qui vient de la
corrélation entre les variables. Lorsque deux variables sont proches les unes par rapport
aux autres, elles sont alors positivement corrélées. Si elles sont orthogonales les unes par
rapport aux autres, alors elles sont non-corrélées. Si elles sont symétriquement opposées
par rapport au centre, elles sont alors négativement corrélées (Smith, 2002; Benzécri,

1977).

Dans I’ACP, il y a un changement de repere des données de fagon & maximiser la
variance définie par de nouveaux axes. Chaque composante principale est une
combinaison linéaire des variables initiales. Ces composantes principales ont la
particularité de ne pas étre corrélées entre elles. La premiére composante (ou premier
axe) concentre le maximum d’information, c¢’est I’axe de la plus grande dimension du
nuage de point. Cependant, il reste des résidus de I’information expliquée par un
deuxieéme axe orthogonal au premier qui concentre le maximum de I’information

restante (Lebart et al., 1984).

L'ACP est donc fort utile pour mieux comprendre les facteurs fondamentaux qui
expliquent la variation des données. Dans le contexte de la CA estimée par différentes
méthodes, I’ACP pourrait ainsi aider aux choix des méthodes a utiliser. Elle ne permet
pas cependant de résumer quantitativement en une sorte de méta-parameétre les valeurs

obtenues avec les méthodes retenues.

Pour calculer une valeur globale a partir des valeurs de CA estimées par les
méthodes retenues, la régression linéaire multiple (pas a pas) semble tout indiquée.
Cette méthode statistique permet d’estimer la contribution des variables et choisir parmi
elles le plus petit nombre qui explique au mieux la variabilité & expliquer. Elle consiste a
intégrer les variables l'une aprés l'autre dans un modéle mathématique et ensuite les
retirer progressivement en fonction de celles qui contribuent le moins au modéle,
¢’est-a-dire que la variable qui n’est pas significative serait rejetée, ne gardant ainsi que

les variables significatives (Blanchet et al., 2008).
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2.7 Description des échantillons

Pour atteindre nos objectifs (voir section 2.8), nous avons choisi nos échantillons
(n = 52) parmi différents types de thés (blancs, verts, noirs...), tisanes et jus. Ce choix
s’explique par leur importance dans notre alimentation, leur richesse présumée en
antioxydants (principalement les polyphénols) et leur facilité d’extraction (infusion dans

’eau chaude pour les thés et tisanes).

Le thé représente la boisson la plus consommée dans le monde aprés 1’eau
(Cabrera et al.,, 2003). En 2005, chaque Canadien a consommé en moyenne 280 tasses
de thé, une hausse de 46 % par rapport a 1996. Qu'il soit blanc, vert ou noir, le thé
provient des feuilles du méme arbuste, le Camellia sinensis. C'est son processus de
fermentation (oxydation) qui influence sa couleur. Cela est en raison de ses composés
chimiques qui contiennent principalement des polyphénols, des polysaccharides, des

acides aminés et des vitamines (Kuo et al,, 2005).

Les polyphénols du thé, principalement les flavonoides, sont responsables de la
plupart des effets positifs sur la santé humaine (Shankar et al., 2007; Friedmann, 2007,
Stangl et al., 2007). 11 a été rapporté que la consommation des thés joue un role dans la
prévention du risque du diabéte, les maladies cardiovasculaires et le cancer (Zhou et al.,

2007; Yang et al., 2012).

Camellia sinensis est le seul et unique arbre a ’origine des différentes variétés de
thé. Il est particuliérement riche en polyphénols. En effet, ceux-ci représentent le tiers de
la matiére séche de la feuille de thé (Millin et al., 1969). En fonction des procédés de
transformation, le thé vert, le noir, le blanc, le Pu-erh et ’Oolong se distinguent par
I’importance de leur oxydation (fermentation) produite par des enzymes endogénes,

principalement la polyphénol oxydase (Karori et al., 2007).

11 faut noter que le rendement de Camellia sinensis peut étre affecté négativement

par nombreux stress environnementaux comme les stress biotiques qui diminuent
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généralement le rendement des cultures moins de 10 %. Cependant, les stress abiotiques
sont responsables d’une réduction qui peut aller a 65 % du rendement (Waheed et al,

2012).

Pour la fabrication du thé vert (dit thé non fermenté), la fermentation est
minimisée par un traitement thermique des feuilles par un chauffage de I'ordre de 100 °C
pendant une durée variant de 30 secondes & 5 minutes a la vapeur. Les feuilles
deviennent alors souples et facilement pliables pour 1’étape suivante de roulage.
Enfin, elles subissent une dessiccation jusqu'a ce que les feuilles ne contiennent plus que

5 a4 6 % d'eau (Wilson et Clifford, 1992).

Le thé blanc est un autre thé peu fermenté, ou seuls les bourgeons ou les premiéres
feuilles sont recueillis et ne subissent que deux opérations. La premiére est un séchage
naturel a l'air libre, la seconde est une dessiccation d’une durée de 52 a 60 heures (Karori

et al., 2007).

Les feuilles de thé vert et blanc ne sont quasiment pas fermentées, ceci explique
pourquoi elles contiennent généralement le plus haut niveau de catéchines. Ces derniers
sont des polyphénols qui font partie de la classe des flavonoides. Les catéchines,
notamment |'épigallocatéchine gallate (EGCG) et glycosides de flavonol sont les
principaux responsables des propriétés antioxydantes des thés vert et blanc (Horner

et al., 2003; Almajano ef al., 2008).

Dans une analyse menée par Yumen Hilal (2010) sur 64 différents types de thés
(30 thés blancs et 34 thés verts) provenant de Chine, du Japon, et d’Inde, il a été
démontré que les concentrations en polyphénols sont a peu preés égales dans les

deux thés (le thé blanc contient 23 % de masse seéche et le thé vert avec 19 %).

Le thé vert se distingue du thé blanc non seulement par le mode de fabrication,
mais aussi par leur apparence. Le thé blanc tire son nom de la couleur blanc argenté de

ses feuilles et de la présence sur celles-ci de duvet blanc alors que le thé vert est de
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couleur verte. De plus, le thé blanc contient moins de théine que le thé vert. Il s'agit
exactement de la méme substance que la caféine, un alcaloide naturel qui agit comme
psychotrope et comme 1éger diurétique. Dans le thé, la théine est associée aux tanins du
thé, qui retardent son assimilation dans 1’organisme, par rapport a la théine présente dans
le café qui est biodisponible, donc elle passe directement au sang (Scharbert et al.,

2004).

Quant a la production des thés noirs et Oolong, d’abord il y a la phase de
flétrissage (18 a 32 heures) ou les feuilles sont étendues au soleil en couches minces sur
des lits en toile afin de rendre la feuille plus souple, pour pouvoir la rouler et lui donner
la forme souhaitée. Ensuite, il y a la phase de roulage, au cours de laquelle les cellules
des feuilles se brisent et libérent ’enzyme polyphénol oxydase qui déclenche la
fermentation. La production de thé Oolong s’arréte a ce stade d’oxydation, par
dessiccation a une température de 90-100 °C. C’est pour cette raison qu’on dit que c’est

un thé semi-fermenté.

Cependant, pour le thé noir, le flétrissage et le roulage sont des étapes
préparatoires pour la fermentation qui dure d’une a trois heures. Les réactions
d’oxydation (fermentation) conduisent a la polymérisation des catéchines et forment
ainsi de nouvelles substances notamment les théaflavines et les théarubigines (Haslam
2003; Gong et al.,, 2012). Ces demiéres sont responsables de la couleur rouge-brun du

thé noir et son goiit unique (Robert et Smith, 1961).

Tout comme le thé noir, le thé Pu-erh est également un thé fermenté, toutefois il se
démarque des autres thés fermentés parce que lors de sa fermentation il subit un
stockage prolongé ou un vieillissement (Duh et al., 2004). Il est souvent dit thé sombre
ou thé noir-noir, c’est pour cette raison qu’il est parfois confondu avec le thé noir.
Traditionnellement il est fabriqué avec des feuilles de vieux théiers sauvages de
Camellia sinensis var. assamica. Aprés la cueillette, les feuilles sont fermentées

artificiellement pour six mois a un an avec des microorganismes. Ce processus de
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fermentation entraine des concentrations plus faibles en polyphénols (Zhang et al,

2011).

Sur le marché actuel, on trouve également une grande variété de thés aromatisés et
parfumés. Autrefois déja, les Chinois et les Japonais aromatisaient leurs thés de fleurs ou
d'épices. Par exemple, le thé au jasmin (le plus ancien des thés aromatisés) était préparé
par roulage des feuilles de thé dans des fleurs de jasmin, les fleurs s'ouvrant et parfument
le thé pendant la nuit. Aujourdhui les procédés d’aromatisation sont plus modemes :
les feuilles de thé, une fois séchées, sont pulvérisées d'huiles naturelles de fleurs, de
fruits ou encore des mélanges de morceaux secs de fruits, de pétales et différents
ingrédients par exemple de graines de riz et d’épices. Les aromatisations sont possibles

sur tous les types de thés.

Contrairement aux thés, les tisanes sont dépourvues de la caféine (théine). Ce sont
des infusions de feuilles, de racines, d'écorce, de graines ou de fleurs de différentes
plantes possédant généralement des vertus médicinales. Selon la plante choisie, la tisane
peut étre calmante, digestive ou encore anti-nauséeuse. Autre différence entre les thés et
les tisanes, c’est la fagon de préparation : 1a majorité des thés sont infusés dans une eau
chaude a 95°-100 °C. La tisane quant a elle peut étre infusée ou encore préparée en
décoction c’est-a-dire que la tisane (feuilles, de racines, d'écorce, de graines ou de

fleurs) est jetée dans 1’eau bouillante et mise a infuser une quinzaine de minutes.

Le Rooibos est une tisane confondue le plus souvent avec les thés. Rooibos
signifie en Afrikaans (langue néerlandaise parlée en Afrique du Sud) «buisson
rougeatre ». Cette tisane d’ailleurs est connue sous le nom de thé rouge. Son nom
scientifique est Aspalathus linearis. 11 ne pousse que dans les montagnes d’Afrique du
Sud. Toutes les initiatives de le faire pousser ailleurs ont échoué (Joubert, 1997).
Pour sa fabrication, les rameaux et les feuilles sont récoltés et passés dans des rouleuses
pour casser les fibres. Ensuite, la fermentation débute et peut durer quelques heures,
généralement en plein air pour étre ensuite laissée sécher au soleil (Nakano et al., 1997).

