Outils d’évaluation in vitro de la capacité antioxydante

Mickaél LAGUERRE

Luis Javier LOPEZ-GIRALDO
Jérome LECOMTE

Michel PINA

Pierre VILLENEUVE

CIRAD, Laboratoire de lipotechnie,

UMR 1208 Ingénierie des Agropolymeres et
Technologies Emergentes,

34000 Montpellier

<villeneuve@cirad.fr>

Article recu le 9 mai 2007
accepté le 28 septembre 2007

278 OCLVOL. 14 N° 5 SEPTEMBRE-OCTOBRE 2007

Abstract: Oxidative degradation of lipids leads to quality deterioration of foods and cosmetics and has
received increasing attention as a causative or associative factor in a variety of pathological conditions.
A current very promising way to counteract lipid oxidation is to use vegetable antioxidants for
nutritional, therapeutic or food quality preservation purpose. A major challenge is to develop analytical
tools to assess the real antioxidant power of these molecules. In this way, many in vitro tests are now
available, which monitor generally the inhibitory effect of antioxidant on the oxidative degradation of
lipid or lipid-like substrate under natural or artificial oxidizing conditions. Overall, this measurement
necessitates focusing either on the oxidizable substrate loss, or on the formation of oxidation products.
To perform the first strategy, fluorophores such as cis-parinaric acid, BODIPY, and phospholipidic
derivatives of fluorescein are often used, whereas the second employs usually linoleic acid, its methyl
ester or natural lipids. After a brief recall of antioxidation mechanisms, this review presents a panorama
of the available in vitro methodologies and of the last advances in this field. A comparative study
between methods will be also discussed in terms of advantages and drawbacks.
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Introduction

L'oxydation des lipides dans les systemes biologiques par I'intermédiaire de réactions radicalaires
en chaine non contrdlées aboutit a de nombreux types de Iésions cellulaires. Dans les membranes,
I'oxydation des lipides et la réaction des produits d'oxydation avec les autres constituants
membranaires vont altérer certaines fonctions biologiques cruciales telles que la perméabilité, la
fluidité ou encore I'activité de récepteurs et d’enzymes [1]. Dans les LDL, I'oxydation des lipides
joue un role majeur dans le développement de I'athérosclérose. Les LDL oxydés se comportent en
effet comme de véritables « chevaux de Troie », en introduisant dans les macrophages des produits
d'oxydation qui participent - par des mécanismes encore partiellement élucidés - a la formation de
cellules spumeuses et de stries lipidiques concomitantes. L'oxydation des lipides pose également
de sérieux problemes pour les industries agroalimentaires et cosmétiques qui utilisent de plus en
plus d'acides gras polyinsaturés, tels que ceux issus de la famille n-3 (®-3), trés sensibles a
I'oxydation [1]. Dans le domaine alimentaire et au-dela de I'altération des qualités gustatives
(rancissement) et nutritionnelles (pertes en vitamines et acides gras essentiels), |'oxydation des
lipides en composés hautement réactifs et toxiques (lipoperoxyradicaux, malondialdéhyde...)
représente un danger réel pour le consommateur.

Pour réguler ces réactions d'oxydation, I'organisme a développé ses propres systémes de défense
antioxydante. Parmi eux, les systémes enzymatiques, notamment les superoxyde dismutases, les
catalases, les gluthations peroxydases, ainsi que les systémes thiorédoxines, sont reconnus comme
étant les plus performants dans la détoxification des espéces réactives de I'oxygeéne (ERO). Les
principaux systémes antioxydants non enzymatiques regroupent quant a eux le gluthation, la
bilirubine, les hormones sexuelles cestrogéniques, I'acide urique, le coenzyme Q10 et |'acide
lipoique. En outre, nombre d'études s'accordent aujourd’hui sur I'importance de la contribution
des antioxydants exogenes apportés par |'alimentation, dans la lutte contre les maladies associées
au stress oxydant [2, 3]. Ces antioxydants, essentiellement d’origine végétale, sont apportés sous
la forme de composés phénoliques (acides, esters et alcools phénoliques, flavonoides aglycones ou
glycosylés, stilbenes, tocophérols, tocotriénols), d'acide ascorbique et de caroténoides (figures 1
a 4). Se pose alors la question de I'efficacité réelle de ces molécules et des outils nécessaires a leur
évaluation.

La premiére difficulté est que I'activité antioxydante est relayée par une multitude de voies d'action
parmi lesquelles figurent I'inhibition d’enzymes pro-oxydantes, la désactivation de I'oxygene
singulet, la filtration des UV, la détoxification des ERO par voie enzymatique, la chélation des
métaux de transition, ainsi que la stabilisation des ERO par cession d’un radical hydrogéne. Ainsi,
la complexité et la diversité des systémes d'étude ont conduit au développement d'une multitude
de tests, aucun d’entre eux ne présentant malheureusement un caractere universel [4].

Apres un bref rappel théorique concernant les principaux mécanismes d'antioxydation, cette revue
se propose d'aborder les différentes méthodes destinées a évaluer la capacité antioxydante. Une
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Figure 1. Principaux acides, esters et alcools phénoliques issus du régne végétal.

analyse comparative des principaux avantages et inconvénients des
méthodes sera également présentée.

Mécanismes de I'action anti-oxydante
retardeur versus briseur de chaine

Les antioxydants peuvent agir contre 'oxydation de deux manieres
distinctes : soit en protégeant les lipides cibles des initiateurs de I'oxyda-
tion, soit en interrompant la phase de propagation [5]. Dans le premier
cas, les antioxydants dits préventifs (ou retardeurs), empéchent la forma-
tion ou piegent les ERO responsables de I'initiation de I'oxydation (O,
'0,...). Dans le second cas, les antioxydants dits briseurs de chaine
interceptent les radicaux propagateurs de |'oxydation (lipoperoxyradi-
caux, ou LOO") ou participent indirectement a I'interruption de I'oxyda-
tion radicalaire en chaine.

Sur le plan cinétique, les antioxydants briseurs de chaine induisent une
phase de latence durant laquelle le substrat n’est pas notablement oxydé.
Cette phase persiste tant que l'antioxydant n’est pas totalement
consommeé. Apres la disparition compléte de I'antioxydant, la vitesse de
la peroxydation augmente trés rapidement pour atteindre la méme
vitesse que lors de I'oxydation non inhibée. A 'opposé, un antioxydant
retardeur est un composé qui réduit le taux de peroxydation en piégeant
les radicaux impliqués dans la phase d'initiation de I'oxydation, ce qui se

traduit par un ralentissement plus ou moins continu du processus oxy-
datif, sans phase de latence distincte.

Bien que ces modes d'action soient abordés ici de maniere séquentielle,
les antioxydants agissent bien souvent par le biais de mécanismes
d'action mixtes associant différents types d'antioxydation.

Mécanisme retardeur

La diversité des agents initiateurs de I'oxydation conduit a une multipli-
cité des voies d’antioxydation préventives : détoxification enzymatique
des ERO, chélation de métaux de transition, désactivation de I'oxygéne
singulet, filtration des UV, inhibition des enzymes prooxidantes, cofac-
teurs d’enzymes antioxydantes...

- La détoxification des ERO constitue une voie de prévention primordiale
de I'oxydation, principalement relayée par les systemes antioxydants
enzymatiques endogenes. Tout d'abord, la superoxyde dismutase, une
métalloenzyme ubiquitaire chez les eucaryotes, catalyse la réaction de
dismutation de I'anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene et en
oxygene. Une autre enzyme, la glutathion peroxydase détoxifie le
peroxyde d'hydrogene en accélérant la réaction d'oxydation du gluta-
thion (thiol peptidique) par le peroxyde d'hydrogene, qui est alors réduit
en eau. Une troisieme enzyme, la catalase, a également comme substrat
le peroxyde d’hydrogene qu’elle réduit en eau et en oxygene molécu-
laire. In vivo, il est classiquement admis qu'il existe une coopération
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Figure 2. Principales classes de flavonoides aglycones ou glycosylés issues du régne végétal.

