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Le régime méditerranéen, caractéris€é par une consommation élevée et variée de
produits végétaux (légumes, fruits, huile d’olive, thé...etc), est associé a un allongement de
I’espérance de vie. Plusieurs études épidémiologiques suggérent que la protection qu’une
alimentation riche en produits végétaux semble apporter contre le développement de diverses
pathologies dégénératives associées au stress oxydant telles que les maladies cardio-
vasculaires, les maladies neurodégénératives et divers cancers, serait due aux

microconstituants de cette dicte dont les polyphénols sont les principaux représentants [1, 2].

Les polyphénols possedent un large éventail d’activités biologiques in vitro
(antibactériennes, anti-cancérigene, anti-inflammatoire, antioxydante etc...) liées a leur
caractere réducteur et a leur affinité pour les protéines et les ions métalliques. Les polyphénols
présentant ainsi des propriétés antioxydantes bien établies et en lien avec I’inhibition de
I’oxydation aussi bien dans le domaine alimentaire (oxydation des lipides) que physiologique
(stress oxydant). Ces substances suscitent beaucoup d’intéréts dans plusieurs domaines, celui
de la nutrition par leur caractére préventif a 1’¢égard de diverses maladies citées
précédemment, en cosmétologie et surtout dans les industries agroalimentaires par leurs
implications, en particulier, sur la flaveur des aliments et leur incidence sur la conservation
des produits alimentaires. Ainsi, ils pourraient constituer une alternative a 1’utilisation des
additifs alimentaires synthétiques, buthylhydroxyanisol (BHA) et buthylhydroxytoluene

(BHT), qui ont montré des effets nuisibles (effet carcinogene) [3].

Une meilleure connaissance du devenir des polyphénols d’importance alimentaire
apres ingestion et des effets nutritionnels qui en découlent est essentielle d’un point de vue de
nutrition préventive. Un des objectifs de la recherche en nutrition préventive est de parvenir a
démontrer in vivo les effets de la consommation de polyphénols sur la santé et a identifier,
parmi les centaines de polyphénols, ceux qui pourraient jouer un rdle protecteur plus

important dans une optique de nutrition préventive.

Aujourd’hui encore, ces molécules n’ont pas livré tous leurs secrets. Notre travail
s’inscrit dans un programme de recherche visant 2 mieux comprendre le pouvoir antioxydant
des polyphénols abondants dans 1’alimentation et les facteurs physico-chimiques modulant

leur activité possible dans le tractus digestif.

I1lPage



Introduction-Présentation du sujet

Afin de mieux situer sur le contexte dans lequel s’inscrit cette présente étude, une
revue de bibliographie est présentée sur les polyphénols : structures et propriétés, capacité

antioxydante, biodisponibilité et effet santé.

L’huile d’olive représente la principale source de lipide dans la diete méditerranéenne
[4-6]. Les effets nutritionnels et thérapeutiques de l'huile d'olive ont été principalement
attribués a son profil adéquat en acides gras (98% du poids total d'huile) et a ses composants
mineurs, polyphénols, (2% du poids total d'huile) [7]. Il y a un grand intérét pour la
supplémentation des huiles végétales en antioxydants naturels, afin d’inhiber I'oxydation tout
en préservant les qualités nutritionnelles et sensorielles [8]. De ce fait, de nombreuses études
ont été réalisées sur ’enrichissement de I’huile d’olive a base de matrices végétales: thym,
origan, sauge, romarin, épinards, choux...etc. [9]. L’inconvénient de ces supplémentations
pratiquées en général par macération est qu’elles sont longues et nécessitent des périodes de
stockage importantes. Dans ce présent travail, un enrichissement assistée par ultrasons a été
testé, afin de réduire ce temps et de faciliter sa mise en place pour les professionnels de 1’huile
d’olive. Apres avoir exposé les phénomenes physiques régissant la technologie des ultrasons,
la facon dont les ultrasons sont produits ainsi que leur cheminement jusqu’a la zone de
traitement de 1’échantillon, nous avons développé par la suite un exemple d’application des
ultrasons: Une étude de I’enrichissement de I’huile d’olive en polyphénols par transfert direct
de ces derniers des feuilles d’olivier a I’huile, sous irradiation ultrasonore en comparaison

avec une macération conventionnelle du laboratoire a I’échelle pilote industriel.

Le dernier volet est voué a une étude des propriétés physico-chimiques de composés
phénoliques abondants dans 1’alimentation, en relation avec leur activité possible dans le
tractus digestif : L’interaction des polyphénols avec les ions de métaux de transition tels que
le fer et le cuivre, est un phénomene de grand intérét biologique. Il pourrait jouer un role
important dans le pouvoir antioxydant des polyphénols. En effet, les ions du fer et du cuivre
sont susceptibles d’entrer dans des cycles redox, qui dans des conditions aérobies, produisent
des especes réactives oxygénées ou ERO (superoxyde, peroxyde d’hydrogene, radical
hydroxyle, especes Fe'" etc...). Les polyphénols sont susceptibles d’inhiber ce stress oxydant,
non seulement en piégeant les ERO par réduction, mais aussi en formant avec les ions du fer
et du cuivre des complexes inertes. Ainsi, les polyphénols sont capables de protéger les
lipides polyinsaturés contre les phénomenes d’oxydation générateurs de radicaux et aldéhydes
lipidiques responsables du développement des maladies évoquées plus haut. Cependant, la
complexation métallique des polyphénols peut limiter I’absorption intestinale du fer (effet
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antinutritionnel) et ainsi favoriser les désordres liés a une carence en fer. Ce phénomene est
assez significatif dans les populations des pays en voie développement dont I’alimentation est
pauvre en fer [10]. Vraisemblablement, les complexes fer-polyphénol formés au cours de la
digestion ne sont pas capables de traverser la barriere des cellules intestinales [11]. C’est dans
ce contexte que notre travail expérimental a pris naissance et s’articule autour des points

suivants :

- Etude des conséquences des interactions des polyphénols avec les ions du fer (libre) et du
cuivre sur la stabilité et le pouvoir antioxydant des polyphénols. Des études cinétiques ont
¢été réalisées sur les polyphénols les plus abondants dans 1’alimentation et représentatifs des
principales classes: phénols de 1’olive (oleuropéine, tyrosol et hydroxytyrosol), acide
chlorogénique, les flavonoides quercétine, rutine et catéchine. Tous présentent un noyau
catéchol (1,2-dihydroxybenzene), principal déterminant structural de [Dactivité

antioxydante et complexante;

- La mise au point d’un protocole de réduction du radical DPPHe en milieu micellaire
aqueux a permis d’étudier I’influence de la protéine sérum albumine bovine (SAB) et d’un

modele d’amidon (B-cyclodextrine) sur 1’activité antiradicalaire des composés phénoliques;

- Des tests colorimétriques ont permis d’évaluer la sensibilité de Fe' a ’oxydation en Fe' et

I’influence des phénols et autres agents complexants (phosphate, SAB) sur ce phénomene.

Ces travaux, conduits en milieu faiblement acide (pH 5-6), ont pour but d’évaluer
simplement la capacité antioxydante des polyphénols dans I’estomac et 1’influence de
composants du bol alimentaire sur cette activité, ce qui nous permet de présenter I'hypothese

supportant I'ensemble de ces travaux de these:

Les polyphénols pourraient exercer une protection antioxydante dans le tractus digestif, et ce
des le compartiment gastrique, ou ils sont présents en fortes concentrations et sous leurs
formes natives. Ils pourraient ainsi lutter activement contre l'oxydation, pouvant se produire

des l'estomac.

A la lumiere des résultats obtenus, nous essaierons de proposer quelques perspectives

de recherche.
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I. Présentation générale sur les polyphénols

Depuis une quinzaine d'années, chercheurs et industriels de ['agro-alimentaire
s'intéressent de plus en plus a une catégorie d'antioxydants, les polyphénols. La
reconnaissance des propriétés antioxydantes de ces composés, leur abondance dans
l'alimentation et leur role probable dans la prévention des maladies associées a un stress

oxydant sont les principales raisons de cet engouement.
Quelles molécules ?

Les polyphenols, dénommés aussi composés phénoliques, sont des molécules spécifiques
du regne végétal et qui appartiennent a leur métabolisme secondaire [1- 3]. On les trouve dans
les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Leurs fonctions ne sont pas strictement
indispensables a la vie du végétal, cependant ces substances jouent un rdle majeur dans les
interactions de la plante avec son environnement [4], contribuant ainsi a la survie de I’organisme
dans son écosysteme. Le terme « phénol » englobe approximativement 10000 composés naturels
identifiés [5, 6]. L’¢lément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins
un noyau phénolique a 6 carbones (Fig. 1), auquel est directement lié au moins un groupe

hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside [7, 8].

OH

Figure 1: Structure du noyau phénol [9].

Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies d’élaboration
de cycles aromatiques, la voie shikimate (également responsable de la synthese des acides
aminés Phe et Tyr) et la voie polyacétate, qui consiste en la condensation de molécules d’acétyl-
coenzyme A. Cette biosynthése a permis la formation d’une grande diversit¢é de molécules qui

sont spécifiques d’une espece de plante, d’un organe, d’un tissu particulaire [10, 11].
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L.1. Classification des polyphénols

La classification des polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre de
noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux. On peut distinguer deux

catégories : les composés phénoliques simples et les composés phénoliques complexes [12, 13].
L.1.1. Polyphénols simples
I.1.1.1. Acides phénoliques

Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique. Ils sont représentés par deux sous-classes: les dérivés de 1’acide

hydroxybenzoique et de 1’acide hydroxycinnamique [11].
* Dérivés de ’acide hydroxybenzoique (Cs-Cy)

Ces acides sont tres communs aussi bien sous forme libre que sous forme combinée a
I’état d’esters ou hétérosides [11, 14]. Cette catégorie est abondante dans les végétaux et les
aliments, notamment les épices, les fraises, certains fruits rouges et 1'oignon dans lesquels les
concentrations peuvent atteindre plusieurs dizaines de milligrammes par kilogramme de fruits

frais [15]. Les dérivés de 1’acide hydroxybenzoique les plus répandus sont illustrés dans la figure

suivante :
R2 R1
R1=R2=R3=R4 =H:acide benzo que (non ph nolique)
R3 COOH R1=R2=R4 =H, R3=0H : acide p-hydroxybenzo que
R1=R4 =H,R2=R3=0H : acide protocat chique
R1=R4 =H, R2 = OCH3, R3 = OH : acide vanillique
R4 R1=H,R2=R3=R4 = OH : acide gallique

Figure 2 : Structures chimiques des acides hydroxybenzoiques [11].

* Dérivés de ’acide hydroxycinnamique (Cs-C3)

Ces composés ont une distribution tres large. Rarement libres, ils sont souvent estérifiés
[14] et peuvent également étre amidifiés ou combinés avec des sucres (O-acylglucosides, O-

arylglucosides) ou des polyols tels que 1’acide quinique (Fig. 3) [11].
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/ R1=R2=R3=R4 =H: acide cinnamique (non ph nolique)
R1=R3=R4 =H, R2 = OH : acide p-coumarique

R1=R2=0H, R3=R4 =H: acide caf ique

R1=0CH;, R2=0H, R3=R4 = H: acide f rulique

R1=R3 = 0CHs, R2 = OH, R4 = H : acide sinapique

R1=R2=0OH, R3 = H, R4 = acide quinique : acide chlorog nique

R1

R2
R3

Figure 3: Structures chimiques des acides hydroxycinnamiques [16, 17].

L'acide caféique est le principal représentant de cette catégorie. Il est présent dans de
nombreux végétaux (graine de café, tomate, olive, pomme), en particulier dans les fruits. Il
représente 75 a 100% de la teneur totale en acides hydroxycinnamiques de la majorité des fruits,
principalement sous forme d'ester de l'acide quinique (acide chlorogénique) [15]. L'acide
chlorogénique est présent en tres forte concentration dans la pomme (430 mg/kg) [18] et dans le

café, une seule tasse peut en contenir de 70 a 350 mg [15].
I.1.1.2. Flavonoides

Les flavonoides sont des composés possédant un squelette de base a quinze atomes de
carbone, constitués de deux noyaux aromatiques et d'un hétérocycle central de type pyrane,
formant une structure Ce-Cs-Cq (Fig. 4) [19]. Ce sont les composés les plus abondants parmi tous
les composés phénoliques. Ils interviennent dans la pigmentation des fleurs et dans les processus
de défense contre le rayonnement UV, les herbivores et les attaques microbiennes [20]. Les
flavonoides sont présents dans une grande variété d'aliments (fruits et légumes, céréales, jus de

fruits, thé et vin...).

Figure 4: Squelette de base des flavonoides [20].

Il existe plusieurs classes de flavonoides, dont les principales sont les flavones, les
flavonols, les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones et les anthocyanidines. La structure de

base de ces différents flavonoides peut subir de nombreuses substitutions, les groupements
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hydroxyles étant généralement en positions 4, 5 et 7. Ces substances existent généralement sous

forme de glycosides [17].

e Flavanones

Les flavanones sont caractérisées par 1’absence de la double liaison entre C2 et C3 et par
la présence d’un centre de chiralité en C2 [11, 17]. Les agrumes constituent la principale source
alimentaire de flavanones. Les principaux aglycones sont 1'ériodictyol dans le citron, la
naringénine dans le pamplemousse et 1'hespéritine dans I’orange (Fig. 5): un jus d'orange

contient entre 200 et 600 mg d'hespéritine/L [15].

R =0CH, R’ = H: naringénine
o O R =R’ = OH: ériodictyol
R = 0CHs, F° = H: héspériting

Figure S: Structure chimique des flavanones [20].

e Flavonols

Les flavonols se distinguent par la présence d’un groupement OH en position C3 et d’une
double-liaison en C2-C3 (Fig. 6). Ils peuvent exister soit sous forme d’aglycones, soit sous
forme d’hétérosides. Les sucres les plus souvent impliqués sont des aldoses: D-glucose et L-
rhamnose [20]. Leurs principaux représentants sont la quercétine, le kaempférol et la rutine. Les
sources les plus riches sont les oignons (350-1200mg/kg de matiere fraiche) [21, 22], le poireau,
le chou et les baies telles que le cassis (115 mg/kg de matiere fraiche) [23]. Le thé contient

aussi des flavonols a hauteur de 45 mg/L [24].

8lPage



Etude bibliographique Polyphénols, structures et propriétés

OH

HO

R1=H, R2=0H : ksempférol R2
R1=0H, R2=0H : quercéting

R1=0H, R2 = glucose-rhamnose | rutine o °

Figure 6: Structures chimiques de flavonols [20].

e Flavan-3ols

Les flavan-3-ols ou dérivés de catéchine sont la catégorie de flavonoides la plus
complexe. Ces composés vont des simples monomeres, (+)-catéchine et son isomere (—)-
épicatéchine, jusqu’aux oligomeéres et polymeéres, les proanthocyanidines. De plus, les flavan-3-
ols peuvent étre estérifiés par I’acide gallique ou hydroxylés pour former les gallocatéchines
(épicatéchine gallate, épigallocatéchine, épigallocatéchine gallate) (Fig. 7) [17]. Les catéchines
sont présentes dans le chocolat (jusqu'a 132,4 mg/kg de matiere fraiche de chocolat noir), le thé

(jusqu'a 120 mg du thé noir de Chine) et dans les fruits comme 1’abricot [25, 26].

OH
OH OH
HO O \\©[ HO O W\
: OH : OH
R /R
OH OH

R =OH catéchine R = OH épigallocatéchine
R = O-galloyl catéchine gallate R = O-galloyl épigallocatéchine gallate

Figure 7: Structures chimiques de certains flavan-3-ols [17].
e Anthocyanidines

Ce sont des pigments, principalement sous formes de glycosides stables et hydrosolubles,
rouges en milieu acide, virant au bleu-violet en milieu neutre ou faiblement alcalin [27]. Les
composés les plus courants sont la pélargonidine, la cyanidine et la malvidine (Fig. 8) [28, 30].
Ils sont présents dans le vin rouge (340-420 mg de malvidine 3-O-glucoside/L) [31]. De
nombreux glucosides de cyanidine et deux dérivés de pélargonidine ont aussi été caractérisés

dans l'oignon rouge [32].
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Ha
H . -
. R+ =Rz=H: pélargonidine
HO R1=0H, Rz =H: cyaniding
~ R2 R1 = Rz= OCHs: malvidine
OH
CH

Figure 8 : Structure chimique de quelques anthocyanidines courantes [16, 17].
1.1.1.3. Alcools phénoliques

Un alcool phénolique est un composé organique possédant au moins un alcool aliphatique
et un hydroxyle phénolique. Le tyrosol (4-hydroxyphenylethanol) et hydroxytyrosol (3,4
dihydroxyphenylethanol) (Fig. 9) sont les principales molécules de cette classe. Ces composés

sont trés abondants dans 1’olive (fruit et feuille), libres ou associés a 1’acide élénolique [33, 37].

OH

OH OH
(a) (b)

Figure 9 : Structures de I’hydroxytyrosol (a) et du tyrosol (b) [36].

Le principal alcool phénolique de I’olive (responsable de l'amertume du fruit) est

l'oleuropéine (Fig. 10) (60 a 90 mg/g matiere seche) [38].

O-B-D-Glu

OH
OH

Figure 10: Structures de l'oleuropéine [38].
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1.1.2. Polyphénols complexes (tanins)

Les tanins représentent une classe trés importante de polyphénols localisés dans les
vacuoles [39]. Historiquement, le terme « tanin» regroupe des composés polyphénoliques
caractérisés par leurs propriétés de combinaison aux protéines [40], d’ou leur capacité a tanner le
cuir. Sur le plan structural, les tanins sont divisés en deux groupes, tanins hydrolysables et tanins

condensés [41]:

- Tanins hydrolysables : ce sont des esters du D-glucose et de ’acide gallique ou de ses dérivés,
en particulier I’acide ellagique (Fig. 11) [42, 43]. Ces substances sont facilement hydrolysables

par voie chimique ou enzymatique (tannase) [44].

- Tannins condensés : les tannins condensés ou les proanthocyanidines sont des polymeres
constitués d’unités flavane reliées par des liaisons entre les carbones C4 et C8 ou C4 et C6 (Fig.

11) [45, 43].

