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Introduction

Introduction

Radicaux libres, stress oxydant, espéces oxygénées activées, antioxydants sont devenus
des termes de plus en plus familiers pour les professionnels de la santé et méme le grand
public. Le milieu médical prend conscience qu’une augmentation de stress oxydant chez un
individu est potentiellement une cause d’apparition de diverses pathologies comme les
maladies cardio-vasculaires, le cancer ou le diabéte sucré (Haleng et al., 2007).

Le stress oxydatif survient suite a la présence d’un déséquilibre entre la production des
especes oxygénées réactives (EOR) et la capacité des systemes biologiques a réparer les
dommages oxydatifs ou neutraliser les effets des intermédiaires réactifs formés incluant les
peroxydes et les radicaux libres. L’augmentation de la production des EOR et la diminution
de I’efficacit¢ des mécanismes de défense antioxydants conduisent a des dommages aux
proteines, aux lipides et a 'ADN (Udensi et Tchounwou, 2016).

Les antioxydants ont fait I’objet de nombreux travaux expérimentaux, qu’ils soient
ingérés dans [D’alimentation ou sous forme de compléments. En [’état actuel des
connaissances, l’apport d’antioxydants par 1’alimentation peut étre considéré comme
favorable a la santé (Tanguy et al., 2009).

Différents facteurs internes (inflammation, ischémie-reperfusion) ou liés a notre mode
de vie (tabagisme, exposition au soleil et aux radiations, exercice physique intense, faible
consommation de fruits et légumes...) (Pincemail et al., 2014), contribuent a augmenter la
production d’EOA dans notre organisme d’une manicre excessive. Il est bien admis que les
dommages oxydatifs induits par les EOA au niveau des lipides (peroxydation lipidique) et de
I’ADN sont respectivement impliqués dans le développement des maladies cardiovasculaires
et des cancers (Pincemail et al., 2014).

L’importance des légumes et des fruits pour une alimentation saine est incontestable.
L’une des raisons possibles pour lesquelles ils présentent des caractéristiques favorisant une
bonne santé, est la présence de différents antioxydants dans les parties comestibles, tels que
les vitamines C et E, les caroténoides, le sélénium, et les composés phénoliques (Pelli et al.,
2003).

Notre étude vise a établir un lien entre le stress oxydant et la qualité d’alimentation, le
sexe, ’age et le tabagisme. Nous avons repartis des groupes selon le sexe, 1’age et le
tabagisme, et suivis pendant un mois grace a un formulaire fourni, ensuite un bilan sanguin a
été fait a la fin de cette période. Nous avons testé leurs capacités antioxydantes sériques par

deux méthodes FRAP et DPPH ainsi que dosé I’activité enzymatique de catalase.
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1.1. Stress oxydatifs

Le stress oxydant est souvent définie comme un deséquilibre de la balance entre
antioxydants et pro-oxydants avec apparition de dégats cellulaires souvent irréversibles (Ortiz
etal., 2013).

Il est impliqué dans de trés nombreux désordres et maladies, allant de I’athérosclérose
(Hitchon et El-Gabalawy, 2004) au cancer (Hussain et al., 2003 ) tout en passant par les
maladies inflammatoires (Libetta et al., 2011), le diabéte (Maritim et al., 2003) et le

vieillissement (Beckman et Ames, 1998).

1.2. Radicaux libres

Dans des conditions normales, notre organisme produit en permanence des molécules
oxydantes qui sont des formes hautement réactives le plus souvent dérivées de 1’oxygéne. Ce
sont des radicaux libres primaires (Superoxyde (Oz"), Peroxyde d’hydrogéne (H202))
(Gutowski et Kowalczyk, 2013).

Les radicaux libres sont des especes chimiques qui possedent un ou plusieurs électrons
célibataires sur leurs couches périphériques, rendant ainsi ces especes particulierement
instables (Durand et al., 2013). Ils sont tres réactifs et répartis en especes réactives de
I‘oxygeéne (ERO) et en espéces réactives de 1‘azote (ERN) (Sosa et al., 2013). La plupart des
radicaux sont des espéces ayant une courte durée de vie, ils réagissent rapidement avec

d'autres molécules (Kohen et Nyska, 2002).

1.3. Formes des radicaux libres
1.3.1. Radicaux libres oxygénées

Les ERO sont la conséquence inévitable de la consommation de I’oxygeéne moléculaire
par I’organisme. Leur production est permanente et physiologique (Koechlin-Ramonatxo,
2006 ; Lushchak, 2014).

1.3.1.1. Superoxyde (O2")
L¢anion superoxyde (O2") c'est le radical le moins réactif, mais il joue un réle trés
important dans la génération d‘autre radicaux libres (Koechlin, 2006). Il résulte de la

réduction monoélectronique de 1‘oxygene (Delattre et al., 2005).

Oy+1é6 ——» Oy~

1.3.1.2. Radical hydroxyle (OH")
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Il est extrémement réactif et va oxyder trés rapidement les molécules voisines, formant

parfois d’autres radicaux libres (Gilbert et al., 2013).
Le H>O; se transforme en OH" par la réaction de Fenton (Huet et Duranteau, 2008).
H.0; + Fe?* — OH'+ OH + Fe3*
Ou celle ou cycle de Haber-Weiss :
H>0,+02" OH+ OH+0O-

1.3.1.3. Peroxyde d’hydrogéne (H20>)

Il est le produit de dismutation du O.", aussi bien que de nombreuse d’autres
réaction enzymatique (Kehrer et al., 2015). Le H20> est également peu réactif mais il a la
capacite de traverser les membranes cellulaires, en présence de métaux de transition tel que le

Fe?* de se transformer en un puissant oxydant (OH") (Ré et al., 2005).

1.3.1.4. Oxygene singulet (*O,)
L’¢état ¢lectroniquement excité de molécule d’oxygene est un de ses plus forme réactive
et toxique. La haute réactivité de 1''O, avec les macromolécules biologique le fait un

agresseur potentiel lorsqu’il produit dans la cellule (Agnez-lima et al., 2012).
1.3.2. Radicaux libres azotées

1.3.2.1. Monoxyde d’azote (NO°)
C’est un gaz de nature radicalaire, susceptible de réagir avec de nombreuses
proteines et enzymes, il est produit a partir de L-arginine et du dioxygéne par une réaction

enzymatique catalysée par la famille NOS (nitric oxyde synthase) (Parent et al., 2013).

1.3.2.2. Peroxynitrite (ONOO ")

Le peroxynitrite est un agent oxydant potentiel qui peut causer des fragmentations
d’ADN et ’oxydation lipidique. I1 est produit par la réaction entre O2" et NO" (Valko et al.,
2006), dont le site de formation est la source de O.” comme NAD(P)H oxydases de la

membrane plasmique ou du complexe respiratoire de la mitochondrie (Szab6 et al., 2007).

1.4. Source des radicaux libres

1.4.1.Sources endogenes
La source endogéne potentielle des radicaux libres comporte la mitochondrie,

métabolisme de cytochrome p450, peroxysome, activation de cellules inflammatoire
(macrophage, neutrophile, éosinophile) (Valko et al., 2006). Comme ils peuvent produire

suite a divers réactions d’oxydation (lors du métabolisme des purines par la xanthine oxydase,

3
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lors de I’auto-oxydation des catécholamines ou suite a leur métabolisme par le monoamine
oxydase...etc (R¢ et al., 2005).

1.4.2.Sources exogeéne

Les cellules et les tissus peuvent étre soumis a une grande variété d’agression physiques
(traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermique), chimiques (acidose, toxines) et
métaboliques (exposition a des xénobiotiques). La plupart de ces agressions capables de
donner naissance a des radicaux libres (Walker et al., 1982 ; Al-Gubory, 2010).

Des toxiques tels que monoxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2) présents
dans notre mode de vie (tabagisme, radiations ionisantes, champs électriques, polluants
industriels) (Mena et al., 2009).

1.5. Effet des radicaux libres
1.5.1. Effets sur les protéines

Les ERO sont en effet capables de réagir avec différents acides aminés des chaines de
protéines, altérant également leur fonction. Les plus sensibles a leur action sont les acides
aminés aromatiques comme le tryptophane, la tyrosine, 1’histidine, sur lesquels le radical OH"

s’additionne, modifiant la conformation de la protéine (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

1.5.2. Effets sur les lipides

Les ERO peuvent attaquer les lipides, et plus particulierement les acides gras
polyinsaturés qui sont facilement oxydables. Ceci conduit a une réaction en chaine de
peroxydation lipidique, qui modifie la fluidité et la perméabilité de la membrane et peut aussi

altérer le fonctionnement des protéines membranaires (Ré et al., 2005).

