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properties, can interfere with several enzymatic methods used in clinical
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Trinder reaction, a crucial step in the assessment of glucose, total Accepted: 18 Aug 2025
cholesterol, and triglycerides. This study aims to evaluate the impact of this Correspondance to: Mohamed Abdou OUDRER

interference in two different biological matrices. Materials and Methods:
This is an in vitro experimental study with an analytical purpose, conducted
in the Biochemistry Department of the University Hospital Center of Oran,
Algeria. The study evaluates the interference of L-ascorbic acid on the
measurement of three commonly prescribed biochemical parameters: total
cholesterol, glucose, and triglycerides. Two biological matrices were used:
a commercial control serum and a pool of human serum. For each analyte,
increasing concentrations of L-ascorbic acid were prepared and added to
each of the studied biological matrices, then analyzed. Results: Results
showed negative and significant interference of ascorbic acid with glucose
and total cholesterol assays. A marked decrease in measured
concentrations was observed starting from a molar ratio of 0.065:1 for
glucose and 0.0325:1 for total cholesterol, reaching up to 100% interference
at higher concentrations in both biological matrices. In contrast, ascorbic
acid showed minimal interference with the triglycerides assay, even at high
concentrations. Conclusion: Ascorbic acid significantly interferes with the
measurement of glucose and total cholesterol, highlighting the importance
of considering this interference in clinical biochemistry, especially in patients
receiving ascorbic acid supplementation.
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1. INTRODUCTION

L’acide L-ascorbique (vitamine C) est une vitamine hydrosoluble essentielle a de nombreuses fonctions biologiques. En plus de son
role de cofacteur dans la synthéese du collagéne, des neurotransmetteurs et de la carnitine, elle favorise I'absorption du fer [1] et
possede d’importantes propriétés antioxydantes [2]. Ne pouvant étre synthétisée par I'organisme, son apport quotidien par
I'alimentation ou la supplémentation est indispensable [3].

Sur le plan chimique, I'acide L-ascorbique est un agent réducteur, c’est-a-dire qu’elle a la capacité de céder des électrons [4]. Cette
propriété lui permet d’interférer avec la réaction de Trinder, laquelle constitue une étape clé dans plusieurs méthodes analytiques
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couramment utilisées pour le dosage de paramétres biologiques de routine [5]. Cette réaction repose sur I'action d’une enzyme
peroxydase, dont le substrat est le peroxyde d’hydrogéne H,0,, produit en quantité proportionnelle a la concentration de I'analyte
dosé lors des étapes initiales de ces méthodes analytiques [6,7].

L'acide L-ascorbique consomme le peroxyde d’hydrogéne H,0, par une réaction d’oxydo-réduction [8], entrainant ainsi une diminution
de sa concentration. Or, cette molécule est indispensable a la formation des chromophores détectés par spectrophotométrie. La
réduction du peroxyde d’hydrogene limite la formation des chromophores, ce qui conduit a une sous-estimation des concentrations
de I'analyte mesuré. Ce phénomeéne a été mis en évidence dans le dosage des triglycérides (TG), du cholestérol total (CT) et du glucose
(Glu) [9].

En pratique clinique, le dosage de ces parameétres biochimiques est couramment prescrit pour le diagnostic et le suivi des ano malies
métaboliques [10] [11].

Cette étude a pour principal objectif d’évaluer l'interférence analytique de I'acide L-ascorbique sur le dosage de ces parameétres
biochimiques, et de comparer I'intensité de cet effet au sein de deux matrices biologiques distinctes.

2. MATERIELS ET METHODES
Type d’étude

Cette étude expérimentale in vitro, a visée analytique, a été menée au sein du service de biochimie du Centre Hospitalo-Universitaire
d’Oran (Algérie) du 15 mai 2025 au 18 juin 2025. Trois paramétres biochimiques couramment prescrits en pratique clinique ont été
analysés : le cholestérol total, le glucose et les triglycérides.