En raison de leur complexation avec les protéines salivaires, les tanins condensés
sont responsables de l'astringence caractéristique des fruits avant maturité (raisin, péche,

pomme, poire, etc...) et de certaines boissons (vin, cidre, thé, etc...) et de l'amertume du

chocolat.
OF
HO 0
OH
HO U/ \\T/ Ho %O@O)L o
~ O~~~ OH 0
— O O
1] 1 om OH
Ny T OH R
Sg ] f j 0 OH OH
A o
HO -~ e ~ ~
L L Ho OH OH
7 T Ry OH
OL Rz OH
(a) (b)

Figure 11: Structure chimique (a) d’un tanin condensé (proanthocyanidine) et (b) d’un

gallotanin (1,2,3-tri-O-galloyl-B-D-glucose) [46].
I1. Especes réactives oxygénées - Stress oxydant

Le dioxygéne est un ¢élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il
permet de produire de 1’énergie en oxydant de la matiére organique. Mais nos cellules
convertissent une faible partie de O, en métabolites potentiellement toxiques: les especes
réactives de l'oxygene (ERO) [47]. Il existe plusieurs types d’ERO, radicalaires ou
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non-radicalaires. Les ERO sont susceptibles de participer a la dégradation des biomolécules
(lipides, protéines, ADN, glucose, ...) [48]. Les principales ERO sont des formes réduites de O:
I’anion superoxyde (O,", réduction a 1 électron), le radical hydroxyl (OH’, réduction a 3
électrons), mais aussi les radicaux oxyl (RO"), peroxyl (ROQO") et le monoxyde d’azote (NO").
Les ERO incluent aussi des espeéces non radicalaires, notamment le peroxyde d’hydrogene
(H20,, réduction a 2 électrons), le dioxygene singulet (102), I’acide hypochloreux (HOCI),
I’0zone (O3) et le peroxynitrite (ONOQO") [49, 50].

II.1. Formation des ERO

La cellule génere divers types d’ERO qui réagissent selon trois mode d’action, soit en
arrachant un ¢électron ou un atome d’hydrogéne, soit encore en s’additionnant sur les doubles

liaisons carbone-carbone (Eqs 1-3) [S1].

HO* + Fe2+ — Fe3++ HO -[Eq. 1]
HO'+RH —» R'+H;0 [Eq.?2]
HO + >C=C< — >C-C-OH [Eq. 3]

Les ERO présentent différentes réactivités :

- 0," et HyO» représentent une classe peu active. O," peut se dismuter en H,O, et O, (réaction
spontanée ou catalysée par la superoxyde dismutase), réagir avec NO' pour former ONOO’, un
oxydant puissant, ou réduire les ions de métaux de transition. O," est produit notamment par
réduction monovalente d’O, dans les mitochondries, par la NADPH oxydase (une enzyme des
macrophages qui participe a la destruction des virus et bactéries) ou par la xanthine oxydase (une

enzyme du métabolisme des purines) [S2, 53].

- Le radical OH" est I’une des espéces chimiques les plus oxydantes et peut attaquer tres
rapidement la plupart des molécules biologiques. C’est le produit de la réduction
monoélectronique de H>O,, en présence des ions métalliques de basse valence (réaction de

Fenton, Eq. 4).

M' +H202 —» HO®*+M™ +HO (M =Fe,Cu') [Eq. 4]

Les especes métalliques hypervalentes de type fer-oxo peuvent étre assimilées a des
ERO. Elles sont produites par activation de protéines héminiques (ex.: myéloperoxydase,

metmyoglobine) par les hydroperoxydes [54].
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Figure 12: Mécanisme de formation du fer hypervalent dans les protéines héminiques (P =

résidu coordinant de la chaine protéique) [54].

'0, peut étre généré par excitation de 0,en présence de photosensibilisateurs mais aussi par des
processus chimiques (ex. : réaction de H,O, avec ClO"). 'O; est trés réactif et peut par exemple
s’additionner rapidement sur des doubles liaisons carbone-carbone [52, 53]. Les différents

processus de formation des ERO sont schématisés dans la figure ci-apres :

Lumiere UV Oxydases
1 dl »
02 < 02 » HzOz
Oxygene singulet Oxygene Peroxyde d’hydrogenes
Arginine Cycle redox Superoxyde
NADPH oxydase dismutase Myéloperoxydase
mitochondrie v
. o HOCI
NO Oy
Monoxyde d’azote Anion superoxyde \
Fe’*
v v
ONOO OH-|
Peroxynitrite Radical hydroxyle
o Activation de la . .
Nltrz}gon des cascade des kinases Oxyfl'atlon des Peroxydation Oxydation de
protéines protéines lipidique 1’ ADN

Figure 13: Les processus de formation des ERO [48].
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I1.2. Origine des ERO

La production des ERO est une conséquence inévitable du métabolisme aérobie. En effet,
I’organisme a besoin de O, pour produire de I’énergie, via une réduction tétravalente séquentielle
de Oz en eau au cours du processus dit de respiration mitochondriale [55]. Toutefois, une partie
de O, échappe a sa réduction en eau (1-5%), qui peut alors €tre a 1’origine de la production de
superoxyde au niveau du transporteur d’¢lectron ubiquinone (coenzyme Q) (Fig. 14) [48, 56,
57]. Les dérivés semiquinones (coenzyme Q) ou les cofacteurs flavine (forme semi-réduite, ex.:

xanthine oxydase) jouent un rdle important dans la production de O,".

Par ailleurs, les cycles catalytiques des enzymes lipoxygénase (LOX) et cycloxygénase
(COX) impliquent des intermédiaires de type radical peroxyl lipidique, qui interviennent dans
I’oxydation des acides gras polyinsaturés (AGPI, voie enzymatique et non enzymatique) (Fig.

15) [56, 57].

o P o
o, [ Dy
H:CO CH; - 2 H;CO CH;
H;CO R ng—p H;CO R
OH o
Forme semi-réduite du coenzyme Q
R ~ R
! 0, 03~ !
H;C N N o - - H;C N N o]
= \[4 z \f
@[ NH é ﬂ = NH
H:C N @  HsC N
H H™
8] (0]

Formes semi-réduites des cofacteurs de flavine

Figure 14: Mecanisme de production du superoxyde dans la mithonchondrie (R = chaine
polyisoprénoide) et dans le cas de la xanthine oxydase (R’ = D-ribitol phosphate ou D-ribitol-

ADP) [54].
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Figure 15: Oxydation enzymatique (LOX) et non enzymatique des AGPI [54].

- Les autres sources des ERO sont résumées dans la figure 16.
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Figure 16: Origine extra- et intracellulaire des radicaux libres oxygénés (RLO) (XO: xanthine

oxydase; P-450 : cytochrome P-450) [S8].

Les ERO sont également générées sous I’effet d’oxydants environnementaux. En effet,
les rayonnements (UV, X), la consommation excessive d’alcool, le tabagisme, certains polluants
industriels et 1’exercice physique intense sont d’autant de situations qui provoquent une
surproduction d’ERO dans notre organisme, susceptible de surpasser nos défenses antioxydantes
naturelles (superoxyde dismutase, catalase, glutathion peroxydase et autres enzymes
antioxydantes), provoquant ainsi des dégats cellulaires. C’est le stress oxydant. En outre, une
alimentation riche en produits végétaux (fruits, légumes et produits dérivés), nous apportent une
grande variété d’antioxydants (polyphénols, caroténoides, vitamines C et E...) qui peuvent agir
en complément de nos défenses naturelles. Le stress oxydant peut étre d’origine
environnementale (réactions inflammatoires consécutives a des infections, exposition a des
radiations ou a des xénobiotiques pro-oxydants), ou génétique (déficit dans 1’expression
d’enzymes de défense antioxydante) [47, 48, 51, 58]. De maniere générale, le stress oxydant se
définit comme un déséquilibre entre 1’exposition a des pro-oxydants et la capacité de
détoxification des systemes de défense antioxydante (enzymatique et non-enzymatique), le

premier prenant le dessus sur le second. En conséquence, des dégits souvent irréversibles
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interviennent dans la cellule: modifications oxydantes au niveau des lipides (AGPI), de I’ADN et
des protéines (Fig. 17). A des degrés variables, le stress oxydant est impliqué dans le
développement des maladies cardiovasculaires, des cancers, du diabete ou encore des maladies

neurodégénératives [58- 59].

//Sy(mesantioxydants
Enzymatiques Non enzymatiques

Sources d’ERO Superoxyde Glutathion ;

dismutase ; Ubiquinol ;

Endogénes Exogénes Glutathion Vitamines (E, C) ;
peroxydase; Caroténoides ;

NADPH oxydase ; Polluants ; Catalase. Polyphénols

Chaine respiratoire ~ Radiations (X, UV) ; alimentaires.

mitochondriale ; Xénobiotiques

Peroxysome ; pro-oxydants ;

Cycloxygénase ; Cytokines pro-

Lipoxygénase ; inflammatoires.

Xanthine oxydase ;
Cytochrome P-450.

Figure 17 : Déséquilibre de la balance entre pro-oxydants et antioxydants.

II1. Polyphénols en tant qu’antioxydants

Les antioxydants d’origine alimentaire contribuent vraisemblablement a la défense de
I’organisme contre le stress oxydant et ses conséquences. A ce titre, les polyphénols,
particulierement abondants dans une alimentation riche en produits végétaux, pourraient jouer un

role protecteur important.
IIL.1. Activité antioxydante des polyphénols dans les aliments

L’auto-oxydation (oxydation non enzymatique par O;) est un des principaux phénomenes
de dégradation des lipides polyinsaturés présents dans divers produits alimentaires tels que les
huiles végétales et leurs dérivés (margarines) [60]. Ce phénomene intervient typiquement au
cours des traitements industriels et domestiques : procédés thermiques, conditionnement,

stockage et cuisson [61, 62]. Globalement, ce processus conduit a la formation des produits
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lipidiques oxydés (aldéhydes, époxydes, hydroperoxydes), a leur tour, réagissent avec d'autres

ingrédients alimentaires (vitamines, protéines et autres lipides) en diminuant :

- Les propriétés organoleptiques des aliments: apparition de saveurs et odeurs

désagréables rendant les aliments difficilement acceptables par le consommateur ;

- La valeur nutritionnelle des aliments : les AGPI sont essentiels a la composition des
membranes cellulaires et pourraient exercer une action protectrice contre le
développement des maladies cardiovasculaires. Par contre, certains de leurs produits

d’oxydation sont oxydants et/ou électrophiles donc potentiellement toxiques.