Durant la fermentation, les polyphénols sont oxydés ce qui donne une couleur rouge a la
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feuille de couleur verte a I’origine (Joubert, 1997). Il existe aussi une forme non
fermentée appelée rooibos vert. Il est plus riche en antioxydant puisqu’il a conservé la

majorité de ses polyphénols (Hong et al., 2014).

Comme toutes les tisanes, le Rooibos ne contient pas de caféine. 1l contient
cependant, comme les thés une quantité de tanins (Nakano ef al, 1997). Ces derniers
représentent une classe de polyphénols localisés dans les vacuoles des plantes. De plus,
le rooibos est riche en polyphénols, en particulier en flavonoides dont I’aspalathine
(rooibos est la seule source naturelle connue). Cette derniere est réputée pour ses
propriétés antioxydantes présentes en forte quantité dans le rooibos vert (non fermenté).
Toutefois, la présence d’ascorbate dans le rooibos indiqué par certains articles n’a pas

été confirmée (Joubert, 2008).

Outre l'arOme et le gofit attractif des différents types de tisanes, il est connu qu’ils
représentent une source majeure de polyphénols dans notre alimentation (Shahidi, 2000).
Effectivement, maintes études ont confirmé le pouvoir antioxydant de plus de
400 plantes médicinales (Toda et al., 2005; Xu et al., 2000; Namba ef al., 1986), pouvoir
principalement attribué a leurs concentrations élevées en polyphénols (par exemple les
flavonoides, acides phénoliques, tanins) (Rice-Evans et al, 1996). Les polyphénols
peuvent jouer un réle majeur dans la prévention contre plusieurs maladies notamment le

cancer (Cai et al., 2004).

Les jus sont une autre source non négligeable d'antioxydants (oligoéléments,
vitamines, haute teneur en polyphénols) dans notre alimentation (Fernandez de Simon
et al., 1992; Block et Langseth, 1994; Mayer et al., 1997; Anese ef al.,, 1999). Tous ces
¢éléments sont liés a la protection contre les DRO et les maladies issues du stress oxydant
(Heber, 2004). En effet, par exemple la consommation de jus de grenade ainsi que de jus
de canneberge peut prévenir les maladies cardiovasculaires, les troubles neurologiques et
le cancer (Loren et al., 2005; Ruel et al., 2008). De méme, une étude clinique de Li et

ses collaborateurs (2004) suggérent que la consommation quotidienne de jus d’agrumes



49

accompagnée d’une tasse et plus par jour de thé vert serait la cause d’une forte

diminution de I’incidence des cancers.

2.8 Objectifs

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydo-réduction et la nature

diversifiée des antioxydants (hydrophiles et|hydrophobes), il n’existe pas a ce jour une

méthode universelle pour la mesure de la CA. La plupart des auteurs reconnaissent que

la CA est complexe et ne peut étre estimée que par une seule méthode, mais sans aucune

indication pour savoir comment choisir entre les méthodes ou comment combiner les

valeurs quantitativement. Par conséquent, ce projet s'est donc fixé pour objectifs :

i)

iii)

Estimer et comparer la CA de divers 52 divers produits végétaux (thés, tisanes
et jus) par 6 méthodes les plus usitées et potentiellement complémentaires

soient ABTS, Folin-Ciocalteu, FRAP, DPPH, et ORAC-RP, ORAC-LP.

Comparer les corrélations entre les méthodes utilisées afin d’identifier parmi
elles, celles qui sont complémentaires et éviter les méthodes fournissant la

méme information (redondantes).

Identifier les facteurs qui déterminent et expliquent le mieux les différents
aspects de la CA de nos breuvages (thés, tisanes et jus) par I’analyse en
composante principale (ACP) qui donne une meilleure orientation sur les

méthodes qu’on doit utiliser.

Calculer un méta-paramétre pour la mesure de la CA globale basé sur les
résultats de I’ACP spécifique a nos breuvages (thés, tisane et jus), et proposer
ainsi une technique reproductible pour exprimer la CA globale permettant de

comparer et de classifier différents échantillons.


http://www.rapport-gratuit.com/

CHAPITRE III

MATERIELS ET METHODES

3.1 Origines des échantillons

Les 42 échantillons thés et les tisanes testées dans cette maitrise ont été achetés
chez la boutique David’s Tea, alors que les 10 jus provenaient d’un supermarché local
(Trois-Riviéres). Les produits chimiques ont été achetés chez Sigma-Aldrich et VWR

International Ltée.

3.2 Préparation des infusions

Les feuilles de thés et de tisanes (masse séche) ont été pesées a 2,00 £ 0,005 g.
Ensuite, elles ont été infusées pendant 10 minutes dans 200 mL d'eau du robinet
bouillante. Pour minimiser 1'évaporation, un couvercle d'une boite de Pétri a été placé
sur le dessus du récipient pendant I’infusion. L’infusion a été refroidie a 37 °C dans un
bain-marie. Enfin, 10 mL de I’infusion ont été dilués dans 40 mL d'eau distillée pour
constituer la solution meére (Dubeau et al, 2010, Pellegrini ef al., 2003). Les infusions

des thés et tisanes ont été préparées le jour méme des mesures de la CA.

3.3 Séparation des phases aqueuses et organiques des jus

Les jus contiennent généralement une phase solide (ex. pulpe) qui ne peut pas
réagir avec les réactifs utilisés dans les différentes méthodes de mesure de CA.
Puisque cette phase solide contient des substances qui une fois ingérées avec le jus puis
digérées peuvent agir comme antioxydants, les CA des phases liquide et solide ont été

mesurées isolément puis additionnées pour estimer la CA totale de jus.
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L’extraction des jus a été réalisée selon Sanchez-Moreno et ses collaborateurs
(2006). Deux fractions, aqueuse (AQ) et organique (OR provenant de la phase solide en
suspension), ont été préparées a partir des jus et utilisées pour la mesure de la CA.
Trente grammes de chaque jus ont ét¢é mélangés avec 10 mL d'eau et centrifuges a
12 000 rpm pendant 20 min & 4 °C. Le culot a été resuspendu avec 20 mL d'une solution
d’eau et centrifugé 2 10 000 rpm pendant 15 min a 4 °C. Pour obtenir une fraction

aqueuse AQ, les surnageants ont ét€ combinés.

Le culot a été ensuite extrait trois fois avec 20 mL de Tétrahydrofurane (THF) et
centrifugé a 10 000 rpm pendant 10 min a 4 °C. Pour obtenir une fraction organique OR
(solide), les surnageants ont été combinés. Le solvant dans la phase organique
a été évaporé a sec avec un évaporateur rotatif. Le résidu organique a été dissous
dans 3 ml d'une solution de Tween 20 (10 % THF) pour constituer la phase solide.
(Sanchez-Moreno et al., 2006).

~Les CA des deux fractions ont été mesurés séparément. La CA de la phase solide
(par unité de volume de jus initial) a été trés faible (Tableau 4.4). Pour éviter d’inclure
de faibles valeurs dans I’ACP, ces valeurs ont ét¢ additionnées a la CA de la phase

liquide pour donner la CA totale pour un jus donné.

3.4 Méthodes de dosages de la capacité antioxydante
34.1 ABTS

Une premiére estimation de la CA a été réalisée en utilisant le radical ABTS selon
Re et ses collaborateurs (1999) comme suit : 6,6 mg de persulfate de potassium a été
ajouté comme agent oxydant a 38,4 mg d'azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonate)
de sel d’ammonium dans 10 mL d'eau distillée pour former la solution aqueuse d'ABTS.
Le mélange a été laissé dans l'obscurité pendant 16 heures. Pour la mesure de CA, 2 mL
de la solution ABTS ont été dilués dans 150 mL d'eau distillée afin d’obtenir des valeurs
initiales d'absorbance de 0,700 + 0,010 & 734 nm. Ensuite, 150 pLL de I’échantillon ont



52

été ajoutés dans une cuvette en plastique & 3 ml de la solution d'ABTS et I'absorbance a
été lue aprés 6 min. Une courbe d'étalonnage standard a été construite avec différentes
concentrations du Trolox. La CA a été exprimée en équivalent mM Trolox (Trolox

equivalent antioxidant capacity, TEAC) (Dubeau et al., 2010).

34.2 DPPH

La mesure du piégeage du radical DPPH a été effectuée selon la méthodologie
décrite par Brand-Williams et ses collaborateurs (1995). Une solution de DPPH a
0,5mM a été préparée dans 1’éthanol quotidiennement. Le mélange réactionnel était
composé de 0,5 mL d'échantillon, 3 mL d'éthanol absolu et 0,3 mL de la solution DPPH.
Le blanc a été préparé en mélangeant 3,3 mL d’éthanol et 0,5 mL d’échantillon.
Alors que le mélange de 3,5 mL d’éthanol et 0,3 mL de la solution de DPPH a servi
comme contrdle. L’absorbance a été lue a 517 nm apres 30 min de réaction a I’obscurité.

La CA a été calculée en pourcentage selon Mensor et al. (2001) :

AA% = 100- ((ADbS gchantillon ~AbS blanc) X 100)/ (AbS contrslc)

Une courbe d'étalonnage de la vitamine C a été tracée (différentes concentrations
de la vitamine C en fonction de leur AA%). Les résultats finaux étaient exprimés en

équivalents de vitamine C uM.

3.43 FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

Le test de la FRAP a été fait selon Benzie et Strain (1996). Pour préparer la
solution FRAP : 10 mM TPTZ (2, 4,6-Tris (2-pyridyl)-s-triazine) et 20 mM de chlorure
ferrique ont ét€ dilués dans 300 mM de tampon acétate de sodium ajusté a un pH 3,6
avec un ratio 01:01:10. Trois millilitres de la solution FRAP a ont été mis dans une
cuvette puis 100 pL de ’échantillon y ont été ajoutés. L’absorbance du mélange a été

mesurée a 593 nm aprés 4 minutes de réaction (Benzie et Strain, 1996).
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Le sulfate ferreux heptahydraté FeSO4.7H,O a été utilisé comme standard a

différentes concentrations. La CA a été exprimée en mM FRAP.