Protocole expérimental

Deux types de matrices biologiques ont été utilisés pour chacun des parametres étudiés : un sérum de contréle commercial Humatrol
N (Human®, Wiesbaden, Germany), préparé conformément aux instructions du fabricant, et un pool de sérum humain, exempt
d’hémolyse, d’ictere et de turbidité apparente. Le pool a été constitué a partir de vingt échantillons sanguins, prélevés sur tubes secs,
provenant de volontaires sains agés entre 18 et 45 ans. Aprés un temps de coagulation de 30 minutes, les échantillons ont été
centrifugés a 1500 x g pendant 10 minutes a I'aide d’une centrifugeuse DLAB DM0412S (DLAB Scientific Instrument Inc., Etats-Unis).
Des volumes égaux (250 uL) de chaque sérum ont ensuite été prélevés et regroupés afin de constituer un pool d’'un volume total de 5
mL. Celui-ci a été homogénéisé par agitation douce suivie d’'une centrifugation complémentaire a 500 x g pendant 5 minutes. Les deux
matrices biologiques ont été utilisées immédiatement apres préparation, sans stockage préalable.

Pour chaque analyte étudié, huit aliquotes de 500 pL ont été préparées pour chaque matrice biologique a concentrations connues :
glucose 1,14 g/L et 1,11 g/L, cholestérol total 1,59 g/L et 1,57 g/L, triglycérides 1,10 g/L et 1,33 g/L, respectivement dans le sérum de
controle et le pool de sérum. L’acide L-ascorbique pur, sous forme de poudre, a été dissous dans de I’eau distillée immédiatement
avant utilisation. Des solutions d’acide L-ascorbique a concentrations croissantes ont ensuite été préparées séparément, puis ajoutées
aux aliquotes des différentes matrices en utilisant un volume constant de 500 L, afin de maintenir un volume final identique de 1000
ulL dans toutes les conditions expérimentales. Les concentrations finales d’acide L-ascorbique variaient de 0 g/L (échantillon témoin,
auquel 500 pL d’eau distillée ont été ajoutées) jusqu’a atteindre un rapport molaire (RM) maximal de 1:1 avec le glucose et le
cholestérol total, et de 3:1 avec les triglycérides.

Aprés un temps d’incubation de 15 minutes a température ambiante, les concentrations des analytes ont été mesurées a |'aide des
automates Humastar 600 (Human®, Wiesbaden, Allemagne) pour le glucose et AU 480 (Beckman Coulter® Inc., Californie, Etats-Unis)
pour le cholestérol total et les triglycérides, selon les recommandations techniques des fabricants. Chaque condition expérimentale,
correspondant a une concentration définie d’acide L-ascorbique, a été analysée en triplicat pour chaque parametre étudié,
garantissant ainsi la robustesse et la reproductibilité des mesures obtenues. Les concentrations finales des analytes ont été corrigées
pour tenir compte de la dilution induite par I'ajout de la solution d’acide L-ascorbique, un facteur de dilution de deux ayant été
appliqué a I’ensemble des mesures.

Méthodes de dosage

Les méthodes de dosage employées sont basées sur des réactions enzymatiques de type Trinder, impliquant une oxydation catalysée
par des oxydases spécifiques, suivie par la formation d’un chromophore détecté par spectrophotométrie entre 500 et 520 nm.
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Dosage du Cholestérol total [12] [13] [14] : sur AU 480 (Beckman Coulter® Inc., Californie, Etats-Unis)

Cholestérol estérase (CHE)
2 Esters de cholestérol + 2 H,0 - 2 Cholestérol + 2 acides gras

Cholestérol oxydase (CHO)
2 Cholestérol + 2 0, —_— 2 Cholesténe-3-one + 2 H20,

. . , Peroxydase (POD) . L
2H,0; + 4-Aminoantipyrine + Phénol _ > Quinonéimine + 4 H,0

Dosage des triglycérides [15] [6] [14]: sur AU480 (Beckman Coulter® Inc., Californie, Etats-Unis)
Lipase