11 faut noter que I’oxydation des AGPI des aliments peut intervenir dés le tractus digestif,
c’est-a-dire immédiatement apres ingestion des aliments. Le compartiment gastrique, en raison
de son acidité, de sa teneur en dioxygene et de la présence éventuelle de fer héminique d’origine

alimentaire (ex. : viande rouge) est un site ou 1’oxydation des AGPI peut étre rapide.

Une voie pour inhiber les évolutions oxydatives des lipides consiste a ajouter aux
préparations alimentaires des antioxydants capables de piéger rapidement les radicaux peroxyles
lipidiques propagateurs des chaines radicalaires et/ou les espéces initiatrices de 1’oxydation [63-
67]. De ce point de vue, les antioxydants naturellement présents dans les plantes d’intérét
alimentaire, voire certains de leurs dérivés amphiphiles, présentent un grand intérét, notamment
depuis la mise en évidence de problémes d’allergie alimentaire induits par certains additifs
d’origine synthétique. Par exemple, le propylgallate, I’octylgallate [68] et le dodecylgallate [69]
sont des antioxydants fréquemment ajoutés aux margarines. Ces antioxydants permettent de
prolonger la durée de conservation des AGPI, de les préserver lors de traitements thermiques et

éventuellement apres ingestion.
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I11.2. Pouvoir antioxydant des polyphénols chez les Humains

Les effets des polyphénols sur la santé sont indissociables de la notion de
biodisponibilité, qui integre un grand nombre de parametres comme : 1’absorption intestinale,
I’excrétion des métabolites dans la lumiere intestinale, le métabolisme par la microflore, le
métabolisme intestinal et hépatique, les propriétés des métabolites circulants (structures,
cinétiques d’apparition et d’élimination, liaison a la sérum albumine et autres protéines du
plasma), la captation cellulaire, le métabolisme dans les tissus cibles, la sécrétion biliaire et

I’excrétion urinaire (Fig. 18).

Acide chlorogénique = Estomac

Anthoc_;V
Canal \

Foie =N S
Glucuronidation A Biliaire »
Meéthylation Aglycones Intestin ~ Glucuronidation
Sulfatation Glucosides gréle Meéthylation

Tissus cibles

Colon

Glycosides, esters

polym éres
Excrétion des formes l
conjuguées
Féces

Urine
Figure 18: Schéma général de biodisponibilité des polyphénols [70, 71]

Les principales données de la biodisponibilité des polyphénols de 1’alimentation sont

résumées comme suit [72] :
I11.2.1. Absorption au sein de I’estomac

Seuls les anthocyanes et quelques acides hydroxycinnamiques sous forme liée tels que

I’acide chlorogénique peuvent étre absorbés directement a partir de 1’estomac [72].
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I11.2.2. Absorption a partir de ’intestin gréle

Les aglycones de polyphénols (ex.: les flavanols) et les O-B-D-glucosides peuvent étre
notablement absorbés dans le petit intestin, les premiers par diffusion passive, les seconds
selon deux mécanismes [73] : Une absorption directe des glucosides via le transporteur de
glucose sodium-dépendant. Elle est suivie par l'hydrolyse des glucosides dans le cytosol par
une [-glucosidase cytosolique. Un autre mécanisme impliquant la lactase phloridzine
hydrolase, une glucosidase de la bordure en brosse de l'intestin qui catalyse 1'hydrolyse
extracellulaire des glucosides, a aussi ét¢ démontré. Il est suivi par l'absorption de l'aglycone

ainsi libéré par diffusion passive.
I11.2.3. Absorption a partir du c6lon

Les polyphénols non absorbés au niveau de 1’estomac et de I’intestin gréle atteignent le
cOlon, puis sont catabolisés par la microflore colique, ayant des activités enzymatiques diverses,
avant d’étre absorbés. En particulier, la rutine, un flavonol commun de 1’alimentation (quercétine
(3-O-B-D-(L-rhamnosyl-a-1,6-D-glucoside)), doit étre hydrolysée par les enzymes bactériennes
avant d’étre absorbée au niveau du cdlon et atteint la circulation sanguine (sous forme de
conjugués de quercétine) avec un retard notable par rapport aux cas des glucosides de quercétine
(abondants dans l'oignon), absorbés des le petit intestin. D'une maniere générale, le catabolisme
de la microflore colique peut produire des métabolites biodisponibles, en concentration de
I’ordre de 1 mM, comme l'acide benzoique, I'acide phénylacétique et 1'acide phénylpropionique
[74]. En particulier, les proanthocyanidines ne sont pas biodisponibles sous leurs formes natives
et I'absorption est limitée aux catabolites microbiens libérés a partir des oligomeres les plus
courts [75, 76]. De méme, chez les humains, il a été montré que l'acide 3,4-dihydroxybenzoique,
produit par la microflore colique, représente plus de 70% des métabolites de la cyanidine 3-O--
D-glucoside (principale anthocyane du jus d'orange sanguine) avec une concentration circulante

maximale de 500 nM contre seulement 2 nM pour la forme native [77].

La fraction de polyphénols absorbés subit une conjugaison dans les entérocytes et dans
les hépatocytes. Ainsi les formes circulantes sont typiquement les glucuronides, sulfates et
sulfoglucuronides. De plus, les groupements catéchol, important pour l'activité antioxydante,

sont partiellement méthylés par la catéchol O-méthyltransférase dans le foie.
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En conséquence de I'absorption intestinale limitée et de I’importance du catabolisme, la
concentration plasmatique maximale de polyphénols et de leurs formes conjuguées (apres une
consommation moyenne de 50 mg en équivalent d’aglycone) dépasse rarement 1 uM et peut étre
beaucoup plus faible (< 50 nM pour les anthocyanes) [72]. Ces concentrations sont de plusieurs
ordres de grandeur plus faibles que celles des antioxydants hydrophiles du plasma (L.-ascorbate,
urate, glutathion et sérum albumine). La faible biodisponibilit¢ des polyphénols d’intérét
alimentaire est également soulignée dans l'excrétion urinaire faible, typiquement inférieure a

10%, a I'exception des isoflavones, de certains acides hydroxycinnamiques et des flavanols [72].

Dans I'ensemble, en tenant compte de la faible concentration circulante de polyphénols
alimentaires et de la faible activité antioxydante intrinseque de leurs métabolites (en raison des
modifications chimiques des groupements phénoliques par conjugaison, voire désoxygénation
par des enzymes microbiennes), nous pouvons conclure que les effets santé attribués a la fraction
absorbée a partir du tractus digestif ne sont pas dominés par I'activité antioxydante au sens strict,
c’est-a-dire la réduction directe des ERO (impliquées dans le stress oxydant). Cette conclusion
est en contradiction apparente avec I'augmentation importante de la capacité antioxydante dans le

11 || P 4
en Fe"), généralement observée

plasma (protocole expérimental basé sur la réduction de Fe
apres la consommation d'aliments riches en polyphénols. Cependant, il est maintenant clair que
ce phénomene n'est pas dii aux métabolites de polyphénols mais surtout a 1'élévation du taux
d'urate provenant du métabolisme de divers produits végétaux tels que le fructose, le saccharose,

le sorbitol, le lactate et la caféine [78].

Compte tenu de la biodisponibilité limitée et du métabolisme des polyphénols chez les
étres humains, aucun lien systématique ne peut €tre établi entre la capacité des polyphénols
(composés purs ou extraits) a donner des é€lectrons (généralement évaluée dans les tests
populaires ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) et TEAC (Trolox-equivalent

antioxidant capacity) et leur éventuelle activité antioxydante in vivo apres ingestion [79].