3.4.4 TFolin-Ciocalteu

La méthode de Folin-Ciocalteu a été réalisée selon Singleton et ses collaborateurs
(1999). Vingt-deux millilitres d’eau distillée ont ét¢ ajoutés a 10 mL d’extrait
d’échantillon et 2 2 mL du réactif commercial Folin. Le mélange a été agité et laissé
réagir pendant 5 minutes, ou 6 mL d’une solution de NaCOj; (2 g/L) y ont €té ajoutés.
Le tout a été agité puis laissé réagir pendant 100 minutes a [’obscurité.
Ensuite 1’échantillon a été centrifugé a 7000 rpm pour 7 minutes a 4 °C. L’absorbance a

été mesurée a 760 nm (Dubeau et al., 2010).

Une courbe d'étalonnage standard a été construite avec différentes concentrations

d’acide gallique. La CA a été exprimée en mg d'équivalent acide gallique/L.

3.4.5 ORAC rouge pyrogallol (ORAC-RG)

L’ORAC rouge pyrogallol a été réalisé selon Poblete et al. (2009). Des solutions
meres de rouge pyrogallol a 0,1 mM, d’AAPH a 40 mM et une solution de tampon
phosphate a pH = 7,4 (75 mM) ont été préparées et incubées a 37 °C dans un bain-marie.
Un mélange réactionnel contenant le rouge de pyrogallol a (5 uM), AAPH (10 mM), a
été préparé par le mélange de : 35 mL de tampon phosphate, 2,5 mL de la solution de
pyrogallol, 200 pL. de I’échantillon ou du standard et enfin 12,5 mL d’AAPH.
Aprés avoir introduit ’AAPH en dernier, I’absorbance a été mesurée toutes les

2 minutes pendant 45 minutes a 540 nm.

Des courbes de décroissance de 1’absorbance du rouge de pyrogallol en présence
de I’échantillon ou non ont été tracées en fonction du temps, et la différence entre 1’aire
sous les deux courbes de décroissance a été calculée (Cao, 1998). Le Trolox a été utilisé

comme standard, et la CA est exprimée en uM équivalent Trolox (TEAC).
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3.4.6 ORAC Peroxydation lipidique (ORAC-PL)

L’ORAC peroxydation lipidique a été réalisé selon Dubeau et ses collaborateurs
(2010). Une solution d'acide linoléique a 16 mM a été préparée en ajoutant goutte a
goutte 1 g de 'acide linoléique au tampon borate & 0,1 M, pH 9,0 contenant 0,1 M de
SDS sous agitation continue. L’oxygéne a été chassé du tampon borate par bullage a
l'azote pendant 15 minutes afin de minimiser l'oxydation de l'acide linoléique.
La solution a ét¢ mélangée pendant 10 min et couverte de Parafilm pour assurer sa

clarté, et conservée dans un bain-marie a 37 °C sous une atmosphére d'azote.

Le mélange réactionnel a été préparé a 37 °C en ajoutant 50 mL de tampon
phosphate salin PBS a 50 mM, pH = 7,4 ont été ajoutés a 500 pL de la solution d'acide
linoléique, 130 pL de I’échantillon et 2,5 mL d’une solution AAPH & 8 mM comme
générateur de DRO. Le mélange a été agité doucement et des échantillons de 3 mL ont
¢été mis dans une cuvette en quartz et ’absorbance a ét¢ mesurée a 234 nm a des

intervalles de 5 min pendant 45 min.

La CA a été calculée comme la différence entre les aires sous les courbes d’A234
en fonction du temps de la peroxydation d’acide linoléique mesurée en absence et en
présence d’échantillon. (Dubeau er al., 2010). Le Trolox a été utilisé comme standard,

la CA est exprimée en uM Trolox.

3.5 Analyses statistiques

Pour arriver a calculer un méta-paramétre de la CA, nous avons réalisé dans une
premiére étape une analyse en composantes principales (ACP) sur la matrice des
52 échantillons X 6 méthodes. L’ACP est une méthode descriptive qui projette les
valeurs de la CA de nos 52 échantillons X 6 méthodes dans une nouvelle représentation
géométrique. Ainsi, ’examen des plans factoriels permet: i) de visualiser les

corrélations entre les méthodes utilisées et donner une orientation sur le choix des
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méthodes 2 retenir pour le calcul du méta-paramétre de la CA (Kourti, 2005), et ii) de

mieux comprendre les principaux facteurs contribuant a la variation des valeurs de CA.

Dans une deuxiéme étape, pour arriver a calculer un méta-paramétre de la CA qui
pourrait s’appliquer a tout nouvel échantillon (thés, tisanes, jus) ne figurant pas parmi
ceux que nous avons utilisés, nous avons créé une nouvelle variable virtuelle (Y’) basée
sur les résultats de ’ACP. L’indice Y’ a été calculé pour chaque échantillon a partir
d’une part de ses coefficients de contribution a la formation de chaque composante (C1,

C2) et d’autre part, du pourcentage de la variance expliquée par chaque composante :

Indice Y’ = (contribution de 1’échantillon selon C1 x % de variance de la C1) +

(contribution de 1’échantillon C2 x % de variance de la C2).

Finalement, pour le calcul du méta-paramétre de la CA globale, une régression
linéaire multiple pas a pas a été réalisée avec les valeurs réelles de la CA des breuvages
et I’indice virtuel (Y’). Cette méthode procéde par élimination ou ajout consécutif de
variables afin de trouver la meilleure équation linéaire de prévision (mode¢le). Le modéele
final est le modéle ou toutes les variables sont significatives avec le critére d'information
d'Akaike (AICc minimum) le plus faible comme une mesure de la qualité du modéle
statistique proposé proposé (Hurvich et Tsai, 1989). L’ACP et la régression linéaire

multiple ont été réalisées avec le logiciel JIMP 10 (2012, France).



CHAPITRE IV

RESULTATS

4.1 Mesures de la capacité antioxydante des thés, tisanes et jus

Dans une premiére partie de mon projet, les capacités antioxydantes (CA) d’une
variété de 52 breuvages (thés, tisanes et jus) ont été évaluées en utilisant 6 méthodes
différentes, soit Folin-Ciocalteu, ABTS, FRAP, DDPH, ORAC-RP, ORAC-LP.
Le tableau 4.1 présente les valeurs de CA des différents échantillons, accompagnées de
leur classement relatif. Le tableau 4.2 montre les moyennes ainsi que les déviations
standards pour les sept types de breuvages (les thés verts, Oolong, blancs, noirs, Pu-erh,

les tisanes et les jus) et ce pour les 6 méthodes utilisées.

Les valeurs de CA présentées dans le tableau 4.1 montrent de larges variations au
sein d’'une méme méthode ainsi qu’entre les méthodes. Tout d’abord, si I’on considére
les valeurs de CA estimées par la méthode Folin-Ciocalteu par exemple, la valew
maximale mesurée pour le thé vert Sencha Ashikubo (3.56 mg GAE/ L) est 17,8 fois
supérieure a la valeur minimale trouvée, soit celle de la tisane Baies Toniques (0,20 mg
GAE/ L). Une si large variation dans les valeurs de CA des différents échantillons est
souhaitable pour donner plus de robustesse aux analyses statistiques et ainsi mieux

mettre en évidence les facteurs qui expliquent ces variations.

Une autre observation pouvant étre faite d’un examen sommaire des résultats
concerne le classement des différents types de breuvages en termes de CA. Un tel
classement est intéressant méme s’il ne constitue pas un objectif de ce projet.
Globalement, malgré quelques différences entre les méthodes, on remarque que pour nos
échantillons, le classement par moyenne des différents types de breuvages allant des
plus antioxydants vers les moins antioxydants est le suivant : thés noirs, thés verts,

thés Pu-erh, thés Oolong, thés blancs, jus et les tisanes (Tableau 4.3).
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En plus des larges différences entre les CA des échantillons et des types de
breuvages estimées par une seule méthode, il importe de remarquer des différences
notables entre les CA provenant de différentes méthodes. Une telle différence inter-
méthodes peut étre illustrée de deux fagons. Tout d’abord, le classement d’un breuvage
peut varier grandement selon la méthode utilisée. Par exemple, le jus de bleuets pur se
classe au 5° rang selon la méthode ORAC-LP et au 27° rang selon la méthode FRAP.
Inversement, le thé vert Sejak coréen se trouve au 4° rang selon les méthodes Folin-

Ciocalteu et ABTS, mais au 16e rang avec la méthode ORAC-LP (Tableau 4.1).

De telles variations dans le classement d’un échantillon selon les méthodes
influencent aussi le classement moyen de la CA des types de breuvages (Tableau 4.2).
Par exemple, les thés blancs se trouvent au 3° rang selon les méthodes Folin-Ciocalteu et
ABTS, mais au 7° rang pour la méthode DPPH. Autre exemple, les jus se classent 4es

avec la méthode ORAC-RP, mais au 7° rang pour le FRAP (Tableau 4.3).

Une derni¢re observation & noter au sujet des CA des différents échantillons
concerne celles des jus. Ceux-ci contenaient tous une fraction solide en suspension, et
donc inaccessible lors des dosages de la CA en milieux aqueux. Pour estimer leur
contribution a la CA totale d’un jus, la fraction solide de chacun des jus a été récoltée, de
laquelle les composés hydrophobes ont été extraits par un solvant organique.
Les deux valeurs de CA (solide et liquide) ont été additionnées pour chacun des jus et
utilisées pour les analyses statistiques afin de mieux représenter les propriétés globales

des jus.



Tableau 4.