Triglycérides + 3H.0 — Glycérol + 3 Acides gras

Glycérol kinase (GK), Mg?*
Glycérol + ATP - » Glycérol-3-phosphate + ADP

Glycérol phosphate oxydase
Glycérol-3-phosphate + O; ——»  Dihydroxyacétone phosphate + H.02

Peroxydase (POD)
2H,0; + 4-Aminoantipyrine + MAD —— % Quinonéimine + 4 H,0

Dosage du Glucose [16] [14] : sur Humastar 600 (Human®, Wiesbaden, Allemagne)

Glucose oxydase (GOD) i .
Glucose + H20 + 02 ——  Acide gluconique + H20,

. L. B Peroxydase (POD) . L
2 H,0; + 4-Aminoantipyrine + Phénol —— »  Quinonéimine + 4 H;0

Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés en valeurs absolues et/ou en pourcentage d’interférence par rapport aux témoins. Une analyse
statistique a été réalisée pour chaque parameétre en utilisant les tests de corrélation de Spearman et de Pearson. Le seuil de
signification statistique a été fixé a p < 0,05. Les représentations graphiques ont été générées a I'aide du logiciel Python 3.13.0. La
correction des multiples comparaisons a été effectuée selon la méthode de Holm-Bonferroni, avec un seuil initial de signification fixé
ap<0,0167 (0,05/3).

3. RESULTATS

L’effet de I’acide L-ascorbique sur le dosage du glucose

Les résultats de l'interférence de I'acide L-ascorbique sur la mesure du glucose, dans le sérum de controle commercial et dans le pool
de sérum, sont présentés dans les Figures 1, 4 et 5. On observe une diminution progressive de la concentration de glucose mesurée
avec I'augmentation de la concentration d’acide L-ascorbique ajoutée, indiquant un effet d’interférence important. Dans le sérum de
contréle commercial, aucune interférence n’est observée jusqu’a un rapport molaire de 0,065:1 ol une interférence modérée de 2,7%
est remarquée, atteignant 97 % pour un rapport molaire de 1:1. Les données du pool de sérum révéelent une absence d’'interférence a
un rapport molaire de 0,0325:1, mais une augmentation significative d’interférence de 9,9 % est constatée a partir du rapport molaire
de 0,065:1, pour atteindre 98 % a un rapport molaire de 1:1. Ces données montrent une tendance claire a la diminution de la
concentration de glucose mesurée sous I'effet de I'acide L-ascorbique dans les deux matrices biologiques, selon une évolution
similaire.

L’effet de I'acide L-ascorbique sur le dosage du cholestérol total

Les résultats relatifs a I'interférence de I’acide L-ascorbique sur la mesure du cholestérol total, dans le sérum de contréle commercial
et dans le pool de sérum, sont présentés dans les Figures 2, 4 et 5. Une diminution progressive de la concentration de cholestérol total

mesurée est observée avec l'augmentation de la concentration d’acide L-ascorbique ajoutée, témoignant d’un effet d’interférence
marqué. Dans le sérum de contréle commercial, une interférence de 5 % est détectée des un rapport molaire de 0,0325:1. Cette
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interférence augmente progressivement pour atteindre 100 % a un rapport molaire de 1:1. Dans le pool de sérum, I'interférence
commence a 7,6 % pour un rapport molaire de 0,0325:1, s’éleve a 92,4 % a un rapport de 0,75:1 atteignant 100 % a un rapport molaire
de 1:1. Ces résultats mettent en évidence une tendance nette a la baisse de la concentration de cholestérol total mesurée dans les
deux matrices biologiques, selon une évolution similaire en fonction de I'augmentation du rapport molaire.