En résumé, les données sur la biodisponibilité imposent des restrictions séveres sur la
possibilité que les polyphénols agissent réellement, in vivo, comme antioxydants. Les sites

possibles pour l'action antioxydante de ces composés sont les suivants :

- Le tractus gastro-intestinal dans lequel les polyphénols natifs peuvent s'accumuler en
forte concentration et protéger les AGPI alimentaires de 1'auto-oxydation initiée par les
especes pro-oxydantes alimentaires telles que le fer héminique ;
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- Certains sites d’inflammation (cellules endothéliales, macrophages) impliqués dans le
développement de D’athérosclérose a condition que des concentrations relativement
importantes de métabolites de polyphénols, avec une forte capacité résiduelle donatrice
d'électrons, puissent s'accumuler sur ces sites [80]. Des phénomenes de déconjugaison
(catalysés par des B-glucuronidases cellulaires) qui permettent de restaurer le pouvoir

réducteur ont également été observés.
II1.3. Modes d’action des polyphénols

Les composés phénoliques exercent une activité antioxydante via plusieurs mécanismes:
- Le piégeage direct des ERO ;
- L’inhibition des enzymes génératrices d’EOR ;
- La chélation des ions de métaux de transitions, responsables de la production des ERO ;

- L’induction de la biosynthése d’enzymes antioxydantes [81].
I11.3.1. Piégeage des radicaux libres

La réduction de divers radicaux par les polyphénols a été beaucoup étudiée afin de
déterminer les ¢léments majeurs de ’activité antioxydante. A cause de leur faible potentiel redox

[82], les polyphénols (Ar-OH), sont capables de réduire rapidement les radicaux libres oxydants

comme le superoxyde, les peroxyles (ROO®), les alkoxyles (RO®) et I’hydroxyle par transfert
d’hydrogene :

Ar-OH+X* — Ar-O*+XH
Ou

X* - Représente 1'une des ERO mentionnées ci-dessus ;

Ar-O°: radical aryloxyle qui, s’il s’agit d’un noyau catéchol, peut réagir avec un autre radical

pour former une o-quinone plus stable (Fig. 19).

oH X 0' X,. o O
OH \_jﬂ OH o
SEE A G aRa

Figure 19: Piégeage des ERO (X*) par un noyau catéchol.
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En outre, le radical aryloxyle peut interagir avec 1’oxygeéne pour donner une quinone et
un anion superoxyde. Cette réaction est responsable d’un effet prooxydant indésirable des

flavonoides. Ainsi, la capacité antioxydante des polyphénols dépend non seulement du potentiel

redox du couple Ar-O°/Ar-OH mais aussi de la réactivité du radical Ar-O°*-

L'efficacité de la conversion dun phénol (ArOH) en le radical aryloxyle (ArO°®)
correspondant refleéte la stabilit€é de ce dernier et peut étre quantifiée par des parametres

expérimentaux et théoriques tels que 1’énergie de la dissociation de liaison (EDL) du groupement

OH, le potentiel redox du couple ArOH/ArO°®, les constantes de vitesse de la réduction des ERO
généralement déduites a partir d’expériences de radiolyse pulsée [83, 84] et les constantes de
vitesse pour la réduction de radicaux colorés stables tels que le DPPH [85]. De nombreuses
études ont établi des relations entre la structure des polyphénols et leur capacité a piéger les
radicaux libres [85, 86]. De ces données, il ressort que la présence d'un groupement catéchol
(ortho-diphénol ou 1,2-dihydroxybenzene) est le déterminant majeur de l'activité redox des
polyphénols. En effet, le radical correspondant, de type ortho-semiquinone, est relativement
stable grace a une délocalisation des électrons et une stabilisation par liaison hydrogene
intramoléculaire (Fig. 20) [87]. Par exemple, les valeurs de I’EDL d’un phénol de type catéchol
et du résorcinol (1,3-dihydroxybenzene) sont 88, 81 et ca. 90 kcal mol‘l, respectivement [88]. De
méme, les potentiels redox a pH 7 du catéchol et du résorcinol sont 0,53 et 0,81 V,
respectivement [89]. Par conséquent, a I'exception du groupement OH en C3 des flavonols (type
énol), qui apporte également une contribution trés importante a la capacité donatrice
d’hydrogene, les unités structurelles les plus importantes pour une forte activité réductrice des

flavonoides sont le cycle B de type catéchol ou pyrogallol (1,2,3-trihydroxybenzene) et les unités
galloyles des catéchines et des tanins. Par exemple, les constantes de vitesse de piégeage du
radical HO® a pH ca. 9 sont 1,0 (épicatéchine, EC), 3.1 (propylgallate), 4,7 (épigallocatéchine,
EGC), 5.8 (gallate d’épicatéchine , ECG), 7.1 (gallate d’épigallocatéchine EGCG) x 10° M s
pour les polyphénols du thé vert [90]. Le caractere réducteur des polyphénols dépend aussi du
pH. Ainsi, le potentiel d’oxydoréduction de la rutine et de la catéchine diminue de ca. 1,0 V a pH
3a20,6 VapH7 (contre ca. 0,3 V pour la quercétine) a la suite de la déprotonation des OH les
plus acides [89, 91].
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Figure 20: Oligomérisation oxydative des catéchols [54]
I11.3.2. Chélation des ions métalliques

Les polyphénols contribuent a I’inhibition de la formation des radicaux libres par la
chélation de métaux de transition tels que le fer (Fe*) et le cuivre (Cu™), qui sont essentiels pour
de nombreuses fonctions physiologiques. Ils entrent notamment dans la composition des
hémoprotéines et de cofacteurs d’enzymes du systéme de défense antioxydant (Fe** pour la
catalase et Cu” pour la superoxyde dismutase). Cependant, ils peuvent aussi étre responsables de

la production du radical OH" par la réduction de H,O, lors de la réaction de Fenton [86, 91].
H,0,+ Fe** (Cu") ——> °"OH + OH + Fe’* (Cu™)

En outre, ’autoxydation des ions Fe’" et Cu' est une source de O, et de H,0,. Ainsi,
complexer les ions du fer et du cuivre sous une forme qui bloque leur activité redox est un
mécanisme d’action antioxydante. Les polyphénols abondants dans 1’alimentation, notamment

les flavonoides, séquestrent ces ions métalliques au niveau de différents sites (Fig. 21).
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Figure 21: Sites de chélation des ions métalliques par les flavonoides [92]
I11.3.3. Inhibition des enzymes

Les polyphénols possedent une affinité pour une grande variété de protéines [93, 94], via
des interactions de van der Waals (cycles aromatiques) et des liaisons hydrogenes (groupements
OH phénoliques). Par exemple, les aglycones des flavonoides, essentiellement les flavones et les
flavonols (noyaux tricycliques plans et polarisables), ont une capacité de se lier avec beaucoup

de protéines globulaires, notamment des enzymes, des récepteurs et transporteurs [54].

L’inhibition des enzymes génératrices des radicaux libres dans les systémes biologiques
est un mécanisme important d’effet antioxydant pour les polyphénols. Plusieurs travaux ont
rapporté que les flavonoides sont les molécules les plus susceptibles d’étre impliquées dans cet
effet [95, 96], par formation de complexe inhibiteur-enzyme et/ou par piégeage direct des ERO
[97, 98]. Cette double action est bien mise en évidence dans le cas de la xanthine oxydase,
enzyme du foie impliquée dans la maladie de la goutte, et qui catalyse une réaction du
catabolisme des purines, en transformant I’hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide
urique [98]. Cette enzyme est considérée comme une source biologique importante de radical
superoxyde. Les flavones et flavonols se lient a 1a XO en compétition avec le substrat xanthine,
ce qui inhibe la formation de l'acide urique (ICso de 0,5 a 10 uM, a l'exception de la 3-
hydroxyflavone qui n'interagit pas avec XO). D'autre part, le flavanol (cycle C non plan)
catéchine ne se lie pas a I'enzyme mais réduit efficacement le superoxyde (ICso = 0,48 uM).
Enfin, les flavones et flavonols ayant un cycle B de type catéchol comme la quercétine

combinent les deux mécanismes, a savoir formation d’un complexe inhibiteur-enzyme (ICsy =
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2,38 uM) et réduction du superoxyde résiduel, qui s'est échappé de la cavité enzymatique (ICsp =

0,33 uM) [99].

De nombreux flavonoides sont aussi de puissants inhibiteurs des métalloenzymes

lipoxygénase, myéloperoxydase et NADPH oxydase [54, 98].
I11.3.4. Les polyphénols: une action pro-oxydante ?

Tandis que les propriétés antioxydantes des polyphénols corroborent I'hypothese d'un
role positif dans la nutrition humaine et la prévention de maladies, certains auteurs
invoquent l'activité prooxydante de ces composés in vitro [100]. Seuls les polyphénols les plus
réducteurs peuvent manifester cet effet en entrant dans des cycles redox qui génerent des ERO.
Les produits d'oxydation a un ou deux électrons des composés phénoliques (radicaux
aryloxyles, o-quinones, p-méthyleénequinones) (Fig. 20) sont produits en présence de dioxygene
et de certains ions de métaux de transition. Par exemple, 1’acide gallique est capable de
réduire Fe* en Fe?*, ou Cu®" en Cu", et ainsi d’enclencher la réaction de Fenton avec formation
du radical hydroxyle (Fig. 22). Le peroxyde d’hydrogéne nécessaire a la réaction est produit par
autoxydation des ions de basse valence. Par leurs effets pro-oxydants, certains polyphénols
peuvent endommager 1'ADN, les lipides et d'autres biomolécules. La signification biologique
de ces effets pro-oxydants est dépendante de la présence d’ions du fer libres, ¢’est-a-dire non liés

aux protéines [101, 102].

Des études complémentaires sont donc nécessaires pour mieux définir la frontiere entre
effets pro-oxydants et effets antioxydants. Quoi qu'il en soit, les nombreux effets positifs sur la
santé attribués aux composés phénoliques ne mettent pas uniquement en jeu les propriétés
antioxydantes mais aussi des propriétés plus spécifiques impliquant leur interaction avec diverses

protéines au sein de la cellule.
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Figure 22: Mécanisme de formation d’ERO par 1’acide gallique (métabolite du propylgallate)
[103].

I11.4. Polyphénols et santé

Des effets protecteurs de la consommation d’aliments riches en polyphénols vis-a-vis de
différentes pathologies (maladies cardiovasculaires, cancers, diabete...) ont été¢ mis en évidence
tant d’un point de vue épidémiologique qu’expérimental. De nombreuses études se sont penchées
sur I’analyse du mode d’action des polyphénols dans la prévention de ces pathologies, qui met en
cause les propriétés réductrices des polyphénols et/ou leur affinité pour une grande variété de

protéines (enzymes, récepteurs, facteurs de transcription).