étroite entre ces différentes enzymes. Ainsi, I'activité superoxyde dismu-
tase conduit a la formation de peroxydes d’hydrogéne dont la détoxifi-
cation est alors prise en charge par le systeme catalase et/ou glutathion
peroxydase.
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- Les chélateurs de métaux de transition comme le cuivre et le fer
peuvent prévenir |'oxydation en formant des complexes ou des compo-
sés de coordination avec les métaux. Il s'agit de protéines telles que la
transferrine, la ferritine, la lactalbumine qui séquestrent le fer, ou encore
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Figure 3. Structure chimique des tocophérols, des tocotriénols et du Trolox.
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Figure 4. Principaux caroténoides anti-oxydants.




la céruloplasmine et I'albumine qui séquestrent le cuivre. Les polyphos-
phates, 'acide éthylénediaminetétracétique, I'acide citrique, les acides
phénoliques et les flavonoides sont également connus pour leur capacité
a chélater les métaux de transition. Il semblerait cependant que I'impor-
tance de ce type d'antioxydation dépende étroitement de la cible a
protéger. Comparé a l'activité antiradicalaire par capture de ERO, ce
mode d’action serait mineur dans l'inhibition de la peroxydation lipidi-
que mais prédominant dans I'inhibition de la coupure oxydante des brins
d’ADN [6].

— Les caroténoides sont, en |'état actuel de nos connaissances, les molé-
cules les plus efficaces pour piéger I'oxygene singulet. Les caroténoides
peuvent étre des hydrocarbures purs appelés caroténes (lycopéne,
f-carotene...) ou posséder un groupement fonctionnel oxygéné et dans
ce cas, s'appeler xanthophylles (astaxanthine, lutéine...) (figure 4).
Comme nous le verrons plus loin, les caroténoides, comme nombre
d'antioxydants, exercent une activité antioxydante par I'intermédiaire de
plusieurs mécanismes distincts bien que probablement complémentaires
(i.e. antioxydant briseur de chaine et piégeur d'oxygéne singulet). Ce
dernier mode d’action s'exerce par la désactivation de 'O, en 30,
(réaction 1).

'0, + - caroténe - >0, + - caroténe* M

Grace au long systéme polyénique conjugué de ces molécules, I'excés
d'énergie de leur état excité (f-carotene*) est dissipé au travers d'inte-
ractions vibrationnelles et rotationnelles avec le solvant ou leur environ-
nement [7] (réaction 2).

= caroténe* - i~ caroténe + chaleur @)

Par ce mécanisme de dissipation de I'énergie sous forme de chaleur, le
f-caroténe régénéré peut commencer un nouveau cycle de piégeage de
"0, et constitue par conséquent un piégeur non steechiométrique. Il est
estimé que chaque molécule de caroténoide pourrait piéger environ
1000 molécules d"'0,, avant de réagir chimiquement et de former un
produit.

En dehors des caroténoides, il existe d’autres piégeurs d’'O,, parmi
lesquels nous citerons plus particulierement les tocophérols et les thiols.
Di Mascio et al. [8] ont ainsi étudié la capacité de certains antioxydants a
piéger 1O, préalablement généré par la thermodissociation des endo-
peroxydes de 3,3'-(1,4-naphthylideéne) dipropionate. Il s'est avéré que
leur efficacité diminuait dans I'ordre suivant: lycopéne, j-caroténe,
bixine, zéaxanthine, lutéine, bilirubine, biliverdine, tocophérols et thiols.
Ces auteurs soulignent cependant que les piégeurs les moins actifs sont
paradoxalement les composés présents en plus grandes concentrations
dans les tissus biologiques. Il en ressort que les caroténoides et les
tocophérols contribueraient de facon égale a la protection tissulaire
contre les effets déléteres de IO, puisqu’on estime que les tocophérols
sont environ 30 fois plus abondants que le f-caroténe, in vivo.

Meécanisme briseur de chaine

Dans le cadre de la peroxydation lipidique, cette catégorie d'antioxy-
dants va le plus souvent céder un radical hydrogéne (H") aux lipoperoxy-
radicaux propagateurs (LOO", réaction 3), interrompant ainsi la réaction
de propagation radicalaire de I'oxydation.

A-H+LOO" - A"+LOO-H (3

Dans le régne végétal, il sagit principalement de composés phénoliques
mono- ou poly-hydroxylés (tocophérols, tocotriénols, flavonoides, aci-
des, esters et alcools phénoliques, stilbénes...) possédant différents subs-
tituants sur le(s) noyau(x) aromatique(s). D'un point de vue théorique, la
capacité du phénol a céder un atome d’hydrogene peut étre quantifiée
par I'énergie de dissociation homolytique de la liaison O-H (bond disso-

Membrane : Phase aqueuse
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Figure 5. Mécanisme de régénération potentiel entre I'u-tocophérol (u-TOH), I'ascor-
bate (AscO’) et les flavonoides (Fl) dans les systémes membranaires (adapté d‘apres la
réference [5]).

ciation energy, BDE)'. Plus la BDE d'un phénol est faible, plus son
caractére donneur d'atome H est élevé [6]. Ce facteur n’est cependant
pas le seul a gouverner le caractére briseur de chaine dont le détermi-
nisme est multifactoriel. En effet, un positionnement favorable et une
bonne mobilité vers les sites de production des LOO™ sont des attributs
déterminants pour qu’un antioxydant soit un bon briseur de chaine.
Enfin, la réactivité du radical issu de I'antioxydant vis-a-vis des lipides
insaturés est un parametre a prendre en compte. Ce devenir est généra-
lement gouverné par la capacité de I'antioxydant a stabiliser I'électron
non apparié par délocalisation. De ce point de vue, la structure aromati-
que et la présence éventuelle de groupements encombrants conferent
aux radicaux phénoliques une bonne stabilité. In vivo, notons qu'il existe
également des systemes de régénération qui prennent en charge la
réduction des formes radicalaires rémanentes, comme c’est le cas pour
les tocophérols (figure 5).

Les briseurs de chaine les plus puissants connus a ce jour appartiennent
sans conteste a la famille des tocophérols qui génére une phase de
latence tres distincte, notamment pour le vitamére . De nombreuses
études ont montré que ce briseur de chaine piége deux molécules de
peroxyradicaux [9, 10].

En théorie, la vitamine C et les polyphénols semblent également capables
de réduire les peroxyradicaux [11]. Néanmoins, leur caractére hydrophile
et leur éloignement de ces radicaux lipophiles semblent empécher toute
action directe par contact. Pour la vitamine C ou l'ascorbate (AscOr,
figure 5), il est maintenant bien établi qu’elle intervient au niveau de la
régénération (réduction) du radical tocophéroxyl (0-TO") dérivé du
tocophérol (a-TOH), produisant une synergie entre les deux molécules.
Ainsi, il y a plus de 60 ans, Golumbic et Mattil [12] reportaient que la
vitamine C exercait (dans le lard et I'huile de coton) une phase de latence
plus importante en présence de tocophérols que ne le laissait supposer la
somme de leur phase de latence mesurée individuellement, excluant
donc un simple effet additif. Par la suite, Tappel [13] fut le premier a
suggérer qu'in vivo la vitamine C pouvait réduire le tocophérol oxydé,
conduisant a un effet synergiste. Cette régénération, a la base du systéme
de protection antiradicalaire des membranes biologiques et des LDL, est
largement documentée aussi bien in vivo [14], qu’in vitro en solution
organique [15], sur linoléate de méthyle [10], sur systemes membranai-
res [16] ou sur LDL [17]. Théoriquement, la réduction du radical
a-tocophéroxyl par I'ascorbate est rendue possible par le faible potentiel
réducteur du couple redox associant I'acide ascorbique et sa forme
oxydée (E°~0.28 V) par rapport a celui de I'a-tocophérol et du radical
tocophéroxyl (E°~0.5 V).