1

Les valeurs de CA des différents échantillons pour les 6 méthodes utilisées

Breuvages Folin-Ciocalteu ABTS FRAP DPPH ORAC-RP ORAC-LP
mg GEA/L mM Trolox mM CFeSO47H20 pg vit C/L pM Trolox pM Trolox
Thés verts
Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang

Sencha Ashﬂ;u;) ) 3,56 - 1 1,77 1 6,01 3 174,37 _2 394,46 1 ) 402,61 1
Sejak coréen 3,01 4 1,52 4 5,76 5 148,10 5 184,88 14 285,29 16
Puits du dragon 1,53 24 0,80 15 3,05 28 87,46 26 194,00 10 328,64 7
Perles de dragon 3,02 3 1,54 3 592 4 144,29 7 184,50 15 340,32 6
Papillon au jasmin 1,84 19 0,69 21 5,02 10 90,66 23 175,00 23 302,61 11
Matcha matsu 1,21 33 0,28 45 1,73 46 56,15 43 105,42 41 174,48 41
Gyokuro yamashiro 1,98 15 0,74 17 4,41 12 152,30 4 187,18 13 313,04 8
Genmaicha 0,57 48 0,12 50 1,99 43 60,60 39 163,43 30 229,79 30
Genmai Hojicha 0,37 49 0,14 49 0,87 52 46,46 50 69,25 47 117,25 47
Dragon de soie 2,57 8 1,58 2 4,67 11 129,70 12 176,53 21 269,89 17

Breuvages Folin-Ciocalteu ABTS FRAP DPPH ORAC-RP ORAC-LP

mg GEA/L mM Trolox mM CFeSO47H20 pg vit C/L pM Trolox pM Trolox

Thés Oolong
Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang

Oolong au lait -1,37 _ 29 | 0,53 | 26 3,60 22 61,657 37 137:91 377 785,39 15
Tung ting 0,70 45 0,33 40 2,77 32 50,79 46 104,96 42 213,14 35
Oolong au ginseng 1,47 27 0,42 35 3,76 20 117,77 14 166,49 29 239,74 24
Tieguanyin 1,15 36 0,50 28 3,36 26 80,64 30 106,56 40 168,93 42




Breuvages Folin-Ciocalteu ABTS FRAP DPPH ORAC-RP ORAC-LP
mg GEA/L mM Trolox mM CFeSO47H20 pg vit C/L pM Trolox uM Trolox
Thés blancs
Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang
Tiges argentées ) 1,88 o E& o 70,8A1 o 1_4 - 344_ B 725 49,09 49 15;1,; B 437 166,43 43
Pivoine blanche 1,49 26 0,76 16 2,80 31 71,50 34 155,38 42 183,28 40
Bai hao yin zhen 1,34 30 0,47 31 3,52 23 86,73 27 157,83 29 254,57 20
Breuvages Folin-Ciocalteu ABTS FRAP DPPH ORAC-RP ORAC-LP
mg GEA/L mM Trolox mM CFeSO47TH20 pg vit C/L pM Troelox pM Trolox
Thés noirs
Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang
Darjelling first flush 3,14 2 1,49 5 6,05 2 182,20 1 366,11 2 376,20 2
Darjelling second flush 2,61 7 1,37 6 5,21 7 158,70 3 314,00 3 369,31 3
Perles noires au jasmin 2,79 5 0,74 18 4,31 13 115,48 15 174,08 25 291,61 12
Thé noir gyokuro 2,62 6 0,88 11 3,69 21 109,39 17 187,95 12 307,21 9
Lapsang souchang étoilé 2,48 9 1,07 7 5,20 8 115,07 16 248,56 4 355,15 5
Thé noir sauvage de yunnan 2,40 10 0,73 19 3,96 16 130,56 11 198,29 9 306,44 10
Thé noir de Népal 2,35 11 0,91 9 3,89 17 139,56 9 216,30 6 361,08 4
Earl Grey 2,33 12 0,91 10 5,04 9 123,31 13 172,62 26 268,83 18
Kenyan Tinderet 2,20 13 0,84 13 6,16 1 137,44 10 176,84 19 249,02 21
Assam de banaspaty 1,99 14 0,88 12 4,03 15 146,52 6 174,92 24 225,48 32
M¢élange himalayen 1,95 16 0,70 20 3,86 18 140,72 8 175,92 22 291,42 13
Laspsang souchang 0,74 43 0,07 52 2,02 42 60,04 40 67,87 48 113,43 48




Breuvages Folin-Ciocalteu ABTS DPPH ORAC-RP ORAC-LP
mg GEA/L mM Trolox mM CFeSO47H20 pg vit C/L pM Trolox pM Trolex
Thés Pu-erh
Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang

Pu'erh sheng 1,73 21 0,66 23 3,76 19 105,27 20 177,60 18 24;,;)0 23
Pu’erh doré 1,40 28 0,54 25 3,02 29 87,76 25 182,66 17 231,99 27

Breuvages Folin-Ciocalteu ABTS DPPH ORAC-RP ORAC-LP

mg GEA/L mM Trolox mM CFeSO47H20 pg vit C/L uM Trolox pM Trolox

Tisanes
Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang

Guayusa biol_ogiq_ué - _0,72 44 0,33 ) 41 1,76 4_5 - 54,82 44 70,32 46 _12_5,01 46
Rooibos vert 1,91 17 0,96 8 5,71 6 87,86 24 156,61 33 286,92 14
Rooibos biologique 1,84 20 0,62 24 2,72 34 105,33 19 159,37 31 234,19 26
Punch a I'hibiscus 1,73 22 0,32 42 3,48 24 105,91 18 101,05 43 197,64 37
Super gingembre biologique 1,51 25 0,50 29 4,08 14 94,88 21 170,09 27 243,47 22
Menthe verte 0,75 41 0,34 39 2,34 37 73,99 33 88,33 44 157,64 44
Myrte citronnée 0,74 42 0,21 46 1,66 48 71,09 36 79,21 45 135,34 45
Amour menthé poivrée 0,66 46 0,16 48 2,56 36 49,77 48 65,88 49 69,69 51
Bravissimo 0,37 50 0,18 47 1,08 51 38,81 51 50,10 52 26,35 52
Camomille égyptienne 0,29 51 0,28 44 1,70 47 50,40 47 54,08 51 89,89 50
Baies tonique 0,20 52 0,09 51 1,23 50 31,08 52 31,08 50 94,38 49




Breuvages Folin-Ciocalteu ABTS FRAP DPPH ORAC-RP ORAC-LP
mg GEA/L mM Trolox mM CFeSO47H20 pg vit C/L pM Trolox BM Trolox
Jus
Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang Valeur Rang

Jus de bleuets purs 1,50 23 0,64 22 295 27 85,71 22 234,85 5 24398 19
Jus de canneberges 1,26 31 0,50 27 2,54 35 69,76 32 178,07 11 217,95 25
Garden cocktail tomates 1,14 34 0,38 37 2,82 30 81,27 28 199,64 7 215,59 28
Jus de grenades 1,20 32 0,40 36 2,18 38 74,95 31 169,10 20 207,11 33
Tropicana jus d'orange 1,17 35 0,43 34 2,17 40 77,44 29 175,40 16 214,09 29
Jus de tomates sans additifs 1,01 37 0,44 33 2,64 33 68,33 34 193,59 8 210,00 31
Jus de carottes 0,96 38 0,45 32 2,17 39 53,31 42 164,08 28 204,36 34
Oasis fruits et 1égumes 0,84 39 0,47 30 2,08 41 48,72 45 126,20 38 187,62 36
Smoothies mangue 0,72 40 0,29 43 1,89 44 58,60 38 133,53 36 181,30 38
Jus de pomme 0,61 47 0,34 38 1,41 49 55,00 4] 110,99 39 175,76 39
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Tableau 4.2

Moyenne de la CA de différentes catégories de breuvages pour les 6 méthodes utilisées

Catégories Folin- ABTS FRAP DPPH ORAC-RP ORAC-LP
de Ciocalteu  mM Trolox mM pg vit C/L uM Trolox uM Trolox
breuvages mg GEA/L CFeSO47H20
Thés verts 1,96 +£1,01 0,91 + 0,60 3,94+1,79 109 + 43,81 183,46 + 80,19 276,4 +79,2
Oolong 1,17+£0,29 0,44 + 0,07 3,37+ 0,37 77,71 £ 25,47 128,98 + 25,39 226,8+422

Thésblancs  1,57+£022 0,68+0,14  325+£032  69,11£1545  1555+1,75  201,4+382
Thés noirs 23+0,56 0,88+033  445+1,10 12991 +£28,69 206,12+72,76  292,9+713

Pu-erh 1,56+0,16 0,60+006  3,39+0,37 96,51 +8,75 180,13 2,53 237,5+5,5

Tisanes 0,97+ 0,61 0,36 £ 0,23 2,57+1,32 69,44 + 2522 96,35+ 42,58 150,9+ 77,6

Jus 1,09£0,26 0,44+009  2,31+046 69,57+ 12,59  173,62+36,7  201,5+21,7
Tableau 4.3

Classement des moyennes de différentes catégories pour les 6 méthodes utilisées

Catégories Folin- ABTS FRAP DPPH ORAC-RP ORAC-LP
de Ciocalten  |M Trolox mM pg vit C/L uM Trolox uM Trolox
breuvages  mg GEA/L CFeSO47H20
Thés verts 2 1 2 2 2 2
Thés Oolong 5 5 4 4 6 4
Thés blancs 3 3 5 7 5 6
Thés noirs 1 2 1 1 1 1
Thés Pu-erh 4 4 3 3 3 3
Tisanes 7 7 6 6 7 7
Jus 6 5 7 5 4 5

4.2 Matrice de corrélations entre les méthodes de la capacité antioxydante

De maniére générale, les valeurs de CA des 52 breuvages (thés, tisanes et jus) qui
ont été évaluées en utilisant 6 méthodes différentes (Folin-Ciocalteu, ABTS, FRAP,
DDPH, ORAC-RP, ORAC-LP) sont bien corrélées (avec des valeurs de R? entre
celles-ci allant de 0,477 a 0,853). Pour déterminer celles fournissant des informations

similaires (donc redondantes) et celles qui donnent des informations complémentaires,
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nous avons tout d’abord calculé la matrice de corrélation entre les 6 méthodes présentées

dans tableau 4.4.

Les coefficients de corrélations hautement significatives ont été observés entre
les méthodes Folin-Ciocalteu avec celles de I’ABTS et du FRAP, pour des valeurs R?
de 0,853 et 0,801 respectivement. Les plus faibles coefficients ont été trouvés entre
I’ORAC-RP vs ABTS, DPPH et FRAP, avec des valeurs de R* de 0,577, 0,477 et 0,573

respectivement.

Les résultats du tableau 4.4 sont cohérents avec ceux du tableau 4.1, suggérant que
les méthodes ne sont pas toutes équivalentes pour estimer la CA, et qu’il y a des
méthodes similaires et d’autres complémentaires. D’aprés les coefficients de corrélation,
il semble avoir deux groupes de méthodes, les deux méthodes ORAC d’une part et les
quatre autres méthodes d’autre part. En effet, les deux méthodes ORAC sont assez bien

corrélées entre elles, mais peu avec les quatre autres méthodes, et vice versa.