1.5.3. Effets sur les acides nucléiques

L’ADN, qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est également une cible majeure des
radicaux libres. Les radicaux O™ et OH" provoquent des lésions de I’ADN. Ceux-cCi peuvent
en effet interagir avec les désoxyriboses de I’ADN mais aussi avec ses bases puriques et
pyrimidiques. Ces altérations structurales lorsqu’elles ne sont réparées entrainent a long terme
des altérations géniques a l’origine d’un dysfonctionnement au niveau du métabolisme

protéique (Pisoschi et al., 2015).

1.5.4. Effets sur les glucides
Le radical OH" est capable de couper les molécules de sucres (désoxyribose, mannose,
glucose) et de susciter ainsi des liaisons entre sucres et protéines provoquant des

épaississements membranaires (Pasquier, 1995).
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1.6. Systemes de défense antioxydant

Un antioxydant est défini comme une substance qui, ajoutée a faible dose a un produit
naturellement oxydable a I’air, est capable de ralentir ou d’inhiber le phénoméne d’oxydation
(Park et al., 2001). Le corps contient un systéeme de défense antioxydant élaboré qui dépend
de la consommation diététique d’antioxydants et de la production endogéne des composés
antioxydants (Clarkson et Thompson, 2000).

Classiqguement, les antioxydants sont classifier selon leur origine (Tableau 01), les
antioxydants endogénes de type enzymatique sont plut6t impliqués dans la neutralisation des
radicaux libre alors que les antioxydants non enzymatiques et ceux d’origine exogeéne sont des
donneurs de proton ou d’électron (R¢é et al., 2004 ; Pincemail et al., 2002).

Tableau 1. Différentes types d'antioxydants (Durand, 2013).

antioxydants endogénes antioxydants exogénes
Enzymatiques Non enzymatiques Lipophiles Hydrophiles
Super Oxyde Dismutase (SOD Polyphénols
P ) Y ( ) Glutathion Vita E yF_)
Glutation Peroxydase (GPx) _ _ ) Vita C
Acide urique Vita A o
Catalase (CAT) Oligoélément

Caroténoides
(Se, Zn....etc.)

1.6.1. Systémes antioxydants enzymatiques
1.6.1.1.  Catalase

La catalase est une enzyme intracellulaire, localisée principalement dans les
peroxysomes. C’est une enzyme indispensable pour la détoxification des radicaux libres
durant le stress. Elle catalyse la réaction de détoxification du H2O. généralement produit par
la SOD (Salvayre et Negre-Salvayre 2003 ; Soulére et al., 2002).

2HO0;, ——» 2H,0+0;

1.6.1.2. Superoxyde dismutase (SOD)

Ces métalloprotéines, qui représentent une des premieres lignes de défense contre le
stress oxydant, assurent 1’élimination de 1’0O." par une réaction de dismutation, en le
transformant en H>O; et en O, (Pincemail et al., 2007), capable de neutraliser 80% des O2™
fournis par la mitochondrie (Blokhina et al., 2002). La SOD, bien qu’ayant une activité
antioxydant sur les O2™, peut étre considérée comme source d’espéces oxygénées actives
(H202) (Pisoschi et al., 2015).
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Oy +2H" O2+ H202

1.6.1.3. Glutathion peroxidase (GPx)

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme tétramérique (Pincemail et al., 2007).
se trouve dans le cytosol et au niveau des mitochondries tout en étant active dans le plasma
(Pisoschi et al., 2015). La fonction principale de la GPx-sélénodépendantes est de maintenir
les HoO: et les peroxydes lipidiques ; Les GPx permettent la décomposition de H2O par
I’oxydation de son Co-substrat le glutathion réduit (GSH) en glutathion oxydé (GSSG) qui
sera réduit ensuite par 1’action de la glutathion réductase (Pincemail et al. 2007).

H.02 + 2GSH GPx | 2H20 + GSSG

1.6.2. Systémes antioxydants non-enzymatiques
1.6.2.1. Glutathion

Le glutation est le thiol non protéique le plus abondant dans les cellules des
mammiferes (Sies, 1999; Pompella et al., 2003). C’est un antioxydant intracellulaire
multifonctionnel. 1l posséde plusieurs fonctions importantes pour la viabilite cellulaire
(Pastore et al., 2003 ; Ji et al., 1999). C‘est le cofacteur de plusieurs enzymes antioxydants, il
joue un rdle important, dans la protection des tissus et la réparation des protéines oxydéees
(Zhang et Forman, 2012 ; Carocho et Ferreira, 2013).

1.6.2.2. Acide urique

L¢acide urique produit terminal majeur du métabolisme des purines chez 1‘homme. Il a
été proposé comme un des meilleurs antioxydants du plasma, ou il contribue a 35-60% de la
capacité antioxydant totale (Favier, 1997 ; Letonturier, 2002). L'acide urique est un capteur
efficace des radicaux oxygéne singulet, peroxyle et hydroxyle et protege la membrane

érythrocytaire de la peroxydation lipidique (Pisoschi et Pop, 2015).

1.6.2.3. Vitamines
1.6.2.3.1. Vitamine A

La vitamine A est l'une des 600 caroténoides trouvé dans la nature. Les sources sont les
aliments d'origine végétale (Gorin et al., 2006). Ce terme regroupe les rétinoides et les
provitamines A aussi appelés caroténoides. Ces derniers sont majoritairement connus comme
étant des précurseurs de la vitamine A tels que le [-carotene. Les carotenoides sont de
puissants agents antiradicalaires qui neutralisent tant des especes électroniqguement que

chimiquement actives. En fonction de la concentration en caroténoides, leurs effets sont
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différents : a faible concentration, ils ont une action antioxydant alors qu’a plus forte

concentration, ils se comportent comme des agents pro-oxydants (Valko et al., 2006).

1.6.2.3.2. Vitamine E

L’a tocophérols, la vitamine E est le principal antioxydant liposoluble, étant
I’antioxydant le plus efficace, notamment dans la détoxification des radicaux peroxyles et
alkoxyles (Ré et al., 2005) et donc il protégent les membranes en piégeant les radicaux libres,
tel que 1’02 et en bloquant la propagation de la réaction en chaine de la peroxydation lipidique
(Desel et al., 2007 ; Rhedira, 2005). Il se trouvent dans les huiles végétales mais aussi dans le
lait et ses dérivés (beurre, fromage), les ceufs, les noix, les- noisettes, les germes de céréales et
les fruits oléagineux (Gorin et al., 2006). Récemment, il a été montré qu’une molécule d’a

tocophérol peut piéger jusqu'a 120 molécules d’O2 (Munne-Bosch, 2005).

1.6.2.3.3. Vitamine C

L’acide L-ascorbique, ou vitamine C, est considerée comme le plus important
antioxydant dans les fluides extracellulaires. C’est un piégeur trés efficace des ions O2™, du
H20., des radicaux hydroxyles et peroxyles, et de 'O, (Mak et al., 2002). Elle a aussi la

capacité de réduire le radical a-tocopheroxyl en a-tocophérol (Padayatty et al., 2003).

1.6.2.4. Oligo—éléments
1.6.2.4.1. Zinc (Zn)

Cet oligo-élément est un des cofacteurs essentiels de la SOD, capable de se lier a des
nombreuses molécules, il intervient dans la synthese de métalloprotéines et des protéinés
riches en soufre qui neutralisent des radicaux (Rostan et al., 2002). Le zinc peut inhiber
partiellement les réactions de formation ERO induites par le fer ou le cuivre (Pincemail, 2004

; Defraigne et Pincemail, 2008).

1.6.2.4.2. Sélénium (Se)

Le sélénium est un minéral essentiel a la protection de I'organisme (Huret, 2004). Se
n’est pas un antioxydant en tant que tel, car il ne peut piéger les radicaux libres, mais il joue
un role primordial comme cofacteur de la GPx (Burk, 2002 ; Rayman, 2002). Se joue un réle
clé dans la protection des cellules et de leurs constituants contre ’attaque radicalaire. Cette
fonction est due a sa présence dans le site actif des GPx sélénodépendantes, et a I’activité
biologique anti radicalaire des scléroprotéines (Lhuillier, 2007). Se est présent dans les
aliments riches en protéines animales (viandes, ceuf, poissons, lait), dans les céréales et

certains fruits secs (Dukros et al., 1997).
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1.6.2.4.3. Manganese (Mn)

Mn est un oligo-élément indispensable qui participe a [l'utilisation des
glucides et des lipides par lI'organisme. 1l a aussi comme vertu de lutter contre I'oxydation et
les radicaux libres. Mn entre enjeu dans de nombreux systémes enzymatiques qui
sont responsables de la croissance des os, la bonne santé des dents et gencives, de la
lubrification des articulations, de la bonne utilisation des glucides. D'une maniére générale,
Mn participe a la dépollution de l'organisme et protége les cellules contre les attaques
de radicaux libres (Pincemail, 2004).

1.6.2.5. Composés phénoliques

Les polyphénols, des produits du métabolisme secondaire des végétaux regroupent un
vaste ensemble de plus de 8000 molécules, divisees en une dizaine de classes chimiques, qui
présentent toutes un point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle
aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles
(Tapiero et al., 2002).