! La BDE du phénol est seulement calculable lorsque ce dernier est sous forme
protonée.
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Concernant les polyphénols, il ressort de nombreuses études in vitro
[18-24] qu’une substitution 1,2-dihydroxy ou structure catécholique sur
le cycle B (figure 2) est le déterminant majeur de I'activité antioxydante
des flavonoides en accord avec la faible BDE des groupements OH
correspondants. En général, on explique la meilleure efficacité antioxy-
dante des ortho-diphénols par la stabilisation du radical phenoxy AO" au
moyen de la formation d’une liaison hydrogéne intramoléculaire [6]. In
vivo, il semble selon toute vraisemblance, que les flavonoides agissent de
la méme facon que I'acide ascorbique [25]. Cette voie d'action implique-
rait la régénération du radical tocophéroxyl en tocophérol par I'oxyda-
tion du polyphénol en radical phénoxyl (figure 5). Sur le plan structural,
Zhu et al. [26] ont montré que le groupe catéchol du cycle B est de prime
importance pour régénérer |'a-tocophérol. En effet, parmi les quatre
flavonols testés (kaempferol, morine, myricétine et quercétine, figure 2),
il s'est avéré que la quercétine, qui est le seul flavonol a comporter une
telle structure, est de loin le meilleur régénérateur. Cependant, dans
notre laboratoire, certaines données encore non publiées laissent penser
que cette capacité régénératrice n'est pas le seul apanage des flavonoides
et qu’elle pourrait &tre rencontrée chez une grande majorité de compo-
sés phénoliques. Toutefois, contrairement au cas du radical ascorbyle, on
ne connait pas de systeme régénérateur du radical phénoxyle en phénol
dans le regne animal [5].

Enfin, le transfert d’atome d’hydrogene a un radical libre propagateur tel
que LOO" n’est pas le seul mode d’action des briseurs de chaine. Sur ce
plan, il semblerait que le mécanisme d'interruption de la peroxydation en
chaine du f-carotene s'exerce via d'autres voies d’action, comme la
formation d’adduits. En effet, bien que le transfert d’hydrogene du
f-caroténe au peroxyradical soit thermodynamiquement possible, puis-
que la BDE de I'hydrogene le plus labile du f-caroténe (309 kj/mol) [27]
est inférieure a celle de I'hydrogéne du ROO-H (370-380 kj/mol), I'hypo-
theése selon laquelle le f-caroténe exercerait son activité antioxydante via
un mécanisme d‘addition (réactions 4, 5) a été avancé par de nombreux
auteurs [28-30].

ROO" + - caroténe — ROO-f-caroténe’ 4
ROO - §- caroténe’ +ROO" - ROO-p—-caroténe—-0OR ~ (5)

Black [31] a récemment proposé un mécanisme par lequel le f-caroténe
régénererait le radical tocophéroxyl, la réduction du radical issu du
p-caroténe étant prise en charge par I'acide ascorbique. Or, comme le
souligne Léger [5], ce mode d'action est contredit par certaines données
expérimentales indiquant que le f-caroténe n'interagit pas avec le radical
tocophéroxyl [32]. De telles études visant a comprendre le réle du
fp-caroténe in vivo prennent une importance considérable et pourraient
contribuer a obtenir une vision cohérente du schéma d'interdépendance
des antioxydants.

Il faut enfin rappeler que les interactions entre les antioxydants n’ont pas
pour seul site les membranes biologiques et les lipoprotéines. Elles
prennent notamment place dans la lumiére du tube digestif, ou leur
étude, tenant compte de la variété des matrices alimentaires, doit étre
développée [5].

Méthodes existantes
et nouvelles voies d’approche

De maniére générale, les méthodes d’évaluation in vitro de I'activité
antioxydante s"articulent autours de quatre composantes : (i) un substrat
oxydable dont la dégradation oxydative peut étre suivie par des métho-
des physico-chimiques ou sensorielles, (i) un milieu, permettant la mise
en contact des différentes composantes, (iii) des conditions d’oxydation,
permettant d’oxyder le substrat, ainsi que (iv) des substances antioxy-
dantes, dont on souhaite évaluer I'aptitude a protéger le substrat oxyda-
ble. Dans un tel systéme de test, la mesure du pouvoir antioxydant passe
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nécessairement par |'évaluation du degré d'oxydation du substrat lipidi-
que, en présence ou en absence d'une molécule ou d'un extrait végétal
potentiellement antioxydant. Une stratégie de mesure idéale consisterait
a évaluer de maniére fiable et rapide les meilleurs marqueurs de I'oxyda-
tion, en termes de spécificité et de représentativité du processus oxydatif.
Cependant, toute la difficulté a mettre en ceuvre une telle méthode
repose sur la complexité des mécanismes d’oxydation et d'antioxyda-
tion.

Concrétement, |'évaluation de la capacité antioxydante d’une molécule
vis-a-vis d’un substrat lipidique peut se fonder sur quatre stratégies de
mesure différentes : (i) déplétion en oxygene, (ii) disparition du substrat,
apparition de produits d’oxydation (iii) primaire et/ou (iv) secondaires.
Nous allons donc examiner dans ce chapitre les problémes soulevés par
cette évaluation et passer en revue, de maniére non exhaustive, les tests
les plus courants que nous classerons en fonction de la stratégie de
mesure adoptée. Une mise en balance des avantages et inconvénients
respectifs de chacune des méthodes abordées sera également discutée.

Déplétion en oxygene

L'étude cinétique de la consommation en oxygeéne permet de mesurer la
durée de la phase d'initiation et son allongement en présence d’agents
antioxydants. Les méthodes de mesure peuvent étre manométriques ou
gravimétriques par mesure de I'augmentation du poids consécutive a la
fixation d'oxygene sur les acides gras [33]. Il est également possible de
mettre en ceuvre la chromatographie d’espace de téte, en mesurant
I'absorption d'oxygene a I'aide d’un détecteur de type thermoconducti-
meétre [34]. La méthode polarographique qui emploie une électrode de
Clark reste cependant la plus communément employée. A titre d’exem-
ple, Roginsky et Barsukova [35] ont utilisé cette méthode pour étudier la
consommation en oxygéne induite par la peroxydation en chaine de
micelles de linoléate de méthyle en systéme aqueux, I'oxydation du
substrat lipidique étant induite par le 2,2"-azobis(2-amidinopropane)
dihydrochloride (AAPH) qui est un initiateur azo générant des peroxyra-
dicaux a température modérée. Cette procédure a été appliquée pour
déterminer la capacité antioxydante de vins rouges et blancs, de biéres,
de cafés solubles et de thés noirs et verts.

Cependant, la principale limite de |'électrode de Clark tient au fait qu'elle
consomme elle-méme de I'oxygene ce qui biaise les résultats, d'autant
plus considérablement que I'oxygéne est présent en tres faible quantité.
C’est notamment pour pallier ces inconvénients qu’a été développée la
mesure optique de la consommation en oxygene. Les sondes de mesure
basées sur ce principe sont alors appelées optodes. Bien que différentes
approches aient été dévelopées, les optodes comportent bien souvent
une membrane polymérique recouverte de fluorophores qui une fois
excités par une radiation (via une diode électroluminescente ou un laser)
émettent une lumiére de moindre énergie (phénomene de fluorescence)
(figure 6A). Le principe de la mesure repose sur un piégeage dynamique
de cette fluorescence par I'oxygéne triplet. Ainsi, en présence d'oxygeéne,
un transfert d’énergie a lieu entre le fluorophore excité et I'oxygeéne
moléculaire, celui-ci transitant alors de son état fondamental (état triplet,
30,) a un état excité (état singulet, '0,) (figure 6B). En corollaire, le
fluorophore n'émet pas de fluorescence, ce qui se traduit par une
extinction de fluorescence [36]. Une relation existe alors entre la concen-
tration en oxygene et (i) I'intensité de fluorescence ou (i) la durée de
fluorescence. Ces optodes présentent un grand intérét en tant qu‘alter-
native a I'électrode de Clark puisqu’elles ne consomment pas d’oxygene.
D'autre part, la possibilité d'utiliser des optodes a sonde déportée et
miniaturisable confére a ces derniéres une grande facilité d’utilisation
associée a une amélioration de la résolution spaciale. Notons enfin qu'il
existe des applications a haut débit, sur lecteur de microplaques.
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Figure 6. Principe du piégeage de fluorescence par 'oxygene moléculaire.