Les activités biologiques des polyphénols ont souvent été évaluées in vitro, avec des
protéines purifiées, des extraits cellulaires et des cellules entieres en culture. Les propriétés
biologiques des métabolites conjugués majoritairement présents dans le sang et les tissus ont, en

revanche, été tres peu étudiées, faute de disposer des standards commerciaux.

La signification de ces effets biologiques dans le domaine de la nutrition humaine est
encore loin d’étre établie d’autant qu’ils mettent presque toujours en jeu les formes natives ou
aglycones de polyphénols et non pas les formes conjuguées circulantes. Pour progresser dans la

démonstration in vivo des effets santé des polyphénols, une meilleure connaissance de la
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biodisponibilité des polyphénols (leur devenir apres absorption éventuelle au travers de la paroi
intestinale) et une combinaison d’¢études cliniques pertinentes sont indispensables. Le
développement récent de nouveaux outils et méthodes pourrait permettre des avancées
importantes dans les années a venir. C’est notamment le cas de la nutrigénomique qui vise a
mettre en évidence les génes dont 1’expression est régulée (a la hausse ou a la baisse) par les
composants de I’alimentation. La difficulté réside ensuite dans I’analyse et I’interprétation de ces

données biologiques complexes.
I11.4.1. Polyphénols et maladies cardiovasculaires

Diverses études épidémiologiques ont montré 1’existence d’une corrélation inverse entre
la consommation de polyphénols ou d’aliments riches en polyphénols et le risque de
développement de maladies cardiovasculaires. Ainsi une méta-analyse basée sur 7 études cas-
témoins et 10 études en cohortes suggere une réduction du risque d’infarctus du myocarde de
11% lors de la consommation de trois tasses de thé par jour [104]. Plusieurs études de cohortes
ont montré que la prise de flavonols et de flavones était inversement corrélée aux taux de
mortalité par maladies coronariennes [105]. Il s'avere notamment que de fortes prises de
quercétine et de kaempférol réduisent le taux de mortalité due a des accidents cardiaques de

type ischémie, dans lesquels peuvent €tre mises en cause les plaques d'athérome [106].

Les mécanismes d'action des polyphénols, impliqués dans la prévention de ce type de
pathologies, incluent l'inhibition de l'oxydation des LDL, l'inhibition de l'agrégation des

plaquettes et 1'inhibition de la formation de cellules spumeuses dans les aortes [107].
I11.4.2. Polyphénols et cancer

Les propriétés anticancéreuses des polyphénols ont été mises en évidence dans de
nombreuses études in vitro, utilisant des cultures cellulaires cancéreuses ou des animaux
prétraités par des réactifs chimiques carcinogenes. Cependant, les données disponibles sur les

effets des polyphénols vis-a-vis des cancers chez I’homme sont plus disparates.

L’effet des polyphénols sur les lignées de cellules cancéreuses humaines est fréquemment
protecteur et induit une réduction du nombre de tumeurs et de leur croissance [107]. Plusieurs
mécanismes d’action ont été identifiés: activité oestrogénique ou antioestrogénique, effets
antiprolifératifs, induction de I’arrét du cycle cellulaire ou de 1’apoptose, prévention du stress

oxydant, activité anti-inflammatoire, modification de la signalisation cellulaire [108].
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I1 a été montré qu’une administration orale d’acide ellagique réduisait 1’expression du facteur de
transcription NF-kB et des enzymes COX-2 et iNOS lors d’une carcinogenése colique
chimiquement induite chez le rat [109]. En outre, la génistéine limite la croissance des tumeurs
sensibles aux hormones par ses propriétés oestrogéniques expliquant ainsi en partie les effets
protecteurs des isoflavones observés dans les modeles de cancers mammaires et prostatiques

[110].
I11.4.3. Polyphénols et diabete

L’administration aigu€ ou chronique de polyphénols chez des modéles animaux a montré
des effets sur la glycémie : les polyphénols agissent par différents mécanismes dont I’inhibition
de I’absorption du glucose au niveau intestinal [111], ou encore son assimilation dans les tissus
périphériques (inhibition de la gluconéogenese, de la stimulation adrénergique de 1’absorption du

glucose ou stimulation de la libération de I’insuline par les cellules  du pancréas) [107].

Les données portant sur les effets des polyphénols dans la prévention du diabete chez
I’homme sont moins nombreuses que chez I’animal. I a ét¢ montré que la consommation de
400ml de café décaféiné n’avait pas d’effet sur la glycémie lorsqu’il était ingéré avec du
glucose ; cependant, il diminue la sécrétion du polypeptide insulinotropique glucose-dépendant
(GIP) et augmente la sécrétion du glucagon de maniere a ce que I’absorption du glucose soit
retardée [112]. Chez des patients atteints de diabéete de type 11, la consommation de 50 mg/j d’un
complément alimentaire contenant des anthocyanes, des flavones et des acides phénoliques
d’orange sanguine pendant 2 mois n’a pas d’effet sur la glycémie [113]. Cependant, certaines
données épidémiologiques laissent penser que les polyphénols pourraient avoir tout de méme un
effet protecteur puisqu’il a été observé que la consommation de café (riche en acide

chlorogénique) était associée a une diminution du risque de diabete de type 11 [114].
I11.4.4. Polyphénols et inflammation

Les propriétés antioxydantes des polyphénols ont longtemps été considérées comme étant
le principal phénomene expliquant leurs effets protecteurs. Cependant, de nombreuses études ont
pu montrer que les polyphénols et leurs métabolites agissaient également comme des
modulateurs des voies de signalisation de I’inflammation. Les études menées chez I’homme sain
ont montré que le suivi d’un régime riche en fruits et légumes était inversement corrélé aux

marqueurs de I’inflammation (CRP, IL-6) dans le plasma [115], que la consommation
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d’anthocyanes était associée a la diminution du taux de cytokines (IL-8, IL-13 et IFN-a)
circulantes [116] ou encore que 1’augmentation du pouvoir antioxydant du plasma di a une
consommation de jus de fruits concentré €tait associée a une diminution des cassures de brins

d’ADN [117].

L’inflammation est la réponse immunitaire de 1’organisme a une agression par des agents
pro-inflammatoires d’origine virale, bactérienne ou autre (par exemple, les lipoprotéines
oxydées, marqueurs du stress oxydant). L’inflammation est précisément régulée afin de limiter
les altérations des biomolécules de I’hdte. Cependant, une régulation inappropriée de ce
phénomene peut conduire a un état inflammatoire chronique [118] et la plupart des pathologies
chroniques, citées précédemment, possédent une composante inflammatoire [119]. Les
différentes études menées sur les effets protecteurs des polyphénols dans ces contextes
pathologiques ont montré que ceux-ci diminuaient les marqueurs de I’inflammation [120] et
agissaient sur de nombreuses cibles moléculaires au centre des voies de signalisation de

I’inflammation [121].

Des études in vitro et in vivo ont permis de montrer que les polyphénols pouvaient agir
sur les activités enzymatiques du métabolisme de 1’acide arachidonique (AA): phospholipase A2,
cyclooxygénase et lipoxygénase. Ils agissent également sur la production de "NO en modulant
I’activité des NOS. Des travaux menés in vitro ont également montré que des flavonoides
comme la lutéoline ou 1’apigénine inhibaient la production de cytokines telles que IL-4, IL-5 et
IL-13, que la quercétine inhibait la production de TNF-a par des macrophages stimulés au
lipopolysaccharide (LPS), que le kaempférol inhibait I’expression et la sécretion du TNF-a, de
I’IL-1B ou de I’IL-6 dans les mastocytes [120]. De plus, il est maintenant connu que les
polyphénols exercent leur activité anti-inflammatoire en agissant in vitro et in vivo sur

I’activation du facteur de transcription NF-kB [121].
I11.4.5. Polyphénols et autres pathologies

Les polyphénols ont montré des effets protecteurs dans d’autres pathologies, telle que la
sclérose en plaque [120], ’ostéoporose [107] et les pathologies liées au vieillissement cérébral
(maladie d'Alzheimer, autres types de démences, maladie de Parkinson...) [122]. Les composés

phénoliques peuvent aussi atténuer les infections d’origine virale ou bactérienne [19].
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Partie 1: Extraction Chapitre I: Ultrasons

I. Etat des connaissances

Les techniques conventionnelles d’extraction ou d’isolation de composés chimiques de
matrices végétales présentent souvent des contraintes telles que celles des faibles rendements,
des temps d’extraction treés longs et d’utilisation de grandes quantités de solvants. Ces
dernieres années de nombreuses techniques alternatives ayant pour but de pallier a ces
problemes se sont développées. Parmi elles émergent les micro-ondes, les fluides
supercritiques et les ultrasons. Les contraintes écologiques et 1’émergence de la sécurité
alimentaire et industrielle, incitent les professionnels a découvrir de nouvelles applications
aux technologies innovantes. Toutes visent une performance accrue et un meilleur respect de

I’environnement.

Les ultrasons de puissance sont maintenant bien connus pour avoir des effets
significatifs sur la cinétique de certaines réactions chimiques ou encore sur la réduction du
temps des procédés industriels. En effet la cavitation induite par les ultrasons de faibles
fréquences dans les milieux liquides se traduit entre autres par des accélérations de cinétique

et/ou des améliorations du rendement, notamment dans le cas de I’extraction solide-liquide

[1].