Le role des composés phénoliques est largement montré dans la protection contre
certaines maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreux ses enzymes et
aussi vis-a-vis de leurs propriéetes antioxydantes (Fleuriet et al., 2005).

Les polyphénols possédent des propriétés antioxydantes. Effectivement, il a été
démontré qu’ils inhiberaient ou préviendraient la peroxydation lipidique et notamment la
formation des Low Density Lipoprotein (LDL) oxydés (Osakabe et al., 2001 ; Schroeter et
al., 2002 ; Valko etal., 2006 ; Wu et al., 2009 ; Yoshihara et al., 2010). Les polyphénols
présentent également un effet protecteur vis-a-vis de certaines pathologies cardiovasculaires
ou de cancers (Damianaki et al., 2000 ; Ding et al., 2013 ; Valko et al., 2006 ; Yoshihara et
al., 2010).

1.6.3. Alimentation et les antioxydants

L'alimentation a pour but de couvrir nos apports nutritionnels en apportant tous les
nutriments essentiels au bon fonctionnement de notre corps, glucides, protéines et lipides,
malis aussi vitamines, minéraux, fibres, acides gras essentiels, eau .... Notre alimentation doit
donc se composer d'aliments variés (OMS/FAQO, 2002). Pour que notre corps soit actif et
fonctionne normalement et le mieux possible et a son niveau optimal, il a besoin de différents
nutriments pour synthétiser de nouvelles molécules comme les enzymes, les hormones sans
oublier les antioxydants (Leaf et al., 2005), les antioxydants proviennent principalement des

aliments et des plantes médicinales, tels que les fruits, les légumes, les céréales, les
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champignons, les boissons ... Ces antioxydants naturels issus de maticres végétales sont
principalement des polyphénols et vitamines (vitamines E et C). En général, elles présentent
une large gamme d'effets biologiques, tels qu'anti-inflammatoires et anticancéreux (Xu et al.
2017).

1.7. Maladies lié au stress oxydant

Déterminer le statut de stress oxydant d'un individu devient actuellement un sujet de
priorité en terme de prévention de maladies car de trés nombreuses études indiquent qu'il
existe une association étroite entre l'altération des systemes de défense antioxydants et le
développement de plus de 200 pathophysiologies différentes (Pincemail, 2004) allant de
I’athérosclérose au cancer tout en passant par les maladies inflammatoires,
neurodégénératives et le diabéte. Le role du stress oxydant a éte également evoqué méme
dans des processus physiologiques tel que le vieillissement (Lehucher-Michel et al., 2001;
Valko M. et al., 2007).

Tableau 2. Exemples de pathologies liées au stress oxydatif (Berger, 2006).

Maladies ou le stress Maladies ou le stress oxydatif Maladies entrainant un
oxydatif est la cause est le facteur déclencheur stress oxydatif secondaire
primordiale
Cancers Maladie d’Alzheimer Diabete
Auto-immunité Stérilité masculine Insuffisance rénale
Cataracte Rhumatismes Maladie de Parkinson
Athéromes
Asthmes
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Chapitre 2: Matériel et Méthode

2.1. Matériel

2.1.1. Matériel biologique
Les donneurs : quatre-vingt-treize (93) personnes saines en bonne santé, hommes et
femmes fonctionnaires et non, fumeurs et non-fumeurs, de la commune de Biskra et Batna.
Les aliments : ont été achetés au marché de Biskra aprés 1’enquéte et conserver a - 4°C
. tomate, carotte, oignon, pomme de terre, poivre, courgette, laitue, moutarde, aubergine,

orange, mandarine, banane et pomme.

2.1.2. Matériel chimiques

Acide acetique, Acetate de sodium, Chlorure de fer(l1l) anhydre (FeClz ) (Biochem),
Acide chlorhydrique, Diméthyle sulfoxyde (DMSO), éthanol, FeSO4.7H20, Potassium
phosphate dibasique (K2HPQO4), Potassium phosphate monobasique (KH2PO4), 2,2'-diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH), Tripyridyl-triazine (TPTZ) (SIGMA-ALDRICH), kits d’analyse

biochimique (Annexe 1).

2.1.3. Appareillages

Agitateurs magnétique (HANNA HI 190M), Balance de preécision (KERN, ABJ),
Balance normale (Scout SE-OHAUS), Centrifugeuse, Centrifugeuse réfrigérer 4°C (Hettich
ZENTRIFUGEN MIKRO 200 R), pH meétre (HANNA instrument), Spectrophotometre
(JENWAY 6300) et (UV-2005 J.P.SELECTA).

2.2. Méthodes

2.2.1.  Enquéte alimentaire

Dans cette étude nous avons divisé 93 personnes saines en 11 groupes. Et le nombre de
personnes par groupe varie de 6 a 11 (Tableau 3).

Les conditions de choix selon : catégorie d’age (20 a 60 ans), sexe : femmes / homme,
étudiantes ; fonctionnaires et non fonctionnaires, fumeurs et non-fumeurs, poids et la taille.

On a suivi I’alimentation de ces personnes pendant 28 jours grace a un formulaire

(Annexe 2).
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Tableau 3. Abréviation des groupes étudiés.

Groupe Abreéviation Age Nombre d’effectifs
Femme jeune étudiante FJE [20-30[ 11
Femme jeune fonctionnaire FJF [20-30[ 8
Femme jeune non fonctionnaire FINF [20-30[ 9
Femme adulte fonctionnaire FAdF [30-35] 7
Femme adulte non fonctionnaire FAJNF [30-35] 6
Femme &gée fonctionnaire FAgF [40-60[ 7
Femme &gée non fonctionnaire FAgNF [40-60[ 7
Homme étudiant fumeur HEFu [20-25[ 8
Homme étudiant non fumeur HENu [20-25[ 9
Homme fonctionnaire fumeur HFFu [30-55[ 11
Homme fonctionnaire non fumeur HFNu [30-35[ 10

2.2.2. Prise de sang

Aprés 28 jours, une prise de sang a été effectuée a la polyclinique centrale (HLM) de

Biskra, et I’hopital universitaire (CHU) de Batna ; dans des tubes sec et des eppendorf, et

transporté dans une glaciere contienne des poches de glaces. Le sang a été fractionne : la

premiére fraction (tube sec) centrifugé a 2000 rpm pendant 10 min, le sérum récupéré est

divisé aussi en deux fractions, la 1 pour un dosage biochimique & la Polycliniques de

Chetma et la 2™ pour les tests de capacités antioxydantes. La deuxiéme fraction centrifugée

a 4°C de 6000 rpm pendant 20 min, apres congelé (température -4°) pour le dosage

enzymatique.

2.2.3. Dosage biochimique

Le dosage a été fait manuellement pour quelque parametre biochimique (tableau 4).
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Tableau 4. Paramétres biochimiques dosés et leurs valeurs normales.

Valeurs normales

Parametres biochimiques Homme Femme
Acide urique 3.4 - 7.0 mg/dl 2.5 -6.0 mg/dl
Cholesterol 1,4-2,249/l 1,4-2,24qll
Triglyceride 0.60-1.65 g/l 0,40 - 1,40 g/l
Creéatinine 7-14 mg/l 7-14 mg/l
Glucose 0.70-1,05 g/l 0.70 - 1,05 g/l

2.2.4. Tests d’activité antioxydant sérique
2.2.4.1. Test d’activité antiradicalaire (DPPH)

Le test d’activité antiradicalaire est une methode simple et la plus utiliser pour tester
’activité antioxydant du plasma. Dans ce test, 1’effet piégeur de radical DPPH (2,2'-diphenyl-
1-picrylhydrazyl) est suivi spectrophotométriquement a une longueur d’onde 517 nm par la
décoloration de radical DPPH de couleur violet au couleur jaune donc une diminution dans
I’absorbance en présence d’un antioxydant. Brievement, un volume de 50 pl de plasma est
additionné a 950 pl de la solution méthanolique de DPPH (4 mg/100 ml d’éthanol). Aprés 30
min d’incubation a ’obscurité suivie d’une centrifugation (Janaszewska et Bartosz, 2002),
I’absorbance a 517 nm est mesurée. Le pouvoir antioxydant plasmatique est ensuite calculé
selon I’équation :

1% = [(Ao-As)/ Ao] x 100

A0 : absorbance en absence de I’inhibiteur (contrdle négatif).

As : absorbance en présence de I’inhibiteur (échantillon) (Damijan Knez et al., 2018).