Disparition du substrat

Cette stratégie de mesure est fréquemment employée pour I'établisse-
ment du degré d’oxydation en systéme modéle simple (i.e. substrat
unique et parfaitement caractérisé) ou en systéme complexe marqué
(particules biologiques ou cellules vivantes marquées par un fluoro-
phore). En d'autres termes, cette stratégie n’est pas trés souple
puisqu’elle impose de travailler avec un substrat lipidique donné, tout en
présentant par ailleurs de multiples avantages. Mis a part quelques
méthodes chromatographiques destinées a doser les substrats non oxy-
dés résiduels, les méthodes adoptant cette stratégie impliquent généra-
lement une mesure spectrale (tableau 1). En effet, les substrats oxydables
utilisés dans ces tests présentent en majorité une structure polyénique
conjuguée qui leur confére des propriétés d'absorption et/ou de fluores-
cence dans le spectre UV-VIS et qui permet de suivre leur dégradation
oxydative.

Co-oxydation du (3-carotene et de I'acide linoléique

Cette technique de spectrophotométrie dans I'ultraviolet a initialement
été développée par Marco [37], puis légérement modifiée par Miller [38].
Elle consiste a mesurer, a 470 nm, la décoloration du f-carotene résultant
de son oxydation par les produits de décomposition de I'acide linoléique.
La dispersion de I'acide linoléique et du f-caroténe dans la phase aqueuse
est assurée par du Tween. L'oxydation de I'acide linoléique est catalysée
par la chaleur (50 °C) de maniére non spécifique. L'addition d'antioxy-
dants purs [39] ou sous forme d'extraits végétaux [40, 41] induit un
retard de la cinétique de décoloration du f-caroténe. Cette méthode est
sensible, rapide et simple s'agissant d’une mesure spectrophotométrique
dans le visible. Elle présente également I'avantage de pouvoir étre
couplée a la chromatographie sur couche mince [42]. Apres séparation
chromatographique, un mélange de f-caroténe et d'acide linoléique est
pulvérisé sur la plaque, celle-ci étant alors exposée plusieurs heures a la
lumiére du jour ou aux UV jusqu’a décoloration du fond jaune. Les
bandes ou la couleur jaune persiste, indiquent la présence de substances
antioxydantes.

Cependant, I'oxydation induite par voie thermique est non contrélée et
donc non spécifique, ce qui conduit bien souvent a une variabilité des
résultats. Pour contourner ce probléme, certains auteurs ont remplacé la
chaleur par des agents oxydants conduisant a des résultats plus repro-
ductibles, comme I'AAPH [43] ou la lipoxygénase de soja [44]. Cette
méthode est d'autre part sujette au parasitage de composés absorbants
dans la fenétre spectrale du -caroténe. Frankel [45] a également critiqué
I'utilisation d'acides gras libres qui ne représentent pas des modéles
lipidiques réalistes. Enfin, I'interprétation des données n’est pas aisée car
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Figure 7. Structure chimique de I'acide cis-parinarique issu de Parinari glaberrimum.

le p-carotene est lui-méme un antioxydant, sensible a I'oxygéne de
surcroft.

Chute de fluorescence de I'acide cis-parinarique

En 1987, Kuypers et al. [46] ont montré I'intérét d'utiliser I'acide cis-
parinarique comme sonde fluorescente pour évaluer le degré de peroxy-
dation lipidique en systtme membranaire. L'acide cis-parinarique ou
acide 9-cis, 11-trans,13-trans,15-cis(octadécatétraénoique) est un acide
gras polyinsaturé comportant quatre doubles liaisons conjuguées (figure
7). Ce tétraéne conjugué linéaire confere a la molécule de fortes proprié-
tés de fluorescence (hey/em : 320/432 nm), ainsi qu’une sensibilité accrue
aux attaques des radicaux libres par rapport a la plupart des acides gras
polyinsaturés et de leurs dérivés. Le point essentiel a retenir est que la
fluorescence de I'acide cis-parinarique est irréversiblement perdue lors de
son oxydation, ce qui a conduit au développement de nombreux tests
utilisant ce substrat. Par ailleurs, I'acide cis-parinarique peut étre intégré
par voie métabolique aux structures membranaires de divers types
cellulaires, permettant d’améliorer la sensibilité de détection des proces-
sus oxydatifs dans ces structures hautement organisées. De ce fait, |'acide
cis-parinarique a, entre autres, été utilisé pour mesurer la peroxydation
lipidique dans les érythrocytes [47, 48], les particules submitochondriales
[49], le reticulum sarcoplasmique [50], les macrophages [51], les cardio-
myocytes [52, 53] et certaines cellules leucémiques humaines [54]. Cette
méthode a également été employée pour mesurer la capacité de diffé-
rentes substances a protéger des LDL [55] ou des liposomes [56] marqués
par de |'acide cis-parinarique (tableau 1). A titre d’exemple, Osaka et al.
[57] ont déterminé I'aptitude de I'amphotéricine B a contrer la peroxy-
dation de I'acide cis-parinarique en complexe avec I'albumine de sérum
humain ou incorporé dans des liposomes, I'initiation de I'oxydation du
complexe étant assurée par I’AAPH, celle du systéme liposomial par le
2,2'-azobis(2,4-diméthylvaléronitrile) (AMVN). Laranjinha et al. [58] ont,
quant a eux, étudié en termes de relation structure-activité, la capacité
antioxydante de différents composés phénoliques alimentaires vis-a-vis
d'acide cis-parinarique incorporé dans des particules de LDL et oxydé par
de I'AAPH.

Entre autres avantages, I'acide cis-parinarique est biomimétique et ne
perturbe pas la bicouche lipidique. Il présente de plus un trés large
déplacement de Stockes? (~ 110 nm). Enfin, la possibilité de I'incorporer
par voie métabolique au sein des phospholipides membranaires de
cellules en culture fait de I'acide cis-parinarique une sonde membranaire
particulierement bien adaptée a la détection des stades initiaux de la
peroxydation lipidique [52-54].

En termes d'inconvénients, I'acide cis-parinarique est sensible a I'air et est
susceptible de se photodimériser sous la lumiére d’excitation, entrainant

2 Différence en longueur d’onde (ou en fréquence) entre la position du pic du
spectre d'absorption et celle du pic du spectre d'émission de la méme transition
électronique.
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Tableau 1. Quelques méthodes fondées sur la disparition du substrat et sur I'apparition des produits d’oxydation.

Substrat oxydable Méthode analytique Conditions expérimentales Ref
Emulsion d'acide linoléique et de f-caroténe  Spectrophotomeétrie a 450 nm Eau + Tween 40/50°C [37]
Spectrophotométrie a 470 nm AAPH?/Emulsion/32°C [43]
Spectrophotométrie a 460 nm Lipoxygénase de soja type 1-S/Tampon (pH 7)/25°C [44]
Liposomes marqués au cPnA® Fluorimétrie (A, /em : 324/413 nm) CuSO4+H,0,/150 mM NaCl,10 mM tampon Tris-HCl ~ [46]
(pH 7,4)/25°C
LDL marqués au cPnA Fluorimétrie (Ay/em : 324/413 nm) AAPH/110 mM NaCl, 20 mM tampon phosphate [55]
(pH 7,4)/37°C
Cardiomyocytes marqués au cPnA Fluorimétrie (Ay/em : 304/413 nm) Hydroperoxyde de cumeéne /Tampon (pH 7,4)/37°C [53]
CuSO, + H,0,/ Tampon (pH 7,4)/37°C
AAPH/Tampon (pH 7,4)/37°C
Erythrocytes marqués au C,-fluor® Fluorimétrie (A, /em : 500/520 nm) Hydroperoxyde de cumeéne [62]
et cytométrie de flux (L, : 488 nm)
Erythrocytes marqués au fluor-DHPE? Fluorimétrie (Ay/erm : 488/520 nm) Benzoy! peroxyde ou Hydroperoxyde de cuméne [63]
et cytométrie de flux (L, : 488 nm)
C,,-BODIPY381/591¢ Fluorimétrie (Aey/em : 570/600 nm) AMVN f /Octane:butyronitrile (9:1, v:v)/41°C [61]
Liposomes marqués au C,,-BODIPY>81/9! Fluorimétrie (Aey/em : 540/600 nm) AMVN/Tampon 20 mMTris-HC (pH 7.4)/42°C
C,,-BODIPY381/591 Fluorimétrie (Ao, : 488 nm ; MeO-AMVNY ou AAPH /Ethanol/37°C [67]
spectre d’émission : 500-700nm) CuSO, + Hydroperoxyde de cumene/Ethanol/37°C
CuSO, + H,0,/Ethanol /37°C
Peroxynitrite/Ethanol/37°C
BODIPY¢65/676 h Fluorimétrie (Aey/em : 620/675 nm) AMVN/Octane:butyronitrile (9:1, v:v)/39°C [71
Fluorimétrie (A, /em : 600/700 nm) AMVN/Tampon 20 mM Tris-HCI (pH 7,4)/39-41°C
Emulsion d'acide linoléique Spectrophotométrie & 234 nm AAPH/SDS ' + tampon phosphate a 50 mM [79]
(pH 7,4)/40°C
Viande pré-cuite SHS-GCl (mesure du pentane et de I’hexanal) 120°C [97]
Homogénéisats de foies de rats SHS-GC (mesure de I'hexanal et des volatils 37°C [96]
totaux)
Huile de colza décolorée SPME-GC-MS* (mesure des volatils totaux) Fibre de polydiméthylsiloxane/80°C [103]

# AAPH : 2,2'-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride.

P ¢PnA : acide cis-parinarique.