L'olivier (Oleaeuropaea L.) est 1'un des arbres les plus importants dans les pays
Meéditerranéens, sa culture couvre environ 8 millions d'ha et représente environ 98% de la
récolte mondiale. La production de I’huile d’olive est devenue une des activités essentielles
dans I’agriculture de cette région. Ceci démontre sa grande importance économique et sociale,

ainsi que les avantages possibles de I'utilisation de ses co-produits (huile, fruits et feuilles) [2].

L’huile d’olive est le produit Méditerranéen par excellence. On la retrouve a travers
I’histoire, depuis la civilisation grecque jusqu’a nos jours, et représente la principale
source de matieres grasses . Ce type de régime a souvent été associ€é a une meilleure
résistance a certaines maladies: cardio-vasculaires et dégénératives [3-6]. Si 1’huile d’olive est
un produit intéressant d’un point de vue nutritionnel, ¢’est tout d’abord pour sa composition
en acides gras, sensibles au phénoméene d’oxydation, et ses composés minoritaires tels que les
polyphénols [7]. Ces antioxydants sont présents en faible quantité, puisque =~ 98% de ses
composés phénoliques sont perdus lors du procédé de fabrication. Ces pertes sont dues d’une
part a leur faible affinité pour la fraction lipidique [8], mais aussi aux procédés de

blanchiment appliqués aux olives avant le broyage et le pressurage. L’oxydation des lipides

d’huile d’olive est considérée comme l'une des réactions majeures correspondantes a la
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dégradation de sa qualité organoleptique et nutritionnelle [9]. Ainsi la lutte contre 1'oxydation
de cette huile au cours de la transformation technologique, du stockage et de la distribution
s'impose. Parmi les diverses solutions possibles, 'addition d'agents antioxydants aux huiles et
aux aliments riches en lipides [10], est pratiquée depuis fort longtemps. Toutefois, les
antioxydants synthétiques (BHT et BHA) présentent une sérieuse menace pour la santé [11,
12]. L'ampleur de ce probleme a fait que des antioxydants naturels deviennent de plus en plus
recommandés. Dans cette démarche, la stabilisation des huiles végétales (huile d’olive,
tournesol, soja...etc.) [10], a fait 1'objet de nombreuses recherches, ayant opté pour
I’enrichissement de ces huiles a base de matrices végétales (origan, feuilles d'olivier...etc.)
[13-15]. L’inconvénient de ces supplémentations pratiquées en général par macération est
qu’elles sont longues et nécessitent des zones de stockage importantes. Dans cette présente
étude un enrichissement assistée par ultrasons a été testé, afin de réduire ce temps et de

faciliter sa mise en place pour les professionnels de 1’huile d’olive.

Les ultrasons ont de nombreuses applications potentielles dans le domaine de
I’agroalimentaire comme dans le domaine de la nutraceutique. Si de nombreuses études ont
déja été menées sur leurs effets, il reste beaucoup de secteurs a développer car les champs

d’application des ultrasons ne sont pas encore pleinement explorés.

I.1. Ultrasons
I.1.1 Principe et mécanisme de la cavitation ultrasonore

Les ultrasons sont des ondes mécaniques qui sont capables de se déplacer dans un
milieu élastique a une fréquence supérieure a la limite maximale d’audibilité¢ de 1’oreille
humaine (16 kHz) (Fig. I.1). Les ultrasons peuvent étre divisés en deux catégories en fonction

de leurs fréquences [16]:

- Ultrasons de diagnostic: Ces ultrasons sont aussi appelés ultrasons de basse intensité ou de
haute fréquence (2 a 10 MHz). Les ultrasons constituent une méthode non destructive
d'évaluation de propriétés physico-chimiques ou mécaniques, de mesures de concentrations,
de mesures de niveaux, etc. Les applications sont nombreuses dans le domaine médical
comme outil de diagnostic et de contrdle car leur utilisation est simple, efficace et autorise
une visualisation en temps réels des organes comme le coeur sans effet ionisant ni destructif

[16].
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- Ultrasons de puissance: Aussi appelés ultrasons de haute intensité ou de basse fréquence
(20 kHz a 100 kHz). Ils sont appliqués a des domaines industriels variés comme le nettoyage
des surfaces, la production d’émulsion, I’accélération de réactions chimiques en milieu
hétérogene ou I’extraction d’ardmes. Contrairement aux ultrasons de diagnostic, ces ultrasons

sont capables de générer des bulles de cavitation [16].

0 10! 102 103 104 100 106 107 Fréguences (Hz)
4— sonaudible > ultrasons p-4—radicfrégquences

I:I Ultrasons de puissance

- Ultrasons de diagnostic

Figure 1.1 : Domaines d’utilisation des Ultrasons en fonction de la fréquence

Plusieurs effets peuvent €tre attribués a 1’utilisation des ultrasons de puissance tels que
le déplacement des molécules de liquide autour de leur point d’équilibre ou les déplacements
convectifs appelés vents ultrasonores. Lorsque des ultrasons se propagent a travers un liquide,
les oscillations des molécules provoquent la formation de zones de compression et de
dépression (Fig. 1.2). Les séries de compressions et de raréfactions générées lorsque 1’onde
sonore traverse le milieu créent une pression acoustique (Pa) dans le milieu définie comme
suit [1]:

Pa = P, sin 2af t Eq. 1
Ou

P4: Amplitude maximale de la pression de 1’onde sonore;
F: Fréquence des ultrasons; t: temps

L’amplitude de la pression de I’onde est directement liée a I’intensité de celle-ci (I).
Cette intensité est définie comme ’énergie transmise par seconde e par metre carré de liquide

et est définie comme suit :

I =P 2pc Eq. 2

Avec : p: Densité du milieu et ¢: Vélocité du son dans le milieu d’étude
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Molécules d’un milieu élastique

»

A

O o O o oo o

Onde sonore

Ondes de
compression se
propageant
dans le milieu

Zone de
raréfaction

Figure 1.2 : Propagation de I’onde sonore dans un milieu [1]

La pression acoustique est positive pendant les cycles de compression et négative
pendant les cycles de raréfaction. Ces variations de pression entre phases de compression et
de raréfaction impliquent des mouvements moléculaires induisant des distensions et des
rapprochements entre des groupes de molécules. Lors de cycles de raréfaction la distance d
augmente (Fig. 1.3) [1].

rarefaction
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compression rarefaction

Figure 1.3 : Cycles de compression et de raréfaction induits par une onde sonore

Chaque milieu liquide a une distance moléculaire critique (distance critique d sur la
figure 1.3) : au-dessous de cette distance le liquide reste intacte, mais au-dessus de ce seuil

caractéristique, les forces maintenant la cohésion du liquide sont vaincues et des bulles de
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cavitation contenant de la vapeur du liquide et des gaz dissous apparaissent. Ce phénomene,
appelé cavitation, a été étudié de manicre théorique et expérimentale. Neppiras et Noltingk
[17], ont initié la théorie du point chaud selon laquelle I’implosion d’une bulle de cavitation
génere des valeurs locales de température et de pression tres €levées (milliers de degrés
Kelvin et milliers de kPa). Cette théorie a ensuite été reprise par Suslick et Price [18]. Le
comportement des bulles dépend de leur taille et de la nature du champ ultrasonore local qui

détermine leur stabilité ou leur implosion.
I.1.2. Facteurs influencant la cavitation

- Présence de gaz dissous : Les bulles de cavitation peuvent &tre constituées de vapeur du
liquide dans lequel elles sont générées. La cavitation prend naissance a partir des noyaux qui
sont constitués par les occlusions gazeuses au sein du liquide. La présence de gaz dissous

favorisera donc le phénomene de cavitation [1].

- Pression du milieu : Les bulles de cavitation peuvent étre générées lorsque la pression
appliquée au milieu (Pr) descend au-dessous de la tension de vapeur de ce liquide (P,). La
pression appliquée au milieu quand celui-ci est soumis aux ultrasons peut étre calculée
comme étant la somme de la pression hydrostatique (P) et de la pression acoustique (Eq. 3).
Par conséquent la cavitation sera possible dans le liquide si la tension de vapeur du liquide est
supérieure a la somme de la pression hydrostatique et la pression acoustique (Eq. 4). Cela
signifie que plus la pression appliquée au milieu sera élevée, plus il sera difficile de provoquer
de la cavitation. En effet, pour la provoquer, il faudra augmenter la pression acoustique et

donc augmenter 1’intensité des ultrasons [1].

PL=P,+P, [Eq. 3]
P>P,+P,oulP,>P,—P, [Eq. 4]

- Intensité des ultrasons : Comme décrit dans I’équation 2, il y a une relation directe entre
I’intensité des ultrasons et I’amplitude de la pression de 1I’onde sonore qui est-elle corrélée a la
pression acoustique (Eq. 1). La pression acoustique étant un parametre clé dans la génération
des ultrasons, plus I’intensité des ultrasons sera élevée plus facilement la cavitation pourra se

faire [1].
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- Fréquence des ultrasons : Les fréquences les plus couramment utilisées sont entre 20 et 40
kHz. De plus haute fréquences rendent plus difficile la cavitation. En effet, les bulles de
cavitation ont besoin d’un petit laps de temps pour étre générées pendant la phase de
raréfaction. Plus la fréquence est élevée, plus les phases de raréfaction sont courtes donc
moins la bulle a de chance d’étre créée. C’est la raison pour laquelle les ultrasons de haute
fréquence sont dits non destructeurs ; la fréquence est trop élevée pour pouvoir permettre la

cavitation [1].