Tableau 4.4

Matrice des coefficients de corrélation R” entre les valeurs provenant
des six différentes méthodes d’estimation de la CA

Folin- ABTS FRAP DPPH ORAC-RP ORAC-LP
Ciocalteu

g(i)(l)icne;lteu 1 0,835 0,801 0,797 0,591 0,704
ABTS | 0,730 0,667 0,577 0,604
FRAP | 0,707 0,477 0,627
DPPH 1 0,573 0,643
ORAC-RP 1 0,746
ORAC-LP 1

4.3 Analyse en composantes principales

Pour tenter de mieux identifier les principaux facteurs contribuant a la variation

des valeurs de CA selon les échantillons et les méthodes utilisées, nous avons effectué
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dans notre deuxiéme partie expérimentale une analyse en composantes principales

(ACP) a partir de la matrice de données des 52 breuvages x 6 méthodes.

L’examen du plan factoriel de I’ACP (Figure 4.1) obtenu permet en premier lieu
de constater que 92,2 % de la variance initiale est expliquée par les deux premiéres
composantes, dont 84,9 % par la composante principale 1 (axe horizontal), et 6,64 % par
la composante principale 2 (axe vertical). En second lieu, ’ACP permet de visualiser
la répartition des valeurs de CA des différents échantillons qui se présentent sous forme
de points, en fonction des composantes 1 et 2. Les variables contribuant le plus a la
formation des axes sont celles dont les coordonnées sur ces axes (1 ou 2) sont les plus
¢levées. En se déplagant de gauche a droite (valeurs croissantes sur cet axe 1),
on remarque globalement que les différents types des breuvages (tisanes, jus, thés) sont
distribués selon le méme ordre croissant de la CA de ces différents types (Tableau 4.1),
soit les tisanes a la gauche de 1’axe 1 (valeurs négatives), puis les jus, les thés blancs et

Oolong, et enfin les thés verts et noirs a la droite de I’axe 1 (valeurs positives).

En ce qui concerne 1’axe 2, il est facile de remarquer que toutes les tisanes se
situent dans la partie inférieure (valeurs négatives), tandis que tous les jus se trouvent
sans exception dans la partie supérieure (valeurs positives). Quant aux valeurs des autres

types de breuvages, elles sont distribuées plut6t indépendamment de 1’axe 2.
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Plan factoriel de I'ACP
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Figure4.1  Plan factoriel de I’ACP effectuée sur les valeurs de capacité antioxydante
de 52 échantillons (thés, tisanes et jus) estimées par 6 méthodes
différentes.

Aprés I’examen de la distribution des breuvages (points), la disposition des
vecteurs représentant les 6 méthodes sur I’ACP fournit aussi des informations
importantes pour comprendre les facteurs expliquant la CA de nos échantillons.
Tout d’abord, tous les vecteurs représentant les méthodes sont orientés dans la méme
direction, pointant vers la partie positive de 1’axe 1. Elles sont assez éloignées de 0, et
les angles qu’elles forment sont inférieurs & 90 °C. Ceci suggere que les méthodes
donnent globalement la méme information, étant toutes positivement corrélées.
Puisque 1) tous les vecteurs des méthodes sont orientés du méme c6té de 1’axe de la
composante principale 1 (axel horizontal), 2) les valeurs des CA sont distribuées sur cet
axe selon un gradient croissant de la CA des différents types de breuvages, et 3) I’axe 1
représente facteur expliquant le plus (84 %) la CA, il est aisé de suggérer que cet axe
représente la teneur en antioxydants d’un échantillon (la concentration de métabolites

antioxydants), teneur qui déterminerait le plus la CA de cet échantillon.
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Pour ce qui est de I’axe 2 (vertical), il est intéressant de noter que les vecteurs des
méthodes sont répartis en deux groupes : les deux méthodes ORAC (RP et LP) dans la
partie supérieure de ’axe 2, et les quatre autres méthodes (FRAP, Folin-Ciocalteu,
ABTS, DPPH) dans la partie inférieure. Cette disposition des méthodes concorde avec la

matrice des coefficients de corrélation (Tableau 4.4).

Il est intéressant de noter que ces deux groupes de méthodes reposent sur des
mécanismes de réaction d’oxydo-réduction différents, soit le type de réaction HAT ou
transfert d’atome d’hydrogene pour les deux méthodes ORAC, et le type de réaction
SET ou transfert simple d’un électron pour les quatre autres méthodes. Par conséquent,
’axe 2 représente donc assez clairement le type de réaction d’oxydo-réduction impliqué

dans le dosage de la CA : transfert d’un atome d’hydrogéne.

4.4 Analyse en régression linéaire multiple

L’ACP est grandement utile pour faciliter I’interprétation des principaux facteurs
expliquant la variance entre les valeurs de CA provenant de différents types
d’échantillons et obtenues par différentes méthodes. De plus, nous avons utilisé
davantage les résultats de I’ACP en calculant un indice « virtuel » de la CA dénoté Y,
indice qui servira de base au calcul par régression multiple pas-d-pas d’un
méta-parametre de la CA qui pourrait s’appliquer a tout nouvel échantillon (thés, tisanes,

jus) ne figurant pas parmi ceux que nous avons utilisés.

Pour ce faire, nous avons ainsi créé cet indice virtuel Y’ de CA basé sur les
coordonnées (ou projections) des différents échantillons (points) sur les axes 1 et 2 de
I’ACP. Ces coordonnées ont ensuite été pondérées selon les pourcentages de la variance
expliquée par chaque axe (CP1 et CP2). Pour éliminer les valeurs négatives
des coordonnées se trouvant sur la partie gauche de ’axe 1 et inférieure de ’axe 2,
la valeur positive de la valeur minimale (ex.: -3,97) a été ajoutée a chaque valeur
(ex.: -3,97 + 3,97 = 0; 2,01 + 3,97 = 5,98, etc.), et ce, pour chaque axe. Ainsi, pour

chaque échantillon, I’indice Y’ a été calculé ainsi :
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Y’ = ((valeur positive de la valeur minimale sur CP1 + valeur de 1'échantillon sur CP1)
x 84,9 %)) + ((valeur positive de la valeur minimale sur CP2 + valeur de

I’échantillon sur CP2) x 6,64 %)).

Les valeurs de [I’indice virtuel Y’ ont été calculées pour chacun des
52 échantillons, puis placées dans la matrice des valeurs «réelles » de CA de ces

¢chantillons estimées par les 6 méthodes.

Une régression linéaire multiple pas a pas, utilisant I’indice Y’ comme variablé a
prédire, et les valeurs « réelles » de CA estimées par les 6 méthodes comme variables
prédictives a ensuite été réalisée en utilisant I’AICc¢ minimum (critére d'information
d'Akaike, une mesure de la qualité du modéle statistique proposé) comme régle d’arrét.
Ceci a permis le calcul du méta-parametre de la CA globale, dénoté ici CA’, par une
régression linéaire multiple pas a pas. Cette régression procede par élimination et/ou
ajout consécutif de variables (ici les variables sont les méthodes) afin de choisir parmi

elles lesquels a insérer a priori dans le mod¢le de méta-parameétre.

Tout d’abord, la régression multiple pas a pas a identifié les valeurs de CA
provenant de la méthode Folin-Ciocalteu (CArotin-Ciocalten) COMmMe premiere variable
explicative. A elles seules, les CArolin-Ciocalten pOuvaient prédire Y’ avec un R? de 0,919
et un AICc de 90.0. Ensuite la seconde variable explicative retenue par la régression
pas-a-pas fut la CA obtenue de la méthode ORAC-RP (CAopracre). En combinant les
valeurs de CAroiin-Ciocaltew €t de CAopracrp, la variable Y’ pouvait étre largement
expliquée avec un R* de 0,971, et un AICc de 47.1. L’addition d’une troisiéme variable
(CA mesurée par FRAP) ajoutait peu au modéle, augmentant le R* 4 0,986 (diminuant
I’AICc a 4.6). La définition claire des axes 1 et 2 de ’ACP, ainsi que le faible gain
prédictif apporté par les mesures de CAggrap, justifient ’utilisation que des variables
CArolin-Ciocalten €t CAorac.rp pour le calcul du méta-paramétre CA’ selon 1I’équation

suivante :

CA’ =-0,632 + (1,594 x CAfolin-Ciocalten) + (0,009 X CAorac-re)
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Le tableau 4.5 montre le nouveau classement des breuvages selon le méta-
parametre de mesure de CA. Le thé vert Sencha Ashikubo est le breuvage le plus
antioxydant dans notre série de breuvages suivit des deux thés noirs darrjeling first et
second flush. Les jus aussi sont mieux classés qu’avec les quatre méthodes SET, c.-a-d.

Folin-Ciocalteu, ABTS, FRAP et DPPH.

Le tableau 4.6 représente le nouveau classement par les moyennes des types de
breuvages qui s’établit maintenant ainsi : noirs > verts > Pu-erh >blancs> jus > Oolong >
tisanes. Ce classement différe du précédent qui changeait selon la méthode utilisée
(Tableau 4.3), qui était globalement comme suit: noirs> verts> Pu-erh> Oolong>
blancs> jus > les tisanes. Les jus comme mentionné plus haut sont mieux classés, alors

que les tisanes sont demeurées les moins antioxydantes.

Tableau 4.5

Classement de 1a CA de différents échantillons calculée avec
le méta-paramétre de mesure de CA global

Breuvages Catégories Valeurs de CA Classement
Sencha Ashikubo Vert 8,59 1
Darjeeling first flush Noir 7,66 2
Darjeelling second flush Noir 6,35 3
Perles de dragon Vert 5,84 4
Sejak coréen Vert 5,82 5
Lapsang souchong étoilé Noir 5,55 6
Perles noires au jasmin Noir 5,38 7
Thé noir gyokuro Noir 5,23 8
Thé noir de Népal Noir 5,09 9
Dragon de soie Vert 5,05 10
Sauvage de yunnan Noir 4,97 11
Earl Grey Noir 4,63 12
Kenyan Tinderet Noir 4,46 13
Gyokuro yamashiro Vert 4,20 14
Assam de banaspaty Noir 4,11 15
Jus de bluets purs : Jus 4,08 16