€ Cy¢-fluor : 5-(N-dodécanoyl)aminofluorescéine.

4 Fluor-DHPE : dihexadécanoylglycérophosphoéthanolaminofluorescéine.

¢ C4;-BODIPY*®1/59T : acide 4,4-dichloro-5-(4-phényl-1,3-butadienyl)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacéne-3-undécanaique.

FAMVN : 2,2"-azobis(2,4-diméthylvaléronitrile).
9 MeO-AMVN : 2,2"-azobis(4-méthoxy-2,4-diméthylvaléronitrile).

" BODIPY®65/676 ; 4 4-difluoro-3,5-bis(4-phényl-1,3-butadiényl)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacéne.

"SDS : dodécyl sulfate de sodium.
J SHS-GC : espace de téte statique-chromatographie en phase gazeuse.

k SPME-GC/MS : microextraction en phase solide-chromatographie en phase gazeuse/spectrométrie de masse.

ainsi une perte de fluorescence qui peut conduire a une surestimation du
degré d'oxydation [59-61]. Qui plus est, I'acide cis-parinarique absorbe
dans le spectre ultraviolet a 320 nm, fenétre spectrale dans laquelle de
nombreux composés et en particulier les flavonoides absorbent égale-
ment. Concrétement, les résultats peuvent étre faussés si la molécule
interférente, ici le flavonoide, absorbe tout ou partie des photons d’exci-
tation et/ou d'émission.

Cytométrie de flux et fluorescéines lipophilisées

En partant du principe que la fluorimétrie permettait seulement d'étudier
la peroxydation lipidique sur une large population cellulaire, sans donner
acces a |'échelle de la cellule, Makrigiorgos et al. [62] ont développé une
méthode fondée sur la cytométrie de flux. Pour cela, la 5-(N-
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dodécanoyl)aminofluorescéine (C11-fluor, figure 8A), un dérivé lipophile
de la fluorescéine commercialement disponible a été incorporé au sein de
membranes d’érythrocytes. L'oxydation de la C11-fluor induite par
I'nydroperoxyde de cumene, s’accompagne d’une extinction graduelle
de fluorescence. Dans ce test, le Trolox (équivalent hydrophile de I'a-
tocophérol, figure 3) ou I'a-tocophérol inhibent clairement la peroxyda-
tion lipidique lorsqu'ils sont incubés avec les cellules, comme en témoi-
gne le ralentissement continu de la cinétique d’extinction de
fluorescence. Cependant, la condition sine qua none pour une applica-
tion courante de cette méthode a la détection de I'oxydation de sous-
populations cellulaires spécifiques est que la sonde fluorescente ne soit
pas échangeable d’une cellule a I'autre. En effet, si I'échange peut avoir
lieu, la différence de peroxydation entre les cellules ne pourra pas étre
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Figure 8. Structure chimique des dérivés lipophiles (A) et phospholipidiques (B) de la fluorescéine.

détectée. Dans cette optique, Maulik et al. [63] ont examiné et comparé
quatre fluorescéines lipophilisées: la C11-fluor, la 5-hexadéca-
noylaminofluorescéine (C16-fluor), la 5-octadécanoylaminofluorescéine
(C18-fluor) et la dihexadécanoylglycérophosphoéthanolaminofluores-
céine (fluor-DHPE) (figure 8). Parmi elles, seule la fluor-DHPE s’est avérée
étre une sonde non échangeable. Cette méthodologie a par la suite été
appliquée a I'étude de I'efficacité antioxydante de I'a-tocophérol et des
acides ascorbique et urique vis-a-vis des membranes cellulaires d'érythro-
cytes marquées au C11-fluor et oxydées par I'hydroperoxyde de cuméne
[64]. Les résultats indiquent que I'a-tocophérol est I'antioxydant le plus
efficace, mais également que l'ascorbate stoppe la propagation en
chaine, probablement par un mécanisme de recyclage redox du radical
tocophéroxyl. En 2004, Amer et al. [65] ont utilisé la fluor-DHPE pour
marquer les membranes d'érythrocytes de donneurs normaux et de
patients thalassémiques (maladie génétique liée a une déficience de la
syntheése de I'hémoglobine). La mesure du degré de I'oxydation induite
par H,0, a été réalisée par cytométrie de flux et a montré que les cellules
des patients thalassémiques y étaient plus sensibles.

En termes d'avantages, la longueur d’onde d'excitation de ces sondes
(488 nm) semble particulierement bien adaptée a la fois aux cellules mais
également a une utilisation courante en cytométrie de flux qui utilise
généralement un laser émettant a cette méme longueur d’onde. En
outre, la fluor-DHPE mime relativement bien les lipides membranaires.
Globalement, la méthode en donnant accés a I'échelle de la cellule
individuelle ou de la sous-population est un outil, certes colteux et
complexe a mettre en oeuvre, mais particulierement précieux pour les
chercheurs. A notre connaissance, le seul inconvénient que I'on puisse
relever est que cette méthode a été employée uniquement sur des
érythrocytes. Il serait souhaitable & Iavenir de confirmer que la fluor-
DHPE est une sonde suffisamment sensible pour étre utilisée avec d'autres
types cellulaires.

Chute de fluorescence du BODIPY

Cette méthode fluorimétrique a initialement été développée en utilisant
comme substrat oxydable, I'acide 4,4-difluoro-5-(4-phényl-1,3-
butadiényl)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacéne-3-undécanoique (c1-
BODIPY*8'/51 [61]. Cet analogue d'acide gras fluorescent (figure 9) au
sein duquel le motif BODIPY est connecté au groupement phényl par
I'intermédiaire d’un diéne conjugué - qui agit comme un pont de
résonance - exhibe une fluorescence rouge, caractérisée par une émission
maximale dans la gamme spectrale de 591-595 nm. Le nombre de
doubles liaisons conjuguées rend ce substrat particulierement oxydable
par les peroxyradicaux. Il a été mesuré que la vitesse de réaction entre le
C11-BODIPY>8'/5%T et les peroxyradicaux est environ deux fois plus
élevée que celle entre les lipides polyinsaturés et ces radicaux. L'oxyda-

tion du C11-BODIPY#/3! se traduit par I'extinction progressive du
signal fluorescent. Le principe de la méthode, telle que développée par
Naguib [61], consiste a évaluer la capacité de molécules antioxydantes a
protéger le C11-BODIPY*8'/5%" de I'attaque des peroxyradicaux générés
par 'AMVN a une température avoisinant les 40 °C. La capacité antioxy-
dante se traduit alors par |'apparition d’une phase de latence plus ou
moins marquée en fonction de la quantité d'antioxydants briseurs de
chaine. Pour cela, Naguib a utilisé deux approches complémentaires : (i)
soit le C11-BODIPY*#/59 est directement solubilisé dans un milieu
organique apolaire constitué d'octane et de butyronitrile (9 : 1, v : v), (i)
soit cette sonde est incorporée dans des liposomes de dioléoylphospha-
tidylcholine mis en suspension aqueuse. Dans les deux cas, le Trolox a été
utilisé comme molécule antioxydante de référence et I'information a été
extraite des données analytiques par I'intermédiaire du calcul de I'aire
sous la courbe. Aldini et al. [66] ont par la suite adapté la méthode a la
détermination de I'oxydabilité des compartiments aqueux et lipidiques
du plasma. Pour suivre I'oxydation dans ce dernier, le 2,2'azobis(4-
méthoxy-2,4-diméthylvaléronitrile) ~ (MeO-AMVN) et le C11-
BODIPY*8"/5" ont été utilisés, tandis que pour le plasma aqueux I'éten-
due de l'oxydation a été déterminée en utilisant 'AAPH et la 2',7'-
dichlorodihydrofluorescéine.