T
16 o = 032 —e— Sérum contrble (bleu)
S005 e 0,023 g/L. d’acide L-ascorbique oL Poo de sérurt trouse)
—_— e hac — - - ge)
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Figure 5. Pourcentage d’interférence de I'acide L-ascorbique sur le dosage
des trois parametres dans le pool de sérum
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L’effet de I'acide L-ascorbique sur le dosage des triglycérides

Les Figures 3, 4 et 5 présentent les résultats relatifs a 'interférence de I'acide L-ascorbique sur la mesure des triglycérides dans le
sérum de contréle commercial et dans le pool de sérum. Dans le sérum de controle commercial, aucune interférence n’est observée
jusqu’a un rapport molaire de 0,4:1 ou une légere interférence de 1,82 % est notée, atteignant un maximum de seulement 9 % a un
rapport molaire de 3,18:1. Dans le pool de sérum, une interférence de 5,26 % est enregistrée dés un rapport molaire de 0,326:1
progressant lentement jusqu’a atteindre 11 % a un rapport de 2,619:1. Ces résultats montrent une diminution modérée de la
concentration mesurée des triglycérides dans les deux matrices biologiques, mais uniquement observée a des rapports molaires
nettement supérieurs a 1:1. Dans les deux matrices biologiques, et contrairement aux observations faites pour le glucose et le
cholestérol total, les Figures 4 et 5 montrent que l'interférence de I'acide L-ascorbique sur le dosage des triglycérides est nettement
moins prononcée.

Tests statistiques

Une estimation post hoc de la puissance statistique a été réalisée afin de vérifier I'adéquation de la taille d’échantillon retenue. Les
résultats indiquent, pour le glucose et le cholestérol total, des puissances supérieures a 95 % (a = 0,05) pour détecter des biais
respectifs de -2,6 % et -5 % (apparition de I'interférence). Pour les triglycérides, la puissance pour détecter un biais <5 % est plus
restreinte ; cependant, |’effet maximal observé 11 % reste détectable avec une puissance supérieure a 80 %. Ces résultats confirment
la pertinence de la configuration expérimentale retenue, incluant huit niveaux de concentration de l'interférent, testés sur deux
matrices biologiques et analysés en triplicat, pour répondre aux objectifs de I'étude. Cette méthodologie s’inscrit dans les
recommandations du CLSI EPO7 [17], norme de référence internationale pour I’évaluation des interférences analytiques, qui préconise
la mise en ceuvre d’'un protocole exploratoire (screening) suivi d’une analyse dose-réponse sur plusieurs concentrations de
I'interférent.

Les coefficients de corrélation de Pearson rapportés dans le Tableau 1, entre la concentration d’acide L-ascorbique et les valeurs
mesurées des différents analytes, révelent une relation négative, dose-dépendante et trés forte pour le glucose (rc et rp, proches de -
1), ainsi que pour le cholestérol total. En revanche, pour les triglycérides, la corrélation est plus faible pour les deux matrices
biologiques.

Tableau 1. Résultats des tests statistiques

Coefficient de Réduction maximale Pentes de régression Similitude de I'effet entre les
corrélation de Pearson observée deux matrices biologiques
Parameétre Sérum de Poolde Sérumde Poolde P.(sérumde P,(poolde Valeur(p) Valeur (p corrigee) par
controle sérumr, contrdle sérum  contrdle sérum) méthode de Holm-
commercial r¢ commercial commercial) Bonferroni
Triglycérides -0,8830 -0,8482 9% 11% -2,9 (%/M) -3,3 (%/M) 0,004 0,012
Glucose -0,9896 -0,9837 97% 98% -112 (%/M) -108 (%/M) 0,719 0,719
Cholestérol -0,9963 -0,9871  100% 100%  -103(%/M)  -100 (%/M) 0,317 0,634

total

Le Tableau 1 met en évidence des niveaux tres variables d’interférence de I’acide L-ascorbique selon le parametre biochimique dosé.
Une réduction quasi compléte des concentrations mesurées est observée pour le glucose et le cholestérol total atteignant environ
100 % dans les deux matrices a des concentrations élevées d’acide L-ascorbique, traduisant une forte sensibilité de ces méthodes de
dosage a I'effet réducteur de I'acide L-ascorbique. En revanche, la diminution maximale observée pour les triglycérides ne dépasse
pas 10 %, suggérant une réactivité nettement plus faible vis-a-vis de I'acide L-ascorbique. L’analyse des pentes de régression des
pourcentages d’interférence dans les deux matrices, présentées dans le Tableau 1, en fonction de la concentration d’acide L-
ascorbique, révéle une sensibilité analytique nettement plus élevée pour le glucose et le cholestérol total avec des pentes avoisinant
les -100 %/M, comparativement aux triglycérides (Pc = -2,9 %/M ; p p = -3,3 %/M), confirmant que le glucose et le cholestérol total
sont bien plus sensibles a I'interférence de I'acide L-ascorbique que les triglycérides. Ces pentes négatives indiquent une interférence
négative.