2.2.4.2. Test de pouvoir réducteur (FRAP)
En paralléle au test de piégeage du radical libre DPPH, le pouvoir réducteur du fer
(Fe*") dans les sérums humaines a été évalué en utilisant la méthode FRAP (Ferric Reducing
Ability of Plasma) suivant le protocole décrit par (Benzie et Strain., 1996) , ce test est un essai
simple, rapide et reproductible ; il est universel et peut étre appliqué aussi bien chez les
plantes que les plasmas et dans les extraits organiques et aqueux (Li et al.,2008).
Cette technique est basé sur la réduction de complexe tripyridyl-triazine ferrique
(TPTZ-Fe®") en tripyridyl-triazine ferreux (TPTZ-Fe?*) dans un milieu acide, cette réduction
développe une coloration bleu intense qui peut estimer spectrophotométriquement a une

longueur d’onde 593 nm. Préparer une solution fraiche du réactif FRAP, qui a été mélangé
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par la suite de 1V de la solution du TPTZ (10 mM dans 40 mM HCI) avec 1V du FeCls.6H.0
(20 mM) et 10V du tampon acétate de sodium (300 mM), pH conduit a 3.6 par I’acide
acétique.

Le parametre EC1 (concentration équivalente 1) a été calculé a 4 et 30 minutes. L’EC1
est défini comme la concentration de I’antioxydant qui donne une réduction du TPTZ
équivalente a 1 mM du FeSOs ; c’est la concentration de I’antioxydant donnant une
augmentation dans 1’absorbance a 593 nm équivalente a la valeur théorique de I’absorbance.

Les aliments les plus consommeés, acheter au marché pendant la période des prise de
sang, qui ont été conservé sont mixé, pesé et macéré pendant 5 jours dans du éthanol, ensuite

filtré et séché. On a utilisé I’extrait brut pour tester le pouvoir réducteur.

2.2.5. Dosage Enzymatique

L’activité¢ de la catalase plasmatique est déterminée selon la méthode de Clairborne
(1985). Le principe repose sur la disparition de 'H202 a 25°C par la présence de la source
enzymatique catalase. La réaction est contr6lée par une lecture continue du changement
d’absorbance a 240 nm avec & = 43,6 M*.cm™aprés chaque minute dans un intervalle de

temps de dix minutes.

2.2.6. Analyse statistique

Les valeurs ont été exprimées généralement en moyenne + SEM, les différents résultats
obtenus ont analysé par le test ANOVA uni variée suivie du test de Tukey pour la
comparaison multiple et la détermination des taux de signification. Les valeurs de p < 0.05
sont considerées statistiquement significatives. Les courbes et la comparaison des

moyennes ont été réalises grace au logiciel « Graph pad Prism » version 8.01.
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Chapitre 3: Résultats et discussions
3.1. Résultats

3.1.1. Enquéte alimentaire

L’apport alimentaires est adaptés a besoins des individus est un facteur essentiel de
santé. En pathologie (comme en épidémiologie), parallelement a la connaissance des besoins
les données quantitatives et qualitatives de la consommation alimentaire sont nécessaires, et
peuvent confirmer des informations cliniques, somatiques ou biochimiques sur 1’état
nutritionnel (Morin, 2007).

3.1.1.1. Légumes et fruits
Les resultats obtenus montrent que I’apport en légumes et fruits est élevé chez les FJE,
FAdF et HFNFu (Figure 1), suivi par les groupes FAgF et FAANF, le reste des groupes ont

un taux presque semblable, avec la moyenne la plus basse pour HFFu.

Legumes et Fruits
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Figure 1. Apport en légumes et fruits mensuel des groupes humains. Les valeurs sont
exprimées en (n=6a 11) + SEM.

Tout comme les légumes, les fruits constituent une source importante de glucides, de
vitamines, des fibres alimentaires, d’eau et d’antioxydants. Les fruits difféerent néanmoins des
Iégumes car ils contiennent des glucides simples. En outre, en comparaison aux légumes, les
fruits contiennent différents types des nutriments, en déférentes quantités : ceux-ci sont ainsi
riches en potassium, vitamine C, béta-carotene et vitamine B6. Ces différences montrent

I’importance de manger des fruits et des légumes tous les jours. Il importe, en outre, de varier
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le type et la couleur des fruits consommés, ceci afin d’absorber une diversité de minéraux, de

vitamines et d’antioxydants (Ost, 2016).

3.1.1.2. Protéines animales

D’aprés les résultats, la consommation des produits protéiques chez les groupes des
femmes est élevée que chez les hommes (Figure 2). En ce qui concerne les groupes des
femmes, 1’apport plus élevé présenté chez les FJF et FAgF, ainsi que les groupes des hommes

ayant une consommation similaire sauf les HFNFu qui ont une baisse consommation.

Protéines animales
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Figure 2. Apport en protéines animales mensuel des groupes humains. Les valeurs sont
exprimées en moyen (n=6a11) + SEM.

La viande, le poisson, les ceufs et produit laitieres constituent une source alimentaire
importante des protéines de haute valeur biologique (Lebacqg, 2016). Les protéines animales
ont une composition en acides aminés indispensables qui permet de couvrir les besoins de
I’organisme. D’ailleurs, 1’ceuf, par sa composition en acide aminé essentiel, est une protéine
de référence pour la nutrition humaine. Il contient 12% de son poids en protéines, avec
principalement de 1’ovalbumine (une phosphoglycoprotéine) dans le blanc et des lipoprotéines
riches en phospholipides dans le jaune. Le lait et les viandes sont également de tres bonnes
sources des protéines, d’un point de vue tant quantitatif que qualitatif (Jacotot et Campillo
2003).

3.1.1.3. Céréales et pates
Les résultats (Figure 3) représentent le taux élevé de consommation des céréales et

pates pour les FAgF de 40 + 7.436, puis les groupes FJF, FNF et FAgNF. Alors que la
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consommation des céréales et pate des hommes est semblable malgré la différence d’age et la
fumé, avec une légere augmentation chez les HEF. En générale la consommation des pates est
fréquent peut étre en raison des habitudes alimentaires de cette région.

Pates et Céréales

% consommeé

Figure 3. Apport en pates et céreales mensuel des groupes humains. Les valeurs sont
exprimees en moyen (n=6a11) + SEM.

Les produits céréaliers sont une source alimentaire de glucides complexes
(polysaccharides), de fibres alimentaires, de protéines d’origine végétale, de minéraux et des
vitamines : B1, B2 et de niacine (vitamine B3), elles sont également riches en fer, en calcium

et en phosphore (Lebacq, 2016).

3.1.1.4. Boisson

Les boissons sont un autre ensemble hétérogéne qu'il ne faut absolument pas considérer
d'un bloc tant leur composition et leurs effets sont différents. Elles concernent I'eau, les
tisanes, thé, café, boissons sucrées (boissons aux fruits, limonades, colas et jus de fruits...),
leur caracteristigue commune est bien sdr leur apport hydrique, qui va s‘ajouter a l'eau des

aliments (Jean-Louis, 2018).

3.1.1.4.1. Thé et café

Les résultats obtenus (Figure 5), montrent que les groupes féminins ; FAgF, FJF, FINF
et FAgNF ont une consommation élevé du thé et du café, ensuite les groupes des HFFu,
HENFu et HEFu représentant des taux similaires mais moins que les premiers, alors que le

reste des groupes FJE, FAANF, FAdF, HFFu apparaissent des valeurs minimales.
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Autrefois et encore aujourd'hui, le thé et le café est un mélange complexe des molécules
variées. Majoritairement responsable des effets décrits, le caféine est le constituant le mieux
connu qu'ils possédent I’intérét de la communauté scientifique quant aux effets bénéfiques se
dirige davantage vers les polyphénols, ces composés font I’objet d’une attention particuliére
quant a leurs effets bénéfiques sur la santé humaine qui seraient principalement liés a leur

action antioxydante (Morin, 2015 ; Bonnin, 2016).

Thé et Café

80=

% consommeé

Figure 4. Apport en thé et café mensuel des groupes humains. Les valeurs sont exprimées en
moyen (n=6a 11) £ SEM.

3.1.1.4.2. Jus et boisson gazeuse

La consommation des jus et boisson gazeuses est élevé chez les groupes FJF, FINF et
FAgNF, alors que les groupes HENFu, HFFu et HEFu (Figure 2) ont des niveaux semblable,
concernant le taux de la consommation la plus basse se trouve chez FAdF, la différence entre
ces groupes est statistiquement non significative.

Un jus mélangé est obtenu en mélangeant deux ou plusieurs types de fruits (Cendres,
2010). Alors que les boissons gazeuses et les boissons aux fruits contiennent tous des
quantités semblables des glucides. lls peuvent tous fournir une somme considérable de
calories s’ils sont consommés en grandes quantités. La différence, c’est I’avantage que
procurent le lait et le jus sur le plan de la nutrition par rapport aux boissons gazeuses et aux

boissons aux fruits (Chenouf, 2013).
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Figure 5. Apport en jus et boisson gazeuse mensuel des groupes humains. Les valeurs sont
exprimées en moyen (n =6 a 11) £ SEM

Les habitudes alimentaires est un facteur qui influence sur la santé humaine de part ou
d’autre (positivement ou négativement), les résultats alimentaire globaux (Annexe 4) ont
montrés que les groupes FAdF et HENFu ayant des bonnes habitudes alimentaires, a cause de

cette différence nutritionnelle des dosages biochimique sérique ont éte réalisés.