L'un des avantages de la méthode est que I'oxydation de cette sonde par
divers agents oxydants, ainsi que la nature des produits obtenus en
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Figure 9. Structure chimique des sondes fluorescentes C11-BODIP et

BODIPYSé5/575,
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relation avec leurs spectres de fluorescence, sont relativement bien
documentées [67]. Ainsi, le diene conjugué (figure 9) a été caractérisé
comme étant la cible privilégiée de I'oxydation du C11-BODIPY>8'/>1,
De plus, cette méthodologie peut étre appliquée sur lecteur de micro-
plaques pour une analyse a haut débit, mais également en cytométrie de
flux, permettant ainsi d'avoir acces a des sous-populations cellulaires
[68]. Concernant les inconvénients, Huang et al. [69] ont montré que la
sonde C11-BODIPY*8/5°! peut perdre 30 % de sa fluorescence en
absence d’AMVN, ce qui suggére, a I'instar de |'acide cis-parinarique, une
certaine photosensibilité a la longueur d’onde d’excitation. Ce résultat
est troublant puisque de nombreuses études ont montré que cette sonde
est photostable dans les conditions d'analyse classique de fluorimétrie
[61, 70].

Notons enfin que d'autres dérivés du BODIPY ont été utilisés. Ainsi
Naguib [71] a testé la faisabilité de la méthode en remplacant le C11-
BODIPY>8"/591 par le BODIPY®4/67 (figure 9). Entre autres avantages, le
BODIPY®65/676 est plus facilement oxydable que le C11-BODIPY*8'/>*1
en raison de I'extension du systéme polyénique conjugué ce qui nécessite
moins d’AMVN. De plus, son déplacement de Stockes (15 nm) est
légerement plus grand que celui du C11-BODIPY*#/*" (10 nm).

Apparition des produits primaires d’oxydation

Al'opposé de la stratégie de mesure fondée sur la disparition du substrat,
celle reposant sur I'apparition des produits d’oxydation (primaires ou
secondaires) semble adaptée a I'étude de tous types de systemes lipidi-
ques tels que les systémes modeles, les aliments ou les échantillons
biologiques extraits de leur environnement. Ainsi, bien qu’il nexiste pas
de marqueurs universels, I'oxydation des systémes complexes génére
certains produits d’oxydation détectables par des méthodes physico-
chimiques.

Concernant les produits d’oxydation primaires, les hydroperoxydes sont
considérés comme étant ceux qui fourniraient I'information la plus
pertinente sur I'intensité de la lipoperoxydation. La mesure des hydrope-
roxydes est probablement I'approche ayant suscité le plus grand nombre
de développements. Nous aborderons dans ce chapitre les principales
techniques de dosages de ces produits.

Mesure des hydroperoxydes

L'une des méthodes classiques et normalisées pour quantifier les hydro-
peroxydes totaux et le peroxyde d’hydrogéne correspond au titrage
iodométrique [72]. Il s'agit de la méthode la plus ancienne et la plus
communément utilisée pour suivre I'oxydation d'un substrat lipidique.
En milieu acide, les hydroperoxydes (réaction 6) et les ROOR (réaction 7)
réagissent avec I'ion iodure, pour générer de I'iode qui est titré par une
solution de thiosulfate de sodium en présence d’empois d'amidon (réac-
tion 8).

ROOH+2H"+2I" . I,+ROH+H,0 (©)
ROOR+2H"+2I" - |,+2ROH )
,+25,0,7 - 5,07 +2I ®)

L'indice de peroxyde (IP) est alors défini comme étant la quantité
d'oxygeéne actif, exprimée en mg, contenue dans 1 g de corps gras et
susceptible d'oxyder I'iodure de potassium avec libération d'iode. L'IP
atteindra un maximum durant la phase de propagation, puis diminuera
lors de la phase de terminaison pour laquelle la cinétique de décompo-
sition des hydroperoxydes est plus importante que celle de leur forma-
tion. Il faut souligner que cette méthode présente cependant un certain
nombre d'inconvénients. Ainsi, I'lP est une mesure exploitable unique-
ment pour des échantillons dont I'autoxydation n‘a pas atteint un stade
trop avancé et sous des conditions de température suffisamment douces
pour éviter la décomposition des hydroperoxydes. De plus, I'exposition a
la lumiére, I'absorption d'iode par les acides gras insaturés et la formation
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d'iode par oxydation des ions iodures en présence de I'oxygéne de I'air
interferent et peuvent conduire a une sous- ou une surestimation selon
les cas [45]. D'autre part, si cette méthode est relativement simple a
mettre en ceuvre en systéme anhydre de type « bulk oil », il en est tout
autrement des milieux émulsionnés, alimentaires ou biologiques, pour
lesquels I'eau s'avere rédhibitoire. Dans ces trois cas, il est alors nécessaire
de réaliser préalablement une extraction quantitative, sélective et non
altérante des lipides, ce qui suppose un certain nombre de précautions
pour éviter tout stress oxydatif. Pour les émulsions, deux stratégies sont
envisageables : (i) briser I'émulsion par augmentation de la force ionique
ou par centrifugation, (i) ou procéder a une extraction liquide/liquide
des lipides suivie d'une élimination du solvant d’extraction par évapora-
tion. En terme d'inconvénients, I'extraction des lipides effectuée en
présence d'oxygéne peut elle-méme générer des hydroperoxydes parfois
méme en plus grande quantité que ceux originellement présents. Il est de
plus préférable d'extraire les lipides a froid par un mélange
méthanol/chloroforme, selon la méthode de Folch préconisée pour les
lipides des tissus animaux. D'autre part, I'élimination du solvant a haute
température entraine une décomposition significative des peroxydes. La
méthode couramment employée consiste a utiliser une évaporation du
solvant d’extraction sous pression réduite. Bien que ces difficultés ne
soient pas insurmontables, la mesure de I'IP dans les émulsions, les
aliments et les échantillons biologiques est grandement freinée par
I'aspect discontinu et par les interférences qu’elle implique. Pour toutes
ces raisons, des méthodes alternatives ont été développées. Parmi elles,
citons les méthodes colorimétriques au thiocyanate [73, 74] ou au
xylénol orange [75], la mesure enzymatique par la glutathion peroxydase
[76] ou encore la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier [77].

Détermination ultraviolette des dienes conjugués

En 1931, Gillam et al. [78] démontrent que les graisses naturelles déve-
loppent un pic d'absorption proche de 230-235 nm durant le stockage.
En fait, plus de 90 % des hydroperoxydes formés par lipoperoxydation
présentent un systeme diénique conjugué résultant d’une stabilisation de
I'état radicalaire par réarrangement des doubles liaisons. Ces composés
relativement stables absorbent dans le spectre ultraviolet (235 nm) et
sont donc quantifiables par spectrophotométrie d’absorption. Toute
substance contenant des acides gras polyinsaturés peut servir de substrat
oxydable pour cette méthode puisque les dienes conjugués ne peuvent
se former qu’a partir d'acides gras comportant au moins deux doubles
liaisons, comme Iacide linoléique.

Il serait illusoire de vouloir établir une liste, méme partielle, des études
réalisées avec cette méthode, aussi nous bornerons-nous a quelques
exemples. En 1993, Pryor et al. [79] ont évalué la capacité antioxydante
de composés synthétiques et naturels, en mesurant leur influence sur la
cinétique d'apparition des diénes conjugués formés par I'oxydation
(AAPH) de micelles d'acide linoléique en milieu aqueux (tableau 1). Entre
autres avantages, ces auteurs reportent que cette stratégie de mesure est
plus sensible que celle basée sur la consommation d'oxygéne. L'activité
antioxydante de baies, de fruits, de vins et de liqueurs a été comparée par
cette méthode en utilisant le linoléate de méthyle comme substrat [80].
Enfin, la mesure des diénes conjugués est trés fréquemment employée
pour mesurer I'oxydabilité des LDL in vitro. A titre d’exemple, Gordoa et
al. [81] ont observé que I'apport d’'w-3 diminuait la susceptibilité oxyda-
tive des LDL mesurée par le taux d'apparition et la quantité totale de
dignes conjugués, en comparaison d'un apport d'o-6°.