Aucune différence statistiquement significative n’a été observée entre les deux matrices biologiques (sérum de controle et pool de
sérum) pour le glucose (p corrigee = 0,719), le cholestérol total (p corrigee = 0,634) et les triglycérides (p corrigee = 0,012), comme présenté
dans le Tableau 1.
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4. DISCUSSION

Les résultats de cette étude confirment que I'acide L-ascorbique, en raison de son pouvoir réducteur [4], perturbe significativement
le dosage de certains analytes couramment utilisés en pratique biologique. Cette interférence analytique s’explique par sa capacité a
consommer le peroxyde d’hydrogene H,0,, molécule essentielle a la réaction de Trinder utilisée dans ces méthodes colorimétriques

[5].

Pour le glucose et le cholestérol total, I'interférence observée est particulierement marquée. Une diminution progressive et dose-
dépendante des concentrations mesurées est constatée deés les faibles concentrations d’acide L-ascorbique, jusqu’a atteindre une
inhibition quasi compléte a des rapports molaires proches de 1:1. L'analyse statistique vient conforter cette observation, avec des
coefficients de corrélation négatifs tres élevés entre la concentration d’acide L-ascorbique et les concentrations mesurées de glucose
et de cholestérol total. De plus, I'analyse des pentes de régression souligne une sensibilité analytique accrue de ces deux parametres,
avec des valeurs proches de - 100 %/M, traduisant une perte proportionnelle de signal colorimétrique en fonction d’acide L-ascorbique
ajouté. Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature [5] [18], qui rapportent une inhibition significative des réactions
enzymatiques dépendantes du H,0, en présence d’agents réducteurs.

En revanche, l'interférence liée aux triglycérides est nettement moins prononcée. La diminution des concentrations observée reste
modérée, méme a des concentrations élevées d’acide L-ascorbique, ne dépassant pas 11 %. Cette faible sensibilité s’explique en partie
par la présence d’ascorbate oxydase dans le réactif de dosage, une enzyme capable d’oxyder I'acide L-ascorbique [19]. Ainsi, la
quantité d’acide L-ascorbique libre, susceptible de consommer le peroxyde d’hydrogéne H,0,, est réduite, limitant son impact sur la
réaction de Trinder, méme a des concentrations initialement élevées [20]. Ces observations sont en accord avec les données publiées,
qui confirment que I'ajout d’ascorbate oxydase dans les réactifs permet d’atténuer, voire d’éliminer, les interférences liées aux
méthodes de dosage utilisant la réaction de Trinder [20]. L’absence de différence significative entre les deux matrices biologiques
(sérum de controle et pool de sérum) pour les trois parameétres étudiés suggere que |'effet de I’acide L-ascorbique est homogéne pour
ces parametres, indépendamment de la nature de la matrice biologique utilisée.

Sur le plan analytique, ces résultats soulignent I'importance de prendre en compte I'effet potentiel des antioxydants, notamment
I'acide L-ascorbique, dans le cadre des dosages enzymatiques de type Trinder.