Mélange himalayen Noir 4,05 17




Breuvages Catégories Valeurs de CA Classement

Papillon au jasmin Vert 3,87 18
Rooibos vert Tisane 3,82 19
Tiges argentées Blanc 3,74 20
Rooibos biologique Rooibos 3,73 21
Pu'erh sheng Pu-erh 3,72 22
Puits au dragon Vert 3,55 23
Super gingembre bio Tisane 3,30 24
Pu’erh doré Pu-erh 3,24 25
Garden cocktail tomates Jus 3,22 26
Oolong au ginseng Oolong 3,20 27
Jus de canneberges Jus 3,17 28
Pivoine blanche Blanc 3,14 29
Punch a I’hibiscus Tisane 3,03 30
Jus de grenades Jus 2,93 31
Bai hao yin zhen Blanc 2,92 32
Jus tomate sans additifs Jus 2,91 33
Tropicana jus d'orange Jus 2,90 34
Oolong au lait Oolong 2,79 35
Jus de carottes Jus 2,52 36
Matcha matsu Vert 2,24 37
Tieguanyin Oolong 2,16 38
Oasis fruits et légumes Jus 1,97 39
Smoothies mangue Jus 1,85 40
Genmaicha Vert 1,74 41
Jus de pomme Jus 1,42 42
Tung ting Oolong 1,42 43
Menthe verte Tisane 1,35 44
Myrte citronnée Tisane 1,26 45
Laspsang souchang Noir 1,15 46
Guaysa biologique Tisane 1,14 47
Amourmenthé poivrée Tisane 1,01 48
Genmai Hojicha Vert 0,58 49
Bravissimo Tisane 0,40 50
Camomille égyptienne Tisane 0,31 51

Baies tonique Tisane 0,27 52




Tableau 4.6

Classements des moyennes de la CA des catégories des échantillons
selon le méta-paramétre de mesure de CA global

Catégories Moyenne Classement
Thés noirs 4,88 +1,47 1
Thés verts 4,15+£220 2
Thés Pu-erh 3,48+0,24 3
Thés blancs 3,27+0,34 4
Jus 2,70 £0,73 5
Thés Oolong 2,39 + 0,67 6
Tisanes 1,78 £ 1,33 7




CHAPITRE V

DISCUSSION ET CONCLUSION

Pour se protéger contre les effets nocifs de ’oxygene, les organismes aérobiques
ont développé des systemes de défense pouvant réguler la concentration cellulaire des
DRO initiés par I’oxydation de ’oxygene. Ces systemes de défense reposent sur des
composantes enzymatiques (ex.: superoxyde dismutase, catalase, peroxydase...), et
non-enzymatiques, les « antioxydants » (ex. : vitamines C, E, polyphénols...). Le rdle
des antioxydants principalement d’origine végétale dans la prévention des cancers et des
maladies neurodégénératives ont incité les consommateurs au cours des derniéres années
a porter de plus en plus attention aux produits alimentaires riches en antioxydants.
Ainsi, la consommation de thés, tisanes et jus est en augmentation, a cause de leur teneur
élevée en antioxydants, particuliérement les polyphénols (Wu et al., 2004). Ces demiers
sont connus pour leurs réles de protection des cellules contre les dommages des DRO
(Miller et Rice-Evans, 1999, Pellegrini ef al., 2005). Donc, disposer d’une méthode a la
fois rapide et précise pour la quantification du pouvoir antioxydant est essentielle a la
fois pour estimer la réponse des végétaux aux facteurs de stress environnementaux ainsi
que pour fournir une information importante sur la qualité nutritionnelle des aliments, au

méme titre que les apports en calories, protéines, etc.

Cependant, a cause de la complexité des processus d’oxydo-réduction impliqués
(transfert d’un électron ou d’un atome d’hydrogéne) et la nature diversifiée a la fois des
DRO et des antioxydants, il n’y a pas de méthode universelle par laquelle la capacité
antioxydante (CA) peut étre estimée d’une fagon a la fois globale et précise. En effet, il
existe plutét une large gamme de méthodes, ce qui complique la comparaison des
valeurs de CA trouvées dans la littérature. De plus, ces méthodes reposent sur différents
mécanismes chimiques, soit des réactions d’oxydo-réduction impliquant un transfert
d’atome d’hydrogéne (HAT, Hydrogen Atom Transfer) ou bien un transfert d’électron

(SET, Single Electron Transfer). Ainsi, l'utilisation d'une seule méthode pour évaluer la
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CA est insuffisante pour prendre en compte les différents aspects de la CA (Huang et al.,
2005; Antolovich et al., 2002). Donc, on ne peut pas comparer ou donner un classement
quantifi¢ de la CA de différents échantillons ou aliments, ou encore recommander
officiellement des antioxydants spécifiques en raison de 1’absence d’une méthode
standard. Mais alors, comment choisir les méthodes a utiliser? Puis comment combiner

les résultats de CA obtenus a partir de différentes méthodes de dosage?

Dans ce contexte, mon projet de maitrise cherchait a définir un méta-parametre
pouvant estimer globalement les différents aspects de la CA s’appliquant a différents
types de thés, tisanes et jus. Pour ce faire, j’ai d’abord estimé les CA des 52 échantillons
par 6 méthodes de dosage les plus utilisées. Des analyses statistiques (matrice des
corrélations, 1’analyse multivariée en composantes principales (ACP), et puis une
régression linéaire pas & pas) ont permis tout d’abord de sélectionner les méthodes les
plus pertinentes, c.-a-d. complémentaires et ainsi éviter celles étant redondantes, et
ensuite de définir une équation simple utilisant les CA estimées par deux méthodes
seulement pour déterminer un méta-parameétre pouvant exprimer la CA globale de

52 breuvages (thés, tisanes et jus).

5.1 Mesure de la capacité-antioxydante des thés, tisanes et jus

Dans une premiére partie de ce projet, les capacités antioxydantes (CA) d’une
variété de 52 breuvages (thé, tisanes et jus) ont été évaluées en utilisant 6 méthodes
différentes (Folin-Ciocalteu, ABTS, FRAP, DDPH, ORAC-RP et ORAC-LP).
Les résultats montrent qu’il existe de larges différences de CA entre les échantillons, qui
peuvent varier par presque un facteur 20. Parmi nos échantillons, les tisanes avaient les
plus faibles valeurs de CA (a I’exception des Rooibos) tandis que les thés noirs et verts
¢taient les plus antioxydants. Il importe de rappeler que 1’objectif de ce mémoire n’était
pas de classer les types de breuvages utilisés en fonction de leur CA. Pour cela, il aurait
été nécessaire d’avoir un plus grand nombre d’échantillons provenant de diverses
origines. Notre objectif était plus fondamental, soit d’estimer efficacement et de fagon

fiable les différents aspects de la CA des breuvages (thé, tisanes et jus).
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Il est connu qu’en général, la CA de thés verts est plus élevée que celles des thés
blancs, noirs, et Oolong (Benzie et Szeto 1999; Richelle et al., 2001; Yen et al., 1995).
Les différences de CA s’expliquent a la fois par des différences de concentrations en
polyphénols ainsi que par différents degrés d’oxydation de ces demniers. En effet, les thés
noirs, Oolong et Pu-erh subissent une perte partielle de leur concentration en
polyphénols lors de la fermentation. Effectivement, pendant cette fermentation, les
flavanols des feuilles de thé vert (principalement les catéchines et leurs esters gallique)
subissent une polymérisation oxydative par la polyphénol oxydase (enzyme qui
déclenche la fermentation) conduisant ainsi a la formation des nouvelles substances
notamment les théaflavines et les théarubigines avec une perte partielle de la CA

(Haslam, 2003; Gong et al., 2012; Benzie et al., 1999).

Néanmoins, dans nos échantillons, les CA des thés noirs étaient légérement
supérieures a celles des thés verts. Ceci peut s’expliquer par le fait que certains thés
verts utilisés étaient aromatisés (grains de riz) ou encore moulu (matcha matsu), ce qui a

pu diminuer leur CA.

En accord avec notre travail, des études antérieures comme celle d’Alarcon et
collaborateurs (2008) ont montré que les infusions (tisanes) contiennent moins de
composés phénoliques que les thés. Dans une étude d’Aoshima et collaborateurs (2007),
la CA de thés verts était plus haute que celle de la menthe poivrée et de camomille
(tisanes). Ces auteurs ont montré aussi une corrélation linéaire (R = 0,950) entre la
concentration en polyphénols estimée avec la méthode Folin-Ciocalteu et la CA des thés
mesurée avec la méthode DPPH. La valeur de R® entre les CA estimés par ces

deux méthodes était de 0,797 pour nos échantillons.

Un autre exemple de ’importance de concentration en polyphénols (estimée avec
la méthode Folin-Ciocalteu) d’un échantillon dans sa valeur de CA est foumni par Cai et
collaborateurs (2004), qui ont mesuré la CA de 112 espéces de plantes médicinales
chinoises. Ils ont montré une forte corrélation (R?= 0,93) entre la teneur en polyphénols

totaux (estimée par Folin-Ciocalteu) et I’activité antioxydante estimée par la méthode
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ABTS. Le R? entre ces deux méthodes était de 0,835 pour nos échantillons. De méme,
une ¢tude de Katalinic et collaborateurs (2006) a démontré une forte corrélation entre la
teneur en polyphénols mesurée avec la méthode Folin-Ciocalteu et la CA mesurée par

FRAP de 70 extraits de plantes médicinales.

Si les tisanes présentent généralement de faibles valeurs de CA, nos résultats
montrent qu’une tisane se démarque par un haut potentiel antioxydant, soit le rooibos
souvent nomm¢é thé rouge. Celui-ci contient de nombreux flavonoides, y compris une
dihydrochalcone unique, I’aspalathine. Son activité antioxydante est directement liée a
sa teneur en ce dernier (Von Gadow et al., 1997). Selon Joubert et collaborateurs (2004),
’efficacité de I’aspalathine contre le radical DPPH est supérieure a celui du Trolox et

similaire a celle de la quercétine.

Cependant, nos résultats contredisent ceux rapportés par certains auteurs comme
Lai Leung Kwok et collaborateurs (2001), qui suggerent que les flavines dans les thés
noirs posseédent le méme potentiel antioxydant de catéchines présentes dans les thés
verts. Quant a I’étude de Yen et Chen (1995), ils suggérent que les thés semi-fermentés
(Oolong) sont plus antioxydants que les thés fermentés (noirs) et non fermentés (verts et
blancs). Ou encore, une analyse menée par Hilal (2010) sur 64 différents types de thés
(30 thés blancs et 34 thés verts) provenant de Chine, du Japon, et d’Inde, qui démontre
que les concentrations en polyphénols des thés blancs sont légerement supérieures des

thés verts.