Bien que la méthode des dienes conjugués puisse étre employée pour
mesurer la peroxydation lipidique de maniére continue, elle souffre

31l est toutefois a noter que l'influence des -3 sur I'oxydabilité des LDL est loin
d'étre élucidée.




néanmoins du fait que le pic d’absorption des diénes conjugués apparait
souvent comme un épaulement d'une large bande générée par les lipides
non oxydés [82]. Pour pallier ce manque de résolution, plusieurs auteurs
ont utilisé la dérivation seconde dans I'évaluation d'huiles végétales, de
lipides alimentaires ou d'échantillons biologiques [83-85]. D'autre part,
la mesure directe des diénes conjugués dans les tissus ou les fluides
biologiques est bien souvent irréalisable puisque de nombreux autres
substances absorbant dans cette région spectrale sont présentes, comme
les protéines hémiques, la chlorophylle, les purines et les pyrimidines. Les
composés susceptibles d'interférer doivent donc étre identifiés de
maniére a corriger autant que possible ce biais expérimental. De plus,
I'extraction des lipides par I'intermédiaire d'un solvant organique avant
I'analyse est une approche systématique qui peut permettre de contour-
ner ce probléme de parasitage. D'autre part, a I'instar de la mesure de
I'IP, il importe que cette réaction d’oxydation n‘ait pas atteint un stade
avancé et que les conditions opératoires soient suffisamment douces afin
de limiter la décomposition des hydroperoxydes. Malgré ces inconvé-
nients, nous pensons que la mesure des diénes conjugués reste de loin la
méthodologie la plus adaptée et la plus simple pour accéder aux produits
d’oxydation primaire, pour peu que certaines précautions opératoires
aient été prises et que les données aient été interprétées avec vigilance.

Apparition des produits secondaires d’oxydation

De la méme maniére que pour la stratégie de mesure fondée sur
I"apparition des produits d’oxydation primaire, celle concernant les pro-
duits secondaires semble adaptée a I'étude de systémes lipidiques mode-
les, mais également de lipides réels extraits de leur environnement
naturel (microsomes, LDL...). Nous allons aborder dans cette partie les
deux tests les plus communément employés dans la recherche et I'indus-
trie.

Test a Iacide thiobarbiturique (TBA)

En 1944, Kohn et Liversedge [86] observent que les tissus animaux
incubés en aérobiose se colorent en présence d'acide 2-thiobarbiturique
(TBA). Par la suite, Berheim et al. [87] associent cette coloration rouge a
la formation d'un complexe entre les produits d’oxydation des acides
gras insaturés et le TBA. En 1951, Patton et al. [88] identifient le
malondialdéhyde (MDA) comme étant le principal réactant avec le TBA.
Plus précisément, ce complexe coloré présentant un maximum d‘absor-
bance a 532 nm résulterait de la condensation de deux moles de TBA et
d'une mole de malondialdéhyde sous Ieffet conjoint de la température et
de I'acidité du milieu (figure 10B). La valeur de TBA fut alors définie
comme étant la quantité de MDA, exprimée en mg, présente dans 1 kg
d'échantillon. De nombreux substrats oxydables ont été utilisés avec
cette méthode, incluant des acides gras libres, des huiles végétales, du
LDL, des fluides corporels (urine, sérum), des cellules ou des tissus
animaux.

Ce test a cependant suscité de nombreuses critiques. L'une d'elles est que
le TBA n'est pas spécifique du MDA qui, lui-méme, n’est pas exclusive-
ment issu de I'oxydation des lipides. En effet, le MDA peut apparaitre lors
de I'interaction de I'hydroxyradical avec la vitamine C ou avec le désoxy-
glucose, tandis que le TBA peut réagir avec d‘autres aldéhydes, des
produits de la réaction de Maillard, des protéines, des produits de
dégradation des sucres, des acides aminés et des acides nucléiques [45,
89]. Ainsi, a la notion initiale de dosage spécifique du MDA, s'est
progressivement substituée la notion plus générale de substances réac-
tives a I'acide thiobarbiturique (TBARs). Entre autres inconvénients, le
MDA ne se formerait qu’a partir d'acides gras comportant au moins trois
doubles liaisons (comme I'acide linolénique) favorisant par conséquent
I'attaque du lipoperoxyradical sur la double liaison portée en f,y par un
mécanisme de cyclisation f,y [90] (figure 10A). Ainsi, le test au TBA ne
s'adresse pas aux produits d’oxydation des acides linoléique et oléique

qui ne favorisent pas ce type de cyclisation interne, biaisant de ce fait
certains résultats de maniere considérable. A titre d’exemple, il est
surprenant de constater que les TBARs sont souvent mesurés pour étudier
I'influence des w-3 (dont 'oxydation produit du MDA) sur I'oxydabilité
des LDL, par rapport a un régime moins riche en acides gras (dont
I'oxydation produit peu ou pas de MDA). L'on s'apercoit ici de I'énorme
biais méthodologique puisque I'utilisation de ce test conclura exagéré-
ment que les »-3 augmentent la susceptibilité oxydative des LDL, ce qui
est loin d'étre établi [81, 91-93]. D'autre part, un risque de sous-
estimation de la réponse peut provenir du fait qu'in vivo le MDA est
susceptible de former des bases de Schiff - voire des ponts de réticulation
- avec les résidus lysine et arginine des protéines pour former des produits
de lipoxydation avancée (ALE). Notons enfin que le MDA est absent dans
beaucoup de lipides oxydés et constitue fréquemment un produit d’oxy-
dation secondaire mineur [45], ce qui pose un probléme de représenta-
tivité en sa qualité présumée de marqueur de I'oxydation lipidique.
Toutes ces limites ont conduit au développement de techniques alterna-
tives plus spécifiques du MDA et qui reposent, entre autres, sur la
purification préalable du complexe TBA/MDA par chromatographie
liquide haute performance [94].

Mesure des volatils par chromatographie

Les analytes dosés par chromatographie en phase gazeuse (CPG) sont
principalement des aldéhydes, des cétones, des alcools, des acides
carboxyliques courts et des hydrocarbures. Parmi ces composés volatils,
certains sont hautement spécifiques de la dégradation oxydative d'une
famille particuliere d'acides gras polyinsaturés. Ainsi, le propanal est le
principal marqueur de I'oxydation des acides gras de la famille »-3 tandis
que I'hexanal et le pentanal signent I'existence d’une voie d'oxydation
des acides gras de la série ©-6. L'hexanal est le produit terminal de
I'oxydation lipidique le plus fréquemment mesuré, puisque sa formation
est beaucoup plus importante que celle de la plupart des autres produits
secondaires d'oxydation. Cependant, mesurer |'étendue de I'oxydation
avec seulement un ou deux marqueur(s) releve d’une approche cyclo-
péenne. La prise en compte d'un large ensemble de composés devrait
étre une approche a privilégier, d'autant plus que les progres récents et la
généralisation des couplages CPG-SM facilitent grandement la tache.

Pour collecter les composés volatils marqueurs de I'oxydation, différentes
approches sont possibles, parmi lesquelles, les méthodes (i) d'extraction
ou (ii) d'analyse d'espace de téte.

(i) Concernant les méthodes d’extraction citons notamment I'extraction
distillation simultannée (EDS), dans laquelle I'échantillon est distillé
durant plusieurs heures. Le couplage EDS-CPG a été utilisé pour quanti-
fier I'hexanal produit durant le stockage de produits carnés [95]. L'EDS
présente I'avantage d'extraire les composés d'intérét en quantités impor-
tantes puisque les volatils ont généralement une solubilité élevée dans les
solvants organiques. Cette méthode est cependant longue et laborieuse
et nécessite une étape d'évaporation du solvant qui peut conduire a une
dégradation substantielle des composés volatils.

(i) L'analyse d'espace de téte, quant a elle, peut étre réalisée par les
techniques d'espace de téte statique (SHS), dynamique (DHS) ou de
microextraction en phase solide (SPME).

