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Evaluation de l’Activité Antioxydante
Détermination spectrophotométrique du pouvoir réducteur
Définition
Le pouvoir réducteur représente la capacité d’une substance à réduire une espèce chimique oxydée en lui cédant des électrons. Cette propriété constitue l’un des paramètres utilisés pour évaluer le potentiel antioxydant d’un composé.
Dans ce TP, le pouvoir réducteur des substances étudiées est évalué par leur capacité à réduire les ions ferriques Fe³⁺ en ions ferreux Fe²⁺. Les ions Fe²⁺ formés donnent, en présence de ferricyanure de potassium et de chlorure ferrique, un complexe coloré dont l’intensité est mesurée par spectrophotométrie à 700 nm.
Une augmentation de l’absorbance traduit une augmentation du pouvoir réducteur de l’échantillon dans les conditions expérimentales utilisées.
Objectifs
À l’issue de ce TP, l’étudiant doit être capable de :
· comprendre le principe du pouvoir réducteur comme indicateur du potentiel antioxydant ; 
· mettre en évidence la capacité réductrice d’un composé ou d’un extrait ; 
· préparer différentes concentrations d’une solution à étudier ; 
· réaliser un dosage spectrophotométrique ; 
· mesurer l’absorbance à 700 nm ; 
· étudier l’évolution du pouvoir réducteur en fonction de la concentration ; 
· comparer l’activité de l’échantillon à celle d’un antioxydant de référence, tel que l’acide ascorbique. 
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Matériels
· Spectrophotomètre UV-Visible 
· Cuvettes spectrophotométriques 
· Tubes à essai 
· Portoir à tubes 
· Micropipettes 
· Embouts de micropipettes 
· Pipettes graduées 
· Fioles jaugées 
· Bécher 
· Éprouvette graduée 
· Vortex 
· Bain-marie réglé à 50 °C 
· Centrifugeuse, si disponible 
· Balance analytique 
· Spatule 
· Papier aluminium ou parafilm 
Produits chimiques
· Échantillon à étudier : extrait, composé ou principe actif 
· Acide ascorbique : antioxydant de référence 
· Tampon phosphate 0,2 M, pH 6,6 
· Ferricyanure de potassium K₃[Fe(CN)₆] à 1 % 
· Acide trichloroacétique (TCA) à 10 % 
· Chlorure ferrique (FeCl₃) à 0,1 % 
· Eau distillée
Protocole
Préparer une solution mère de l’échantillon à étudier à une concentration de 1 mg/mL, puis réaliser une série de dilutions afin d’obtenir différentes concentrations (0,025 ; 0,050 ; 0,100 ; 0,200 et 0,400 mg/mL). Pour chaque concentration, introduire dans un tube à essai 1 mL de la solution de l’échantillon, 1 mL de tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 1 mL de ferricyanure de potassium à 1 %. Homogénéiser les mélanges puis les incuber au bain-marie à 50 °C pendant 20 minutes. Après incubation, ajouter 1 mL d’acide trichloroacétique (TCA) à 10 % et homogénéiser. Après centrifugation, si nécessaire, prélever 2,5 mL du surnageant et ajouter 2,5 mL d’eau distillée et 0,5 mL de chlorure ferrique (FeCl₃) à 0,1 %. Après homogénéisation, mesurer l’absorbance des solutions à 700 nm contre un blanc préparé dans les mêmes conditions en remplaçant l’échantillon par de l’eau distillée. Réaliser les mesures au moins en triplicat, calculer l’absorbance moyenne pour chaque concentration et tracer la courbe représentant l’absorbance à 700 nm en fonction de la concentration de l’échantillon. Une augmentation de l’absorbance traduit une augmentation du pouvoir réducteur de l’échantillon.