Les études citées ci-haut affirment que les variations dans les valeurs de CA
s’expliquent selon les types de breuvages, qui eux montrent différentes concentrations
en polyphénols et autres antioxydants. Il importe de prendre note que le classement des
CA varie non seulement le type de breuvages (et leur concentration en antioxydants)
mais aussi selon la méthode appliquée. Les classements des CA de nos échantillons
estimés par les méthodes SET (Folin-Ciocalteu, ABTS, FRAP et DDPH) sont assez
semblables, mais ces classements étaient fort différents lorsque les CA étaient mesurées

par les deux méthodes HAT, soit ORAC-RP et ORAC-LP (Tableau 4.1).
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Il est facile de constater sur le plan factoriel de I’ACP (Figure 4.1) que plus que
I’échantillon est situé dans la partie positive de ’axe 2, plus il réagit favorablement avec
les méthodes ORAC. Les jus sont tous dans cette partie positive, et la CA des jus est
mieux classée avec ORAC-RP (4° position) que les méthodes SET (6, 5, 7, et
5° position). Ceci peut étre expliqué par leur forte proportion en flavonoides.
Ces derniers ont la propriété de donation d’atomes d’hydrogéne disponibles dans les
substituants hydroxyles de leurs groupes phénoliques (Sandhar et al,, 2011, Fernandez
de Simon et al., 1992; Block et Langseth, 1994).

Le jus de bleuets purs démontre la CA la plus élevée parmi les jus selon toutes les
méthodes. Ceci concorde avec les travaux d’Halvorsen et collaborateurs (2002), qui ont
mesuré la CA de 310 produits alimentaires, boissons, épices, herbes et suppléments les
plus consommés dans le monde entier par la méthode FRAP. Le jus de bleuets était le

plus antioxydant a cause de sa haute teneur en anthocyanes et polyphénols totaux.

De méme, une étude de Wu et collaborateurs (2004) a démontré que la CA des
bleuets mesurée avec ORAC fluorescéine (ORAC-FL), ABTS et Folin-Ciocalteu était la
plus élevée sur plus de 100 types différents d'aliments, y compris les fruits, les 1égumes,
les noix, les fruits secs, les épices, les céréales. A noter, cette étude a démontré une trés
faible corrélation entre la teneur en polyphénols totaux et la CA mesurée par ORAC-FL.

Ceci est donc cohérent avec nos résultats présentés au tableau 4.4.

Parmi notre série de jus, le jus de pomme avait la plus faible CA. Pourtant la
pomme en tant que fruit est connue pour ses vertus antioxydantes. Une étude
de Nagasako Akazome et collaborateurs (2007) a montré qu’une consommation
quotidienne pendant 12 semaines de capsules de polyphénols (600 mg) extraits des
pommes chez I’humain, diminue le cholestérol, les lipoprotéines de basse densité (LDL)
et le gras viscéral. Toutefois, Van Der Sluis et ses collaborateurs (2006) expliquent la
faible CA de jus de pomme par diminution de contenu en polyphénols lors de sa
fabrication. Leur résultat démontre une diminution de niveaux de flavonoides (3 % des

catéchines et 50 % pour l'acide chlorogénique (acide phénolique)).
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Dans la littérature, beaucoup d’études montrent que les propriétés antioxydantes
d’un produit végétal sont fortement liées a sa teneur en polyphénols (Das et al., 1997;
Cai et al., 2004; Majchrzak et al, 2004; Zujko et al., 2005; Pellegrini et al., 2005,
Li et al, 2007, Aoshima et al., 2007). Le potentiel antioxydant de ces derniers est di a
leurs propriétés redox, qui leur permettent d'agir comme agents réducteurs, des donneurs

d'hydrogeéne ou d’électron et des chélateurs de métaux (Kaur et Kapoor, 2002).

Le pouvoir antioxydant des polyphénols est attribué a la structure catéchol de
l'anneau benzoique, de la position des doubles liaisons et de la quantité de groupements
hydroxyles. L’explication réside dans le fait que ces structures favorisent la

délocalisation d’¢électrons et/ou d’hydrogeéne (Yamasaki et al., 1997).

De plus, le systtme catéchol des polyphénols peut donner un électron a un
oxydant. Le cathéchol oxydé perd ensuite un proton (H+) pour former un radical
phénoxyle non toxique pour les cellules, empéchant ainsi le déclenchement de réactions
d'oxydation en chaine dans les cellules vivantes (Kehrer et Smith, 1994). On peut
prendre ’exemple de flavonoides qui peuvent non seulement inhiber la production des
DRO par la formation d’une liaison avec les enzymes impliquées dans la production de
ces derniers (Cotelle, 2001), mais aussi, stopper la peroxydation lipidique par piégeage

des radicaux peroxyles et arréter ainsi I’oxydation en chaine (Bors et al., 1992).

De méme, les polyphénols représentent de bons chélateurs d’ions métalliques
positifs en échange d’un ou deux protons par I’ion métallique (Ferrali et al., 1997).
Verdan et al. (2011) ont démontré que le potentiel antioxydant des flavonoles
(quércétine, myricétine et morine) est dii en partie a leurs pouvoirs de fixer différents

métaux (Fe**, Cu®" et Zn*).

Il est intéressant de noter que la concentration en polyphénols des végétaux, qui
détermine une grande partie de leur capacité antioxydante, dépend de nombreux facteurs
tels que les conditions climatiques, le moment de récolte, le mode de stockage (Capecka

et al. 2005) ou la partie utilisée pour I’infusion (Carnat et al., 1998; Ivanova et al., 2005,
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Mantle et al.,2000). Ainsi, les propriétés antioxydantes et la teneur en polyphénols des
jus peuvent varier grandement selon la maturité et des cultivars de fruits et 1égumes

récoltés (Wolfe et al., 2003).

Les processus d'industrialisation (ramassage, transport, et la technique de
conservation) diminuent également la teneur en polyphénols (Schwartz et al., 2009).
Effectivement, 1’épluchage est une des premiéres étapes qui affecte la teneur en
polyphénols des fruits et des légumes, en particulier pour les flavonoides et les
anthocyanes, qui sont concentrés dans les parties épidermiques des végétaux.
Par exemple, 50 % des polyphénols sont concentrés dans I’épiderme dans la pomme

(Guyot et al., 2003).

Par ailleurs, une autre étape majeure influengant la concentration en polyphénols
est le traitement thermique. Ce dernier cause une destruction des membranes des plastes
et les membranes cytoplasmiques des cellules, ce qui entraine 1’acces de I’oxygeéne et la
libération des enzymes oxydases tel que la polyphénol oxydase conduisant ainsi a
I’oxydation des polyphénols et la perte de leur pouvoir antioxydant (O’Connel et Fox,
1999). Par exemple, le processus de pasteurisation du jus qui implique un traitement
thermique a 90 °C pendant 1 min (Mermelstein, 1999) peut diminuer la concentration en
anthocyanes (Skrede, Wrolstad et al, 2000), et en vitamines C et E (Abushita et al,
2000). Dans les derniéres années, les chercheurs ont proposé le traitement a haute
pression comme alternative du traitement thermique, qui permet de conserver la CA des
légumes et fruits grace a I’effet d’inactivation du polyphénol oxydase, prévenant ainsi

I’oxydation des polyphénols (Torres et Velazquez, 2005).

Enfin, I’étape de stockage n’est pas neutre et peut affecter la concentration en
polyphénols. Par exemple, il a été rapporté que le jus d’orange dans I’emballage en verre
montre une faible rétention de vitamine C et perd 10 % de la concentration en vitamine

C apres quatre mois de stockage (The Ultimate citrus, 2004).
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5.2 Analyse en composantes principales

Afin d’identifier les principaux facteurs expliquant la variation des valeurs de la
CA selon les échantillons et les méthodes utilisées, nous avons effectué dans la

deuxiéme partie de ce projet une analyse en composantes principales (ACP).

Tout d’abord, les résultats de la matrice de corrélation ainsi que 1’ACP montrent
que les méthodes forment deux groupes distincts selon les types de réaction d’oxydo-
réduction impliquée. En effet, les méthodes de type SET (Folin-Ciocalteu, ABTS, FRAP
et DDPH) sont relativement bien corrélées et sont proches dans le plan factoriel
de ’ACP (présentes dans les parties positives de ’axe 1 et négative de I’axe 2).
L’autre groupe est formé deux méthodes HAT, soit ORAC-RP et ORAC-LP
(Tableau 4.1), elles aussi mieux corrélées entre elles qu’avec les autres méthodes, et bien

discriminées selon I’axe 2 de I’ ACP (présentes dans les parties positives des axes 1 et 2).

Conformément a nos résultats, des études antérieures telles que celle de Gorinstein
et ses collaborateurs (2010) a rapporté une forte corrélation entre la teneur en
polyphénols de fruits exotiques mesurée avec Folin-Ciocalteu et les CA mesurées par
ABTS, DPPH et FRAP. Sanchez et collaborateurs (2007) ont montré également une
forte corrélation entre Folin-Ciocalteu utilisée pour mesurer la teneur totale en
polyphénols et quatre méthodes (ABTS, DPPH, ORAC-FL, syst¢éme modéle caroténe-
linoléate utlisees) pour déterminer la CA des 39 huiles d'olive extra vierge, était de
(R2 = 0,892, 0,805, 0,779, 0,725) respectivement. Dudonne et ses collaborateurs (2009)
ont indiqué une forte corrélation positive entre ABTS et dosages DPPH avec un
coefficient de R = 0,906 pour 30 extraits aqueux des différents végétaux. Par ailleurs, les
travaux de Kim et ses collaborateurs (2003) ont constaté que la CA mesurée par ABTS
était fortement corrélée avec la teneur totale en composés phénoliques mesurée par
Folin-Ciocalteu, avec une faible corrélation entre la CA et la teneur en flavonoides dans

les prunes.
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Tous ces résultats indiquent que les polyphénols contribuent fortement a la CA des
aliments, et qu’ils ont des propriétés redox leur permettant d'agir en tant qu’agents

donateurs d'hydrogéne et d’électron a la fois (Manach et al., 2005).

En contradiction avec nos résultats qui montrent une corrélation faible entre
ORAC-RP et Folin-Ciocalteu, Wada et Ou (2002) ont signalé qu'il y avait une
corrélation élevée entre le contenu phénolique mesuré par Folin-Ciocalteu et la valeur
ORAC dans les framboisiers. Dans cette optique, de nombreuses études ont également
rapporté une forte corrélation entre la teneur totale polyphénols et la méthode ORAC.
Une corrélation hautement significative chez les bleuets en corymbes entre la valeur
ORAC et Folin-Ciocalteu (R = 0,87) (Ehlenfeldt et Prior, 2001), chez la patate douce
(R* = 0,937) (Teow et al., 2007). Huang, Ou et Avant (2005) ont expliqué que le degré
¢levé de corrélation entre les valeurs ORAC et la teneur en polyphénols mesurée par
Folin-Ciocalteu s’explique par leur capacité a céder un atome d'hydrogéne facilement,
donc cette capacité est mieux exprimée par ’ORAC dont le mécanisme se base sur le

transfert d’hydrogéne (HAT).