Concernant la SHS, I'échantillon est disposé dans un flacon hermétique-
ment fermé. La plupart des composés volatils a la température d'analyse
quitte I'’échantillon et passent dans I'espace de téte gazeux qui le sur-
plombe. Lorsque I'équilibre est atteint, une aliquote de I'espace de téte
est collectée puis injectée en CPG. Selon Frankel et al. [96], cette
méthode couplée a la CPG est rapide (15 déterminations/h), spécifique
de I'hexanal et peut étre employée pour mesurer la lipoperoxydation
dans des échantillons biologiques de type foie de rat. La SHS a également
été employée pour mesurer |'effet antioxydant du butylhydroxytoluéne
sur I'oxydation de produits carnés [97]. Les principaux avantages de cette
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b) Réaction du MDA avec le TBA (test des TBARS)
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Figure 10. Formation du malondialdéhyde (MDA) a partir d’acide linolénique (A), et formation d’un chromophore entre I'acide thiobarbiturique (TBA) et le malondialdéhyde (B)
(adapté en partie d’apres la référence [90]).
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Figure 11. Procédé de microextraction en phase solide.

méthode sont d’une part de ne pas nécessiter de solvant d’extraction, et
d’autre part d'étre peu coliteuse, facile d'utilisation et automatisable.
Cependant, la SHS ne permet de quantifier qu’une fraction des composés
d'intérét. En effet, puisque I'équilibre s'établit entre les volatils présents
dans I'espace de téte et ceux restant dans I’échantillon, les quantités de
composés récupérées demeurent faibles, ce qui limite la technique en
terme de sensibilité. L'élévation de la température d'extraction pourrait
certes accroitre les quantités recueillies, mais la température doit étre
maintenue le plus bas possible afin de minimiser la génération de
nouveaux produits d’oxydation et/ou la dégradation thermique des
marqueurs de I'oxydation.

Al'opposé de la SHS qui est fondée sur I'établissement d’un équilibre de
partage des volatils entre I'échantillon et I'espace de téte, I'espace de téte
dynamique (DHS) empéche I'établissement de cet état d'équilibre. Ainsi,
en DHS, I'échantillon est continuellement purgé par un gaz inerte qui
extrait les composés volatils. L'effluent gazeux passe ensuite au travers
d'un piege constitué d’'un polymere poreux, lequel retient les analytes
volatils. Parmi les pieges disponibles, le Tenax®, capable d’adsorber un
grand nombre de volatils, reste le plus employé. Puisque les volatils sont
constamment évacués puis piégés, la concentration des composés injec-
tés en CPG est importante. Plusieurs études ont démontré I'efficacité du
couplage DHS-CPG pour évaluer le statut oxydatif de différentes viandes
[98-100]. Malgré sa sensibilité, la méthode DHS souffre du fait que le
profil de concentration des composés volatils peut varier en fonction de
la disponibilité de I'oxygeéne dans le flacon. D'autre part, I'instrumenta-
tion est complexe et colteuse, ce qui multiplie par voie de conséquence
les sources d'erreurs. De surcroit, la DHS requiert environ 15 minutes de
plus par échantillon que la SHS [101].

La SPME est une méthode d’extraction gaz-solide sans solvant, utilisant
les propriétés adsorbantes d'une garniture polymérique déposée a I'inté-
rieur d’une fibre que I'on met en contact avec |'espace de téte. Cette
méthode comporte trois étapes (figure 11) : (i) la phase d'équilibre dans
laquelle les composés volatils migrent de I'échantillon a I'espace de téte
jusqu‘a atteindre I'équilibre, (ij) la phase d'adsorption, qui consiste en un
équilibre de partage des composés volatils entre la fibre et I'espace de
téte et (iii) la phase de désorption thermique, pour laquelle la fibre est
introduite dans un injecteur CPG. Les analytes sont alors rapidement
désorbés pour pénétrer dans la colonne. De nombreuses études ont
utilisé la SPME-CPG pour évaluer I'oxydation lipidique en présence ou en
absence d'antioxydants dans des produits carnés [102-105] ou dans des

émulsions d'huiles végétales [106]. La SPME est résolument une
méthode d'avenir, offrant a I'analyste une grande facilité d’utilisation,
d’autant plus qu'il est possible d’automatiser I'extraction. En revanche,
I'inconvénient majeur concerne la relative rapidité de la détérioration de
la fibre, ce qui nécessite des études de répétabilité a long terme. Notons
que ces fibres sont rarement utilisables au-dela de 50 extractions et
qu'elles peuvent générer des pollutions par des alkylcyclosiloxanes
(détectables en spectrométrie de masse pour les fragments 73, 77 et
147 m/z).

En conclusion, chaque méthode d’extraction possede ses propres limites,
bien que la SPME gagne de plus en plus d'adeptes en raison de sa facilité
d'utilisation.

Conclusion

Le probleme de I'évaluation in vitro de la capacité antioxydante a été
présenté dans cette revue, au regard du contexte et des mécanismes
d'antioxydation. Nous avons vu que la complexité et la diversité des
systémes d'étude ont conduit au développement d'une multitude de
tests, aucun d’entre eux ne présentant malheureusement le caractére
universel espéré. Cela a naturellement conduit les chercheurs a adopter
une approche réductionniste, consistant a décomposer cette complexité
en ses différentes parties et a les étudier indépendamment, notamment
par I'intermédiaire de différentes stratégies de mesure.

La stratégie de mesure cinétique basée sur la disparition du substrat est
davantage adaptée a I'établissement du degré d'oxydation en (i) systeme
modele ou en (i) systeme biologique ou biomimétique préalablement
marqué par une sonde fluorescente. Les substrats oxydables utilisés dans
ce type de tests présentent en majorité une structure polyénique conju-
guée qui leur confére des propriétés d'absorption et/ou de fluorescence
dans le spectre UV-VIS, et permet de suivre leur dégradation oxydative.
Pour cela, la fluorimétrie constitue la méthode de choix car plus sensible
et spécifique que la spectrophotométrie d'absorption, et d’autre part,
moins sujette aux interférences de toutes natures. Notons cependant que
la fluorimétrie demeure moins répandue que la spectrophotométrie
d'absorption qui équipe pratiquement tous les laboratoires de recherche.
Enfin, la cytométrie de flux est un outil précieux pour renseigner au
niveau de la cellule individualisée. En définitive, le principal avantage de
ces méthodes est qu’elles mesurent la disparition d'un substrat unique et
non laformation d’une multitude de produits d’oxydation, ce qui permet
de renseigner sur |'état d’oxydation de maniére directe et non biaisée.
Les méthodes fondées sur la mesure cinétique de I'apparition des pro-
duits d'oxydation semblent quant a elles adaptées a I'évaluation de
I'oxydation sur tous types de systémes lipidiques. Ces méthodes sont
toutefois limitées par I'absence de marqueur universel de I'oxydation. De
ce fait, il est indispensable d'évaluer a la fois les produits d'oxydation
primaire et secondaire pour obtenir une vision de |'oxydation aussi
compléte et fidéle que possible. Ainsi, dans certains cas, I'ajout d"antioxy-
dants peut conduire a un accroissement de la teneur en produits d'oxy-
dation primaire par stabilisation d’un lipoperoxyradical en hydrope-
roxyde lipidique. En corollaire, la teneur en produits d’oxydation
secondaire diminue. Si I'analyste mesure uniquement les produits d'oxy-
dation primaire, il conclut a un effet pro-oxydant, bien que la molécule
testée ait agi en tant qu'antioxydant. De la méme maniére, certains
agents pro-oxydants comme les métaux de transition peuvent accélérer
la cinétique de décomposition des hydroperoxydes en composés d’oxy-
dation secondaire. Dans ce cas, si les hydroperoxydes sont les seuls
composés d’oxydation mesurés, un extrait biologique ou végétal présen-
tant une teneur élevée en fer, pourrait apparaitre comme antioxydant
alors qu'il amene en réalité la réaction d’oxydation a des stades plus
avancés.

Il ressort en définitive qu’aucune de ces deux stratégies (disparition du
substrat et apparition de produits d’oxydation) ne prend I'avantage sur
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I'autre, d'un point de vue général, puisqu’elles mesurent des facettes
différentes mais complémentaires de I'oxydation.
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