En pratique clinique, un biais analytique > 10 % est généralement considéré comme cliniquement significatif [21], car il peut induire
des erreurs d’interprétation telles qu’une fausse hypoglycémie ou une fausse hypocholestérolémie. Dans cette étude, ce seuil a été
atteint pour le glucose a un rapport molaire de 0,125:1 dans le sérum de contrdle commercial (= 0,139 g/L) et dés 0,065:1 dans le pool
de sérum (= 0,0695 g/L). Pour le cholestérol total, I'interférence > 10 % est apparue dés un rapport molaire de 0,065 :1 (= 0,046-0,047
g/L) dans les deux matrices, traduisant une forte sensibilité de ces dosages a I'acide L-ascorbique. Ces concentrations de I'acide L-
ascorbique sont nettement supérieures aux concentrationsplasmatiques physiologiques maximales (~ 0.01 a 0.014 g/L) [22], mais
peuvent étre atteintes chez des patients recevant de fortes doses de vitamine C, notamment en réanimation, ou I'administration
intraveineuse a haut débit, a biodisponibilité élevée, est parfois utilisée comme traitement adjuvant dans le sepsis sévére, le choc
septique ou certaines détresses respiratoires aigués, ce qui expose a un risque élevé d’interférence analytique et peut conduire a des
résultats faussement abaissés cliniquement pertinents, notamment pour le glucose et le cholestérol total [23] [24]. Pour les
triglycérides, aucune interférence > 10 % n’a été observée dans le sérum de contrdle, et ce seuil n’a été atteint que dans le pool a =
0,715 g/L (rapport molaire 2,619), correspondant a des concentrations largement supérieures a celles observées en pratique clinique.
Cela suggere que, pour le dosage des triglycérides par cette méthode intégrant I’ascorbate oxydase, I'occurrence d’'un impact clinique
est extrémement improbable, sauf dans des situations induisant des concentrations plasmatiques supraphysiologiquesd’acide L-
ascorbique.

Toutefois, cette étude présente certaines limites qu’il convient de souligner. Tout d’abord, la présence d’ascorbate oxydase dans le
réactif de triglycérides, contrairement a ceux du glucose et du cholestérol total, ainsi que I'utilisation de deux analyseurs distincts
(AU480 pour CT/TG et Humastar 600 pour Glu) avec des réactifs contenants des chromogénes et des tampons différents, est
susceptible d’influencer I'ampleur de I'interférence et introduire un biais méthodologique dans la comparaison inter-analytes [25].
Par ailleurs, les concentrations de I’acide L-ascorbique utilisées étaient nominales, sans quantification de sa fraction libre ni contréle
de sa stabilité (oxydation a I’air ou a la lumiere), ce qui peut avoir entrainé une sous- ou surestimation de I'interférence réelle. De plus,
I’'absence de mesures répétées a différents temps d’incubation limite I’exploration de I'effet cinétique de I'interférence [26]. Enfin, il
s’agit d’une approche in vitro, qui ne refléte pas nécessairement la complexité physiologique humaine, d’autant plus que I’utilisation
d’un pool de sérum et d’'un sérum de contréle commercial ne permet pas de prendre en compte la variabilité interindividuelle.
L'applicabilité clinique demeure ainsi limitée, en I'absence de données in vivo chez des patients supplémentés, de cinétiques
plasmatiques post-administration (Cmax, délai d’échantillonnage) et de validation de seuils décisionnels sur des cas cliniques réels
[27].
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5. CONCLUSION

L'acide L —ascorbique interféere de maniére significative avec les dosages enzymatiques basés sur la réaction de Trinder, en particulier
ceux utilisés pour la mesure du glucose et du cholestérol total, méme a de faibles concentrations, tandis que son impact reste faible
et probablement cliniquement négligeable pour les méthodes de dosage qui utilise I'ascorbate oxydase. La biodisponibilité de I'acide
L-ascorbique est d’environ 95 % a une dose de 200 mg, mais elle diminue a 49 % lorsque la dose atteint 1 250 mg [28]. Sa demi-vie
plasmatique varie de quelques heures a plusieurs jours, en fonction de la dose administrée et du contexte physiologique [22]. Ces
données mettent en évidence que la prise fréquente de I’acide L-ascorbique dans la population générale représente un véritable enjeu
en biologie médicale, notamment pour l'interprétation de certains dosages biochimiques sensibles a son pouvoir réducteur.
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