3.1.2. Parametre biochimique

Il s’agit d’un ensemble de procédures chimiques permettant d’estimer les quantités des
constituants des liquides biologiques (sang, urines, épanchements, sécrétions, etc..). La
plupart des maladies ont en effet des répercussions sur leur composition et leur étude peut
aider au diagnostic et au suivi de nombreuses maladies (Siby, 2008).
3.1.2.1. Glycémie

Une légere hausse de la glycémie est remarquée chez les HFNFu (Figure 6). Le reste
des valeurs sont semblables pour les deux sexes, par conclusion I’age n’interfére pas sur le
taux de glucose sanguine présent chez toutes les personnes de sexe différents « La glycémie a
jeun ne s’éléve pas avec I’age (Caquet, 2015)».

Chez le sujet normal, la glycémie est maintenue stable par un systeme neurohumoral
complexe ou le couple insuline-glucagon joue un réle important (Caquet, 2015).

Le glucose est le principal sucre de ’organisme. C’est lui qui apporte ’énergie a la

plupart des cellules. 1l obéit a une régulation trés précise qui fait que sa concentration reste
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constante alors méme que les apports alimentaires sont discontinus et sa consommation
variable dépendant pour une bonne part des efforts du patient (Siby, 2008).
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Figure 6. Concentration des glucoses. Les valeurs sont exprimées en moyen (n =6 a 11) +
SEM.

3.1.2.2. Créatinine

Les valeurs de créatinine ayant une augmentation chez les hommes par rapport aux
femmes (figure 7), cette difference serait liee a la masse musculaire plus importante chez
I’homme (Caquet, 2008), d’aprés les résultats statistique ne remarque aucune différence
significatif entre les groupes des femmes ou entre les groupe les hommes probablement que
I’alimentation et le tabac n’influence pas sur ce paramétre ; les recherches confirment que la

concentration de créatinine plasmatique ne dépend pas le régime alimentaire (Caquet, 2015).

151

Créatinine mg/I

Figure 7. Concentration des créatinines. Les valeurs sont exprimées en moyen (n=6 a 11) +
SEM.
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La créatinine dans ’organisme provient de la dégradation de la créatine qui est
d’une part contenue dans [D’alimentation d’autre part produite par 1’organisme
(principalement localisee dans les muscles). La créatinine est exclusivement

éliminée par les reins, ce qui en fait un tres bon marqueur de la fonction rénale (Siby ; 2008).

3.1.2.3. Acide urique

Les valeurs d’acide urique (Figure 8), chez les hommes plus élevé par rapport aux
femmes, ce qui est normal puisque chez un homme normal I’acide urique est supérieur a celui
d’une femme normale (Caquet, 2010). Tandis que trouve chez les groupes des femmes les
valeurs peut défere l1égérement, probablement a cause d’alimentation différente. Certain étude
montre que I’acide urique sanguin se trouve sous forme libre, donc son origine est exogene
c'est-a-dire provenant de 1’alimentation (De la Farge et Valdiguié, 2000), et en revanche pas
de différence significatifs entre les hommes fumeur et non-fumeur.

L’acide urique est le terme ultime du catabolisme des purines (guanine, hypo-xanthine
et xanthine). Les purines proviennent pour une part de 1’alimentation, et pour I’essentiel, de la
purinosynthese endogéne qui résulte du catabolisme des acides nucléiques au cours de la

destruction et du renouvellement cellulaire (Korng, 2011).
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Figure 8. Concentration des acides uriques. Les valeurs sont exprimées en moyenn (6 a 11) +
SEM.

3.1.2.4. Cholestérol
Les valeurs de cholestérol sont similaires chez tous les groupes, peut étre que c’est di
aux quantités faible de graisse absorbé ou par un effort physique qui les élimines (Figure 9),

avec un taux moins faible chez HEFu.
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Figure 9. Concentration des cholestérols. Les valeurs sont exprimées en moyen (n =6 a 11) +
SEM.

Le cholestérol est transporté dans le sang par des protéines, les lipoprotéines, qui le
solubilisent. Distingue les lipoprotéines de faible densité (low density lipoprotein ; LDL) et
les lipoprotéines de forte densité (high density lipoprotein ; HDL) (Caquet, 2008).
3.1.2.5. Triglycéride

Les valeurs de triglycéride sont similaires aussi et bas chez tous les groupes sauf pour
les HFNFu qu’a un taux assez ¢levé (1.5 g/1) ce qui peut étre liée a I’exercice intense qui peut
entrainer une diminution de la concentration sérique des triglycérides (Figure 10). Les
triglycérides servent de réserve énergetique. Ils ont une double origine : exogene (aliments) et
endogene (synthese hépatique) (Caquet, 2015).
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Figure 10. Concentration des triglycérides. Les valeurs sont exprimées en moyen (n =6 a 11)
+ SEM.

Il est encore difficile de décrire les mécanismes biologiques capables d’expliquer les

effets tres complexes de la nutrition sur la santé, surtout que les analyses biochimiques étudiés
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cliniguement appartiennent au méme intervalle usuel, grace a la présence d’une régulation
glandulaire (régulation endocrine) qui stabilise le taux sérique, malgré la différence de : la
physiologie (entre les sexes), le mode de vie, I’activité physique et les habitudes alimentaire
(bonne et mouvais). C’est pour cela des testes de la capacité antioxydant sérique ont été
réalisé.
3.1.3. Tests d’activité antioxydant sérique
3.1.3.1. Test DPPH

Le radical DPPH'est généralement I’un des composés les plus utilisés pour I’évaluation
rapide et directe de I’activité antioxydante des extraits des plantes naturelles en raison de sa
stabilité en forme radicale et la simplicité de I’analyse (Bozin et al., 2008). Ensuite cette
technique a été adaptée pour 1’évaluation de I’activité antioxydante sérique (Brand-Williams,
1995). Cette activité vis-a-vis le radical DPPH" a été évaluée spectrophotométriquement en
suivant la reduction de ce radical a 517 nm.

Les résultats du pouvoir antiradicalaire des groupes étudiés, exprime en pourcentage

d’inhibition du radical DPPH", sont représentés dans la figure 11.
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Figure 11. Pourcentage d'inhibition chez 11 groupes humains. Les valeurs sont exprimées en
moyen (n = 6 & 11) + SEM. ns : non significative, ™"p : < 0,0001.

Ce test montre qu’il n’y pas une différence significatif entre les hommes fumeurs et non
fumeurs, ce signifie que la fumé n’a pas d’influence significatif sur la capacité sérique de
piégeage de radical DPPH". En remarquant que les hommes étudiants ont une capacité moins
puissante que celle des hommes fonctionnaires ; cette diminution d’activité est probablement
due au stress des études. Par contre, la transition de sexe montre que les femmes non
fonctionnaires présentent une capacité plus puissante que les femmes fonctionnaires pour

touts les tranches d’age, alors que les FAdF ont la valeur la plus basse. Le teste DPPH ne
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donne aucune différence significative entre les femmes et les hommes du méme age (HENFu
et FJE / HFNFu et FAgF).
3.1.3.2. Pouvoir réducteur sérique (FRAP)

Une gamme de Sulfate de fer heptahydraté FeSO4.7H.O est utilisée pour calculer les

valeurs de TAP des échantillons testés (Figure 12).
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Figure 12. Relation linéaire absorbance-concentration de FeSO4.7H>O. Les valeurs sont
exprimeées enn =2 £ SD.

3.1.3.2.1. FRAP des Hommes

Dans la méthode originale de test de FRAP, la réaction de réduction de (TPTZ-Fe®*) en
(TPTZ-Fe?*) a été suivi spéctrophotométriquement (Benzie et Strain1996). Les résultats
d’absorbance augmentent jusque a 4 min, ensuite elle augmente légérement jusqu’ a 30 min
pour les deux sexes humaines.

L’analyse du pouvoir réducteur consiste @ mesurer ’augmentation de 1’absorbance des
ions ferreux (Fe?*) formés (Figure 13). D’aprés les graphes, les hommes non-fumeurs
présentent une activité importante par rapport aux hommes fumeurs ; le groupe des HFNFu
présent I'activité la plus élevé avec une densité optique (DO) de 0,25 a 30 min puis les
HENFu avec une DO de 0,20 ; ensuite les groupes des hommes fumeurs quel que soit étudiant
ou fonctionnaire représentent une faible augmentation d’absorbance par rapport aux autre
groupes.

Concernant les hommes étudiants qui donnent une DO plus faible, peut étre cette
diminution lié aux stress d’étude, surtout qu'ils étudient dans des disciplines scientifiques.