Les résultats présentés dans ce mémoire démontrent qu’il y a des méthodes
similaires et d’autres complémentaires. Ces méthodes différent par leur mécanisme
(SET, HAT), leurs réactions chimiques (différents radicaux sont utilisés comme cible) et
par leur méthode de calcul. Toutefois, aucune de ces méthodes a elle seule ne suffit pour

estimer adéquatement les différents aspects de la CA d’un échantillon.

En effet, plusieurs auteurs insistent sur la nécessité de caractériser la CA des
aliments par combinaison de plusieurs méthodes, ce qui permet une meilleure validation
des résultats (Pellegrini et al, 2003; Huang et al, 2005; Stratil et al, 2006).
Ils soulignaient également l'importance de trouver un consensus quant au choix des
méthodes a utiliser pour uniformiser les études et pouvoir ainsi standardiser les résultats

(Antolovich et al., 2002; Frankel et Meyer, 2000).
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D’autre part, I’examen de la représentation géométrique obtenue par I’ACP a
permis en premier lieu de constater que tous les vecteurs des 6 méthodes sont orientés
dans le méme sens, contribuant ainsi a la formation de la composante principale 1 avec
un pourcentage de variance de 84,9 %. Ceci indique que I’axe 1 représente le principal
facteur contribuant a la CA d’un échantillon. A ce titre, on peut l'interpréter comme la
concentration de métabolites antioxydants. La dispersion des breuvages confirme
d'ailleurs cette interprétation puisqu'on retrouve les plus antioxydants a droite sur le plan

factoriel, les plus faibles comme les tisanes a gauche.

Quant a la composante principale 2 qui explique 6,64 % de la variance totale, on
note que les deux méthodes ORAC (HAT) sont assez proche, les deux situées dans la
partie positive de 1’axe, contrairement aux quatre autres méthodes SET. Ceci suggere
que I’axe 2 représente le type de réaction d’oxydo-réduction impliqué dans le dosage de
la CA: le transfert d’un atome d’hydrogene. En outre, la disposition des jus (qui se
trouvent dans la partie dans la partie supérieure positive de cette composante et proche
des deux vecteurs ORAC) connus par la forte proportion des flavonoides, qui ont
la propriété de donation d’atomes d’hydrogéne disponibles dans les substituants
hydroxyles de leurs groupes phénoliques (Sandhar et al, 2011) supporte notre

interprétation.

Enfin, les résultats de I’ ACP permettent de démontrer que la mesure de la CA des
breuvages dépend de plusieurs facteurs, dont bien entendu la concentration en
antioxydants (polyphénols). Ainsi qu’a leur nature diversifiée, avec des propriétés
hydrophile ou hydrophobe (il y a des méthodes qui sont adaptées aux antioxydants
hydrophiles, lipophiles ou les deux a la fois), et de leur mécanisme d’action (capacité a

céder un atome d’hydrogene ou un électron).

Toutefois, il faut prendre en compte que cette ACP représente la distribution de la
CA des différents breuvages (thés, tisanes et jus). La présence dans cette analyse de

différentes classes d’aliments tels que des fruits et 1égumes frais, des graines et noix,
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des huiles et boissons alcoolisées pourrait modifier les conclusions de I’ACP, en mettant

en évidence un facteur potentiel non révélé par nos 52 échantillons.

5.3 Analyse en régression linéaire multiple pas a pas

Afin de choisir sur une base rationnelle et quantitative les méthodes a utiliser
parmi une large gamme de méthodes pour estimer adéquatement le pouvoir antioxydant
des aliments ou des plantes, je propose dans cette maitrise un méta-parametre pouvant
estimer de fagon globale la CA de n’importe quel échantillon (thés, tisanes, jus), méme
ceux qui ne figurent pas parmi ceux que nous avons utilisés. Fait intéressant, notre
modéle de méta-paramétre obtenu avec I’analyse de régression linéaire multiple pas a
pas (Stepwise) a retenu une méthode SET (Folin-Ciocalteu) et une méthode HAT
(ORAC-rouge pyrogallol).

Il faut noter que d’apres Prior et collaborateurs (2005), il y a des facteurs qu’il faut
respecter pour choisir la méthode a utiliser pour la mesure de CA. La premiére
considération est que son mécanisme de réaction soit bien défini (SET ou HAT) et
qu’elle soit adaptable pour le dosage des antioxydants hydrophiles et lipophiles a la fois.
Toutefois, dans la littérature, il y a souvent de la confusion et de l'attribution erronée de
mécanismes réactionnels lors de la mesure de la CA (Prior ef al., 2005; Huang et al.,
2005). En réalité les réactions de transfert d'électrons et de transfert d'atome d'hydrogéne
peuvent se produire en paralléle, donc il est difficile de les distinguer. C’est pour cette
raison qu’il faut combiner plusieurs méthodes pour mesurer la CA (Huang et al., 2005,

Serram et al., 2008).

La seconde considération, c’est d’avoir un temps de réaction suffisant pour que les
réactions d’oxydo-réduction atteignent le point de terminaison. Ce qui n’est pas le cas
des méthodes de FRAP et ABTS, étant donné que leur temps de réaction ne dépasse pas
les quatre et six minutes respectivement (Huang et al, 2005). Enfin, il faut que la
méthode utilise un radical biologique, ce qui est reproché aux méthodes ABTS et DPPH,

qui ne représentent pas des radicaux physiologiques (Van den Berg et al., 1999).
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Ainsi, notre modéle de méta-paramétre a choisi les méthodes Folin-Ciocalteu et
ORAC-rouge pyrogallol non seulement en tenant compte du critére d'information
d'Akaike le plus faible, et le coefficient de corrélation le plus haut entre les
deux méthodes, mais aussi de fagon cohérente avec les recommandations mentionnées
plus haut. En effet, ’ORAC-RP est une méthode HAT, qui mesure la CA des
antioxydants hydrophiles et lipophiles a la fois. De plus, I'utilisation de radicaux
peroxyles générés a partir du AAPH peut refléter plus étroitement l'action in vivo en
raison de leur prédominance dans les cellules (Prior et al, 2005). Quant a la méthode
Folin-Ciocalteu (SET), elle mesure la concentration des composés phénoliques ainsi que
la CA, étant donné que son principe est une réaction d’oxydo-réduction (Huang ef al.,
2005). De plus, elle est simple, rapide, peu coiiteuse et ne nécessite pas un équipement

spécialisé (Prior et al., 2005).

Qui plus est, notre mode¢le corrobore les recommandations de « First International
Congress on Antioxidant Method » en 2004, qui recommande [’utilisation de
trois méthodes ABTS, Folin-Ciocalteu et ORAC sans toutefois préciser comment
combiner les valeurs de ces trois méthodes. Ce que notre modéle combine

quantitativement deux de ces méthodes recommandées en un seul méta-parametre.

A la lumiére de ce qui est mentionné plus haut, il est raisonnable de suggérer
I’utilisation de notre modéle de méta-paramétre comme un outil efficace pour exprimer
adéquatement la CA globale et qui peut prend en compte les différents aspects de la CA
de divers breuvages (thés, tisanes et jus) méme ceux qui ne figurent pas dans notre liste

d’échantillons.

5.4 Conclusion

Bien qu'il existe une vaste gamme de méthodes pour déterminer la CA de divers
produits alimentaires et biologiques, il n’y avait pas jusqu’a présent un consensus entre
les auteurs pour le choix de ces méthodes. Cela est en raison que les composés

antioxydants sont multifonctionnels, c’est-a-dire qu’ils peuvent étre hydrophiles et
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hydrophobes a la fois. Ainsi que de la complexité des processus de réactions d’oxydo-
réductions impliquées. Donc, a ce jour il n’y avait pas une méthode universelle par
laquelle I’activité antioxydante peut étre mesurée quantitativement d’une fagon bien

précise.

Le but principal de cette maitrise était d’identifier parmi 6 méthodes de mesure de
CA les plus utilisées, celles qui sont complémentaires, afin de choisir celles pouvant
exprimer le mieux les différents aspects de la CA de nos breuvages (thés, tisanes et jus).
A notre connaissance, cette étude est la premiére a utiliser les résultats de I’analyse en

t composante principale (ACP) pour calculer un méta-parameétre de CA global.

Dans la premiére partie de ce projet, les résultats démontrent de larges variations
au sein de nos breuvages ainsi qu’un classement différent selon les méthodes, cela en
raison de leurs différentes concentrations en antioxydants et du type de réaction

d’oxydo-réduction impliqué.

Dans la seconde partie, 1’analyse en composante principale (ACP) a permis de
constater que toutes les méthodes sont plus ou moins bien corrélées a cause de différents

aspects de la CA. Donc une seule méthode ne suffit pas pour I’exprimer.

Enfin, en utilisant les résultats de I’ACP, un méta-paramétre de CA globale a été
calculé par une régression pas a pas. Ce dernier peut étre utilisé pour exprimer
adéquatement la CA de différent type de breuvages (thés, tisanes et jus) méme ceux qui

ne figurent pas dans notre liste d’échantillons.

Notre projet de maitrise propose un méta-parameétre de CA qui représente un
protocole utile pour la mesure de CA, avec une approche méthodologique précise
simple, rapide, et peu cofliteuse. De plus, notre approche va permettre de réduire le temps
au laboratoire, et fournir des comparaisons significatives d'aliments ou produits

commerciaux.
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Cependant, a la lumiére de nos résultats nous suggérons a des collégues qui
voudraient reprendre cette expérimentation d’analyser des jus naturels (extraits au
laboratoire) qui peuvent présenter une phase solide plus importante. De méme, faire des
extractions avec différents solvants a partir de produits frais (fruits et 1égumes).
Une étude de Pérez-Jiménez et Saura-Calixto (2006) a signalé que la CA dépend de
solvant utilisé. Ces éléments pourront renforcer les résultats de I’ACP et 1’estimation
future de la capacité antioxydante des tissus végétaux et des aliments. Enfin, augmenter
le nombre d’échantillons ou ajouter de nouveaux échantillons solides afin d’avoir une

plus grande base de données que la ndtre et calculer un nouveau méta-paramétre de CA.
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