Les études de Haj Mouhamed et ses collaborateurs (2011) monté que I’activité antioxydante
des fumeurs est tres inférieure par rapport aux non-fumeurs, par le dosage de

malondialdéhyde (MDA) et la suivie de nombre des cigarettes consommeés par jours, la cause
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principale de cette diminution est le tabac (la fumée de cigarette) qui empéche, peut-étre, le
bon métabolisme des aliments et leur assimilation par le corps humains, ce qui explique la

diminution de P’activité réductrice des sérums des hommes fumeurs.
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Figure 13. Cinétique de réduction de complexe TPTZ-Fe3* en TPTZ-Fe?" par les sérums des
groupes des hommes. Les valeurs sont exprimées en moyen (n =6 a 11) = SEM.

3.1.3.2.2. FRAP des Femmes
Les résultats de test de FRAP des 7 groupes féminins étudiés, montrent qu’elles sont des
cinétiques de réduction (TPTZ-Fe3*) différentes (Figure 14).
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Figure 14. Cinétique de réduction complexe TPTZ-Fe** en TPTZ-Fe?" par les sérums des
groupes de femmes. Les valeurs sont exprimées en moyen (n =6 a 11) + SEM.

Les groupes sont classés par ordre décroissant comme suite : FJF > FJE > FAANF >

FAgF > FAdF > FINF > FAgNF. Les FJF présentent absolument la meilleure activité
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réductrice avec une DO de 0,25, tandis que les FAgNF possédent le pouvoir réducteur le plus
faible avec la DO de 0,10.

Cette différence dans I’absorbance est peut étre di a I’alimentation différente. Les
études précédents ont démontré que la consommation des légumes et fruit a 1’état concentré
augmente les défenses antioxydantes. Un taux élevé d’antioxydants obtenu grace a une
alimentation riche en fruits et légumes réduit le risque relatif de mortalité dans diverses
pathologies : cancers, maladies cardiovasculaires (Defraigne et Pincemail, 2008).

Ces résultats sont confirmés par les valeurs de FRAP (Figure 15) ou les fumeurs ont la
capacité réductrice la plus faible avec les HEFu : 21,17 + 3,68 mM FeSO4/ml de sérum a 4
min suivit des HFFu : avec 27,17 + 3,34 mM FeSO4/ml a 4 min de sérum. Pour les non-
fumeurs se sont les HFNFu qui ont le pouvoir réducteur le plus éleve avec 45,22 + 5,83 mM
FeSO4/ml a 4 min de sérum, suivit des HENFu : 35,92 £ 5,60 mM FeSO4/ml & 4 min de

sérum.
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Figure 15. Valeurs de FRAP sériques des groupes des femmes et des hommes. Les valeurs
sont exprimées en moyen (n = 6 & 11) + SEM. ns : non significatif, ™ : p <

0,0083, “**:0,0001.
Ces résultats montré que la fumée de tabac influence négativement sur le pouvoir
réducteur sériqgue des hommes jeunes et agés. La fumée de cigarette provoque une forte
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charge en oxydants et une diminution marquée de la capacité antioxydante (Domej et al.,
2014)

Le résultat statistique ne montre aucune différence significative entre les FJE et les
HENFu et entre les FAgF et les HFNFu, c’est que peut dire que les 2 sexes de méme tranche
d’age représentent des résultats presque similaire, peut étre que le sexe n’influence pas sur
I’activité antioxydant.

D’aprés les figures 14 et 15, la capacité antioxydant sérique chez les femmes non
fonctionnaires est tres faible par rapport aux femmes fonctionnaires cette diminution peut étre
lié a I’activité physique intenses des femmes non fonctionnaires. D’autre part les résultats de
FRAP montrent que les FAgNF ont une capacité supérieur a celle des FINF et FAANF ; ce
qui peut étre expliqué par I’amélioration des connaissances et des habitudes alimentaires chez
les femmes en fonction d’age.

Les résultats des aliments sont présentés dans I’annexe 5. Ces résultats présentent une
différence d’absorbance entre les aliments testés, ils n’ont pas un pouvoir réducteur mais ils
présentent une capacité réductrice qui, ce explique leur influence sur la capacité réductrice

sérique.

3.1.4. Acticité enzymatique

Les résultats obtenus (Figure 16) disent que I’activité enzymatique des femmes
fonctionnaires va augmenter avec 1’age (FJF: 0,17 = 0,02 pM/min, FAdF : 0,21 + 0,04
UM/min, FAgF : 0,27 £ 0,04 uM/min), par contre chez les femmes non fonctionnaires
I’activité enzymatique diminué avec 1’age (FINF : 0,24 £ 0,03 uM/min, FAdNF : 0,14 + 0,01
uM/min, FAgNF: 0,13 £ 0,01uM/min), mais ces augmentation ou diminution sont pas
significatif.

Les résultats d’augmentation de I’activité de catalase trouvé aussi par Inal et al. (2001)
ont noté une augmentation de I’activité de celle-ci avec 1’age.

Les résultats révelent une augmentation non significative de I’activité enzymatique de
catalase sérique chez les hommes fumeurs par rapport aux non-fumeurs de méme tranche
d’age, les études réalisées pour les hommes révelent que les fumeurs présentent des niveaux
d’oxydants plus élevés que les non-fumeurs. En effet, les niveaux d’H202 du condensat de
I’air exhalé¢ des fumeurs sont supérieurs aux individus non-fumeurs (Kharitonov, 2001 ;
Rahman, 2003), tandis que I’activité de catalase des HENFu présente une diminution par celle
des HFNFu, Entre les fumeurs eux méme remarque que les jeunes fumeurs, ont une activé un

peu plus élevé que les agés (anciens fumeurs) et ceci peut étre di a la durée du tabagisme.
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Figure 16. Activité enzymatique de la catalase des groupes des femmes et hommes. Les
valeurs sont exprimées en moyen (n =6 a 11) £ SEM. ns : non significatif.

La comparaison d’activité enzymatique de catalase sérique entre les hommes et les
femmes de méme age, présente une diminution de I’activité des hommes par rapport les

femmes avec une différence non significative.
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Conclusion

Le stress oxydant peut influencer par plusieurs facteurs chez humain tel que I’age, le
sexe, I’alimentation, le tabac et I’activité physique. Dans notre étude nous avons essayé¢ de
partager des groupes selon ces criteres et les résultats ont montrés que:

L’alimentation des groupes varie selon leurs habitudes alimentaires traditionnelles, poids,
I’appétit et la connaissance (éducation), en globale leur consommation présente des résultats
presque similaire.

Les bilans biochimiques qui comporte ces paramétres (glycémie, créatinine, acide urique,
cholestérol, triglycéride), ne montrent pas de différence entre les groupes étudies sauf entre le
sexe oppose pour I’acide urique et créatinine qui sont légerement plus haut chez les hommes,
cette stabilisation de taux serique des ces parametres malgré la différence de la physiologie et
les habitudes alimentaire est grace a la régulation de systéme endocrine glandulaire.

D’apres les résultats de notre études on a révélée que la capacité antioxydante sériques est
varié¢ de test a I’autre, on observe que les résultats des tests de capacités antioxydantes sérique
évaluée par les deux méthodes (FRAP et DPPH) indiquent que la capacité sérique de piégeage
de radical DPPH" n’est pas influencé par le sexe, I’age et le tabac. Concernant le deuxiéme
teste, FRAP, les résultats montre que le tabagisme influence négativement sur le pouvoir
réducteur des hommes par contre, Dactivité enzymatique de catalase est influencée

positivement par le tabagisme les méme groupes.

Préparer un bilan biochimique complet qui lié au stress oxydatif tel que vit C, vit F,
transaminase, fer et hémoglobine ....

Tester d’autre parametre du stress oxydant tel que les enzymes antioxydantes (SOD, GPx)
ainsi que le MDA pour les fumeurs.

Améliorer le questionnaire en demandant plus de détails sur les heures et la quantité
d’aliments ingéré, et le mode de cuis les aliments, et augmenter la durée d’observation a plus

d’un mois et comparer les changements de saison.
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Annexe 1. Kits des analyses biochimiques.

Biomaghreb

PRESENTATION

Réf. 20121, (1000 Tests ) Réf 20124, (3000 Tests)  Réf 20127, (400 Tests)
R1:2x500 ml R1:6x500 m R1:4x100 ml

R2 : 2 flacons (lyoph) R2 : 6 flacons (lyoph) R2 : 4 flacons (lyoph)
R3:2x6ml R3:3x 11 ml R3:1x5ml

Réf 20122, (3000 Tests) Réf 20126, (1000 Tests)

R1:3x 1000 ml R1:5x200 ml

R2 : 3 flacons (lyoph) R2 : 5 flacons (lyoph)
R3:3x 11 ml R3:2x10ml
PRINCIPE

Détermination enzymatique du glucose selon les
réactions suivantes :

Glucose oxydase
Glucose + 0, +H,0 — Acide gluconique + H, O,

Péroxydase
2 HyOo+Phénol+4-Amino-antipyrine ——3= Quinoneimine rose + 4Hy0

REACTIFS

Réactif 1 Tampon Tris pH=7 100 mmol/l
Solution tampon Phénol 0,3 mmol/l
Réactif 2 Glucose oxydase 10 000 U/
Enzymes Péroxydase 1000 U/
Amino 4 -Antipyrine 2,6 mmol/l

Réactif 3 Glucose 100 mg/d!
Standard 1g/l
5,56 mmol/l

GLUCOSE

Méthode enzymatique (GOD - PAP)

CALCUL

D.O Echantillon
Glucose= — 8 ——_ X n

D.O Standard
mg/dl n =100

g/l ni=1
mmol/ n = 5,56
LINEARITE

La méthode est linéaire jusqu’a 5 g/l (500 mg/dl-
27,8 mmol/l).

Si la concentration en glucose est supérieure a 5 g/,
recommencer le dosage sur I'échantillon dilué au 1/2
avec une solution de NaCl a 9 g/I. Multiplier le résultat

par 2.

VALEURS USUELLES

PREPARATION ET STABILITE
Dissoudre le lyophilisat R2 dans le tampon R1.
Protéger de la lumiére.
Stabilité du réactif de travail
- 8 semaines a 20 - 25°C
-8moisa?2-8°C

ECHANTILLONS

Sérum (non hémolysé)

Plasma recueilli sur fluorure-héparine ou héparine-ioda-
cétate (non hémolysé)

Liquide Céphalo-rachidien.

MODE OPERATOIRE
Longueur d’onde : 505 nm (492-550)

Température : ..... ..37° C (20-25°C)
Cuve : 1 cm d’épaisseur

Ajuster le zéro du spectrophotomeétre sur le blanc réactif.
Blanc Standard | Echantillon

Standard -- 10 ul --
Echantillon -- -- 10 pl
Réactif de travail | 1 ml 1ml 1ml

Mélanger, lire les DO aprés une incubation de 10
minutes a 37 °C ou 30 mn a 20-25 °C.
La coloration est stable 30 minutes.

Sérum, plasma 70 - 105 mg/dl
0,70 - 1,05 g/l

3,89 - 5,84 mmol/l

Liquide céphalo rachidien 50 - 70 mg/dl

0,50 - 0,70 g/l

2,78 - 3,89 mmol/l

NOTES

Les substances suivantes n’interferent pas
Hémoglobine (jusqu’a 4 g/l), Bilirubine (jusqu’a 200
mg/l), créatinine (jusqu’a 100 mg/l), Galactose
(jusqu’a 1 g/l) et EDTA (jusqu’a 2 g/l).

BIBLIOGRAPHIE

Dingeon B., Ann. Biol. Clin. 33,3 (1975)
Lott J.A. Clin. Chem. 21. 1754 (1975)
Trinder P.n Ann. Clin. Biochem 6,24 (1969)
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Biomaghreb

PRESENTATION

Reéf. 20151, (320Tests) Réf. 20152, (3000Tests) Réf. 20153, (1000Tests)

R1:2x 80 ml R1:3x500ml R1:1x500ml

R2:2x80ml R2: 3 x 500 ml R2:1x 500 ml

R3:1x15ml R3:3x50 ml R2:2x25ml
PRINCIPE

La créatinine forme en milieu alcalin un complexe coloré
avec lacide picrique. La vitesse de formation de ce
complexe est proportionnelle a la concentration de
créatinine.

Réactif 1 Hydroxyde de sodium 1.6 mol/l
Réactif 2 Acide picrique 17.5 mmol/l
Réactif 3  créatinine 2 mg/d|
Standard 20 mg/l

176,8 umoll

PREPARATION ET STABILITE
Les réactifs sont préts a 'emploi, stables a température

ambiante jusqu'a la date indiquée sur I'étiquette.
Réactif de travail: mélanger & parts égales R1 et R2
Stabilité : 1 mois a 20°-25°C.

ECHANTILLONS

Sérum, plasma recueilli sur héparine

Urine diluée au 1/20 dans I'eau distillée (tenir compte de
la dilution pour le calcul).

MODE OPERATOIRE

Longueur d'onde: ssesssssssssevinsant 492 nm (490 - 510)
25-300u37°C

1 cm d'épaisseur
Ajuster le zéro du spectrophotométre sur l'air ou I'eau
distillée.

CREATININE

Méthode cinétique colorimétrique
sans déproteinisation

CALCUL
Calculer A DO = DO2 - DO1 pour le standard et les
échantillons.

A D O Echantillon

Créatinine = ———xn
A D O Standard

mg/dl: n=2

mg/l: n=20

umol/k: n=176.8

LINEARITE

La méthode est linéaire jusqua 150 mg/l (15 mg/dl -
1326 pmol/l).

Si la concentration en créatinine est supérieure a 150
mg/l, diluer I'échantillon au 1/2 avec une solution de
NaCl & 9 g/l et recommencer le test. Multiplier le résultat
par 2.

Standard Echantillon
Standard 100 pl
Echantillon - 100 pl
Réactif de travail iml iml

Mélanger et lire les densités optiques DO1 apres 30
Sec.
Lire ensuite DO2 exactement 1 minute apres.

VALEURS USUELLES
Sérum 0.7 - 1.4 mg/dl
7-14 mg/l
61.8 -132.6 umol/l
Urine 15-25 mg/kg/24h
BIBLIOGRAPHIE

Henry J.B., Clinical Diagnosis and management 17th
édition, Sauders Publisher 1984.
Larsen K., Clin. Chim. Acta 66, 209 (1972).
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Biomaghreb

PRESENTATION

Ref. 20091, (375 Tests) Réf 20095, (240 Tests)

R1:3x125ml R1:2x 120 ml
R : 3 flacons (lyoph) R2 : 2 flacons (lyoph)
R3:1x6ml R3:1x5ml
Réf 20092, (120 Tests) Réf 20096, (600 Tests)
Rl:4x30ml RI:5x120 ml
R2 : 4 flacons (lyoph) R2 : 5 flacons (lyoph)
R3:1x4ml R3:2x6ml
PRINCIPE ) o )
L'acide urique est dosé selon les réactions suivantes:
Uricase
Acide urique + 2H50 + Op > Allantoine + CO2 + HoOp

2H00 + Amino-4-antipyrine  Péroxydase
+ Dichloro 2- 4 Phénolsulfonate > Quinone rose + 4Hy0

REACTIFS

Réactif 1 Tampon phosphate pH 7.4 50mmol/l
Solution tampon  Dichloro 2-4 Phénolsulfonate 4 mmol/l
Réactif 2 Uricase 70 U/
Enzymes Peroxydase 660 U/
Amino-4-Antipyrine 1 mmol/l

Réactif 3
Standard Acide urique 6 mg/d|
60 mg/l
357 Limol/l

PREPARATION ET STABILITE
Dissoudre le lyophilisat R2 avec le contenu d’un flacon
Tampon R1 Réf (20091), (20092), (20095), (20096).

Le réactif de travail est stable : 7 jours & 20-25°C
3 semaines a 2-8°C

ECHANTILLONS
Sérum, plasma recueilli sur héparine
Urine diluée au 1/10 dans I'eau distillée.

MODE OPERATOIRE

Longueur d'onde :..........ceeersrinnsneas 510 nm (490-550)
Température :.........ccccceeeveererernnenn 20-25°C ou 37°C
CUVE S 1 cm d'épaisseur

Ajuster le zéro du spectrophotometre sur le blanc réactif.

Blanc |Standard |Echantillon
Standard -- 20 ul --
Echantillon -- -- 20 pl
Réactif de travail 1ml 1ml 1ml

Mélanger, lire les DO aprés une incubation de 5 min.
a 37° C ou de 10 min. a 20 - 25°C. La coloration est
stable 30 minutes.

ACIDE URIQUE

Test colorimétrique
Uricase-PAP

CALCUL

D.O. Echantillon
Acide urique = ———— Xxn
D.O. Standard

mg/dl n=6
mg/l  n=60
umol/l n =357

Urine  multiplier le résultat par 10.

LINEARITE

La méthode est linéaire jusqu'a 250 mg/l
(25 mg/dl = 1487,5 umol/l). Si la concentration en acide
urique est supérieure a 250 mg/l, recommencer le test
sur un échantillon dilué au 1/2 avec une solution de NaCl
a 9 g/l. Multiplier le résultat par 2.

VALEURS USUELLES

Sérum ou plasma

Femmes 2.5 - 6.0 mg/dl
25 - 60 mg/l
148 - 357 pumol/l

Hommes 3.4 -7.0 mg/dl
34 - 70 mg/l
200 - 416 pmol/l

Urine 250 - 750 mg/24 h

Si les urines sont troubles, les chauffer a 60°C pendant
10 mn afin de dissoudre I'acide urique.

BIBLIOGRAPHIE
Barham et Trinder, Analyst 97, 142 (1972)
Fossati et Principe, Clin. Chem. 28, 227 (1980)
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Biomaghreb

PRESENTATION

Rél. 20111, (360 Tests) Ref. 20115,(600 Tests) Réf. 20112 (120 Tests) Réf. 20118 (600 Tests)
R1:3x120 ml R1:6x100 ml R1:4x30ml R1:5x120ml

R2: 3 flacons (lyoph) R2 : 6 flacons (lyoph)  R2: 4 flacons (lyoph)  R2: 5 flacons (lyoph)
R3:1x5mi R3:2x5ml R3: 1x 4ml R3: 2x 5ml
PRINCIPE

Le cholesterol est mesuré aprés hydrolyse enzymatique
puis oxydation. Lindicateur quinoneimine est formé a
partir du peroxyde d’hydrogene et du amino 4 antipyrine
en présence de phenol et de peroxydase.

Détermination enzymatique selon les réactions
suivantes :

Cholestérol estérase
Esters de cholestérol + H,O >Cholestérol+Acides gras

Cholestérol oxydase
Cholestérol + O, >Cholesténe- 4-one - 3 + H,0,

Péroxydase

H,0, + Phénol + Amino- 4 - antipyrine—> Quinoneimine rose

La quantité de quinoneimine formée est proprotionnelle
a la concentration de cholesterol.

REACTIFS

Réactif 1 Pipes pH 6.9 90 mmol/l
Solution tampon  Phenol 26 mmol/l
Réactif 2 Cholesterol oxydase 300 U/
Peroxydase 1250 U/l

Cholesterol esterase 300 U/I

Amino-4-antipyrine 0.4 mmol/l

Réactif 3 200 mg/di
Standard 29/l
5.1 7 mmol/l

CHOLESTEROL

Test enzymatic colorimetrique
(CHOD- PAP)

Blanc | Standard | Echantillon

Standard -- 10 pl --
Echantillon -- -- 10 ul
Réactif de travail| 1 ml 1ml 1ml

Mélanger, lire les densités optiques apres une incu
bation de 5 min. a 37° C.
La coloration est stable 30 minutes.

CALCUL
D.O. Echantillon
Cholesterol = ————xn
D.O. Standard

mg/dl : n =200
g/l n=2
mmol/l : ni=5,17
LINEARITE

La méthode est linéaire jusqu'a 6 ¢/l (600 mg/dl - 15.4 mmol/).
Si la concentration en cholesterol est supérieure a 6 g/l,
diluer I'échantillon au 1/2 avec une solution de NaCl
a 9 g/l et refaire le test. Multiplier le résultat par 2.

PREPARATION ET STABILITE
Dissoudre le contenu d'un flacon de R2 avec un flacon

de tampon R1.
Le réactif de travail est stable : 1 mois a 20 - 25°C

4 moisa?2-8°C
ECHANTILLONS
Sérum
Plasma recueilli sur héparine
MODE OPERATOIRE
Longueur d'onde :........ccceceuenne 505 nm (500 - 550)
Température :....... «37°C
CUVE irwsmmanwmsvssansisss sl 1 cm d'épaisseur

Ajuster le zéro du spectrophotométre sur le blanc réactif.

VALEURS USUELLES
Sérum, plasma 3,6 & 5,7 mmol/l
144224l
140 a 220 mg/dl

BIBLIOGRAPHIE

Trinder P., Ann. Clin. Biochem. 6, 24 (1969)
Richmond, Clin. Chem. 19, 1350 (1973)
Fasce C.F., Clin. Chem. 18901 (1982)
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PRESENTATION

Ref 201 31, (240 Tests)
R1:2x 120 ml

R2 : 2 flacons (lyoph)
R3:1 x4 ml

Réf : 20138, (600 Tests)
R1:5x 120 ml

R2 : 5 flacons (lyoph)
R3:2x5ml

Ref 20132, (120 Tests)
R1:4x30ml

R2 : 4 flacons (lyoph)
R3:1x3ml

PRINCIPE

Les triglycérides sont déterminés selon les réactions
suivantes :
Lipoprotéine lipase

Triglycérides > Glycérol + Acides gras

Glycérokinase, Mg *

Gylcérol + ATP > Glycérol -3-P + ADP

Glycérol-3- Phosphate oxydase
Glycérol-3-Phosphate + O, —> H,0,+ Dihydroxyacétone-P

Péroxydase
H,0, + Amino-4-Antipyrine + chloro-4-phénol—> Quinone rose +H20

REACTIFS

Réactif 1 Tampon pipes pH 7,2 50 mmol/l
Solution tampon Chloro-4-phénol 2 mmol/l
Réactif 2 Lipoproteine lipase 150000 U/
enzymes Glycérokinase 800 U/
Glycérol 3-P-Oxydase 4000 U/

Péroxydase 440 U/
Amino-4-antipyrine 0,7 mmol/l

ATP 0,3 mmol/l

Réactif 3 Standard glycérol 200 mg/dl
Standard (en trioléine) 249/
2,28 mmol/l

PREPARATION ET STABILITE
Dissoudre le lyophilisat R2 avec un flacon de tampon R1.
Stabilité du réactif de travail : 1 semaine a 20-25°C

4 semaines a 2-8°C.

ECHANTILLONS

Sérum, plasma recueilli sur héparine.

MODE OPERATOIRE

Longueurd'onde: ... 505 nm (490-550)
Température :...... .37°C

CUVE i 1 cm d'épaisseur

Ajuster le zéro du spectrophotometre sur le blanc
réactif.

TRIGLYCERIDES

Méthode colorimétrique enzymatique

(GPO- PAP)

BLanc | Standard | Echantillon
Standard - 10 wl -
Echantillon - - 10 wl
Réactif de travail | 1 ml 1ml iml

Mélanger et lire les DO apres incubation de 5 min a
37°C ou de 10 min a 20-25°C. La coloration est
stable 30 minutes.

CALCUL
D.O. Echantillon
Triglycérides = ——— xn
D.O. Standard

mg/dl : n =200
g/l : n=2
mmol/l : n=2,28

LINEARITE

La méthode est linéaire jusqu’a 10 g/l (1000 mg/dl -11,4
mmol/l). Si la concentration est plus importante, diluer
I’échantillon au 1/10 avec une solution de NaCl a 9 g/l
et refaire le dosage. Multiplier le résultat par 10.

VALEURS USUELLES
Femmes 40 - 140 mg/d
0,40 -1,40 g/l
0,46 - 1,60 mmol/l
Hommes 60 - 165 mg/dl
0,60 - 1,65 g/l
0,68 - 1,88 mmol/l

NOTE

Les triglycérides sont stables dans le sérum 3 jours
a2-8cC

BIBLIOGRAPHIE
Fossati P., Prencipe I., Clin. Chem. 28, 2077 (1982)
Young D., Pestaner L., Clin. Chem., 21,5 (1975)
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Annexe 2. Formulaire
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Annexe 3. Cinétique de la réduction de TPTZ-Fe™ en TPTZ-Fe*?par FeSO4.7H20. Les

valeurs sont exprimées n=2 + SD.
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Résumé

Dans notre étude, nous avons divisé 93 personnes saines en 11 groupes selon les critéres suivants:
homme (H), femme (F), jeune (J), adulte (Ad), et agé (Ag), étudiants (E), fonctionnaires (F) et non-
fonctionnaires (NF), fumeurs (Fu) et non-fumeurs (NFu). Leur régime a été suivi pendant un mois par un
formulaire. Les analyses biochimiques ont montré qu'il n’avait pas de différence significative entre (H) et (F),
a I'exception de créatinine et de I'acide urique, qui est un puissant antioxydant dans le sérum, ou ils sont élevés
chez les (H). Les résultats du test DPPH n'ont montré aucune différence entre (F) et (H). Les résultats du test
FRAP ont montré que le tabagisme facteur influence négativement sur la capacité des antioxydants par contre
I’dge qui influence positivement. Pour les résultats du dosage de I’activité de catalase révélent, quant a eux,

une augmentation de I’activité chez les hommes fumeurs.

\ﬁ)ts—clés: Stress oxydant, Radicaux libres, Nutrition, Antioxydants, FRAP, DPPH, Catalase, Tabagisme. /
/ Abstract \

In our study, we divided 93 people in full health into 11 groups according to the following criteria: male
(H), female (F), young (J), adults (AD) and elderly (Ag), Students (E), Employees (F) and non-employees (NF),
smokers (Fu) and non-smokers (NFu). Their diet was followed for a month by a form. Biochemical analyzes

showed that there was no significant difference between H and F, with the exception of creatinine and uric acid,

which is a powerful antioxidant in the serum, where they are elevated in (H).The results of the DPPH test
showed no difference between (F) and (H).The results of the FRAP test showed that smoking factor negatively
influence the ability of antioxidants against the age that positively influence. The results of the catalase

enzymatic activity assay, for their part an increase inactivity among male smokers.
\ Keywords: Oxidative stress, Free radicals, Nutrition, Antioxidants, FRAP, DPPH, Catalase, Smokingy
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Légumes et des Fruits

T
\
\

Annexe 5. Absorbances des légumes et fruits plus consommeé par les groupes étudies.
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