- Température : L importance de ce paramétre est difficile a évaluer, car elle modifie la
viscosité du milieu et la pression de vapeur saturante ce qui peut influencer la capacité de
cavitation du milieu d’étude. Plus 1’on se rapproche du point d’ébullition du liquide, plus les
bulles de cavitation vont étre générées facilement, mais elles perdent leur capacité
d’implosion, c’est pourquoi la majorité des réactions sonochimiques sont favorisées par de

faibles températures [1].

- Impuretés : Chaque impureté présente dans le liquide ou a la surface de la verrerie utilisée
peut agir comme un nouveau site de cavitation. En effet, des gaz peuvent &tre emprisonnés
dans les interstices des impuretés et les dépressions générées par les cycles de raréfaction vont

déloger ces gaz de I’impureté et constituer un nouveau noyau de cavitation [1].

Les différentes conditions expérimentales vont produire différents types de bulles de
cavitation. Certaines sont dites stables, les autres sont dites transitoires. Les bulles transitoires
n’existent que pendant quelques cycles acoustiques avant d’imploser violemment. Sachant
que la durée de vie de telles bulles est trop faible pour observer un transfert de matiere par
diffusion de gaz vers I’intérieur ou I’extérieur de la bulle, leur implosion ne se trouve pas
amortie et procéde d’une grande violence. Selon Mason et Lorimer [19], on peut ainsi
atteindre des températures voisines de 5000 K et des pressions de I'ordre de 1000
atmospheres (Tab. I). Les bulles de cavitation stables sont des bulles de gaz et de vapeur qui
oscillent de maniére non linéaire autour d’une taille de pseudo-équilibre pendant plusieurs
nombre de cycles. A chaque cycle, leur volume augmente car le bilan des échanges entre les
phases de désorption et de condensation (entrée dans la bulle) et celles d’absorption et de
vaporisation (sortie de la bulle) est positif. La bulle implose alors lorsqu’elle atteint une taille
critique. Cette implosion est moins violente car elle est amortie par les gaz présents et les

températures atteintes alors se situent aux alentours de 1800 K [20].
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Tableau I : Caractéristiques et effets des ultrasons selon le type de cavitation induit [20]

Type de cavitation Stable Transitoire
Intensité a3 W/cm2 > 10 W/cm?2
Type d'oscillations faibles et autour de 1'équilibre Fortes
Cycle plusieurs cycles 1a2cycles
Durée de vie des Longue Courte
bulles
simple diffusion gaz/liquide températures et pression tres
Phénomene local maisrisque de résonance élevées
gaz résiduel ou vapeur du vapeur du liquide seulement
Nature de la bulle liquideenvironnant
a court terme : dégazage violents : érosion, émulsification,
Effet 2 long terme : mélange sonochimie, sonoluminescence
— = —_—
(a) m £is ey =r=raadiias AR S2 PR LT ~ 1t55
Formation Croissance Taille instable Implosion
() T
7y ey - TN
- < < ~ -
O A S EnS =t —~ .a
> < B
- p— — %
N N
S~ N S~ S

Figure 1.4 : Evolution d’une bulle de cavitation a proximité d’une surface solide (a) et d’une

cellule végétale (b) [1]

Les ultrasons ont des actions mécaniques et physiques, notamment lors de 1’explosion
des bulles de cavitation. La présence d’un obstacle adjacent provoque la perte de symétrie du
systéme par rapport a une implosion au sein de la solution (Fig. 1.4). Le principal effet
physique et mécanique des ultrasons est alors la production de micro-jets dirigés vers une

surface solide lors de I’implosion des bulles de cavitation. Ces micro-jets peuvent atteindre
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des vitesses considérables (plus de 120 m/s) et ils pourraient avoir une influence
prépondérante dans les effets induits par la cavitation et dans 1’augmentation de 1’agitation a
I’interface obstacle/milieu réactionnel. En plus de leurs effets mécaniques et physiques, les
ultrasons produisent des effets chimiques qui résultent également du phénomene de
cavitation. Lorsqu’une solution aqueuse est soumise aux ultrasons, des radicaux libres
peuvent étre générés et initier des réactions en chaines. Ces entités peuvent ensuite réagir avec
des especes en solution ou se recombiner pour former de I’hydrogene, de 1’eau oxygénée ou
d’autres radicaux. Si la nature des especes chimiques est fortement dépendante des gaz

dissous, la fréquence influence considérablement la cinétique de réactions [1].
I.2. Equipements de laboratoires et industriels

Deux types d’équipements sont couramment utilisés dans les laboratoires. Le premier
est le bac a ultrasons qui est peu onéreux et trouve de nombreuses applications pour la
préparation d'échantillons, I'hnomogénéisation, la dispersion, le dégazage et le nettoyage (Fig.
L.5). Il génere des fréquences comprises entre 25 et 50 kHz et des puissances acoustiques de 1
a 5 W.em™ Ce type d’instrumentation posséde 1’avantage d’étre simple a utiliser mais

nécessite I’emploi d’un contenant pour le mélange a traiter qui va agir comme amortisseur de

I’effet des ultrasons qui ne pourront agir que de maniere indirecte [21].

Mélange )
a traifer Eau + détergeant
Générateur
Cuve en acier
inoxydable
— < —  Convertisseur
4 — \
e Emetteur
e ol Ea
Chauffage Mélange
optionnel a traiter
Transducteurs S

Figure L.5 : Schéma des dispositifs a ultrasons: bac et sonde

Le second appareillage est la sonde a ultrasons. A la différence du bac, elle permet une
irradiation directe du milieu tout en générant des puissances acoustiques nettement
supérieures (100 fois plus élevées). Cependant, son utilisation reste seulement adaptée au

traitement de petits volumes de liquide et une attention particuliere doit étre portée a ce type
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de manipulation car I’échantillon peut subir une augmentation rapide de température. Le
couplage de ces deux types d’appareillage a des systemes de pompes permet un travail en
mode continu car cela favorise la circulation ininterrompue de solvant «frais» a travers

1I’échantillon soumis aux ultrasons [21].

Les systemes industriels sont communément utilisés en combinaison avec des cuves
tampon de grande capacité et des pompes (traitement en ligne) ou mode en batch avec des
cuves équipées. Ces dernieres sont utilisées depuis quelques années pour I’extraction de

composés aromatiques de végétaux afin d’accélérer la macération.

Une gamme de nouveaux appareillages a été développée par la société REUS (France)
(Fig. 1.6). Celle-ci va de I’équipement de laboratoire (0,5 a 3 L) a des mode¢les industriels
(1000 L) en passant par des modeles pilotes (30 et 50 L) (Fig. 1.7, 1.8). L’appareillage de
laboratoire génere une puissance ultrasonore d’environ 1 W/cm?, la fréquence d’utilisation est
de 25 kHz. Les autres spécificités de ce réacteur sont de posséder un systeme de double
enveloppe permettant de thermostater le systeéme et la possibilité de travailler directement

dans le réacteur induisant 1’application directe des ultrasons sur le mélange réactionnel [21].

(A) (B)

Figure 1.6 : Réacteurs de laboratoire d’extraction assistée par ultrasons: (A) batch (Reus-

www.etsreus.com) et (B) continu (Hielscher — www.hielscher.com)
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(B)

(A)
Figure 1.7 : Equipements industriels d’extraction par ultrasons a 1I’échelle pilote (cuve de 50

L), (A) enbatch (Reus - www.etsreus.com) et (B) en continu (Hielscher- www.hielscher.com)

Figure 1.8 : Dispositifs d’extraction par ultrasons (2 X 500 L), I’échelle industrielle pour

produits liquides et solides permettant I’extraction semi continue (Reus-www.etsreus.com)
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1.3. Applications des ultrasons

La diversité des appareillages et des actions des ultrasons permet une large gamme
d’applications. Dans le domaine de I’agroalimentaire celles-ci peuvent étre de 1’ordre de la

transformation, de 1’extraction ou encore de la préservation des produits alimentaires [22].

1.3.1. Ultrasons en technologie de transformation

Les ultrasons de puissance génerent d’intenses forces de pression et de cisaillement
ainsi que des forts gradients de température dans le milieu traité. Cette action physique intense
des ultrasons permet de déstructurer la matiere et/ou induire des réactions chimiques ou
biochimiques. L’énergie ultrasonore résultante peut ainsi améliorer les transferts de chaleur,
de matiere ou bien de quantit¢é de mouvement. Dans de nombreuses applications, la
technologie des ultrasons possede des avantages considérables par rapport aux autres
technologies conventionnelles. Les ultrasons améliorent le rendement réactionnel, les qualités
organoleptiques ainsi que les propriétés visuelles du produit agroalimentaire final destiné a la

consommation humaine [21]. Plusieurs exemples de transformation des aliments assistés par

ultrasons sont résumés dans le tableau II.

Tableau II : Applications des ultrasons dans les technologies de transformation [21]

Procédé Meéthode Principe des Apport des Produits
Conventionnelle Ultrasons ultrasons
Gain de temps, Produits
Découpage Lames et Phénomene de la pas de perte de fragiles,
couteaux Cavitation matiere, découpe hétérogenes
précise, répétitive
Les vibrations Gain de temps, Légumes, viande
Bain de ultrasoniques facilitent le gain de matiére, et’
Marinage saumure transfert en saumure amélioration du Poisson
uniformément repartidans transfert dematiere
le produit
Séchage/ Atomisation, Les vibrations Gain de temps, Aliments
déshydratation Air chaud, permettent un transfert de amélioration des déshydratés
Congélation chaleur uniforme au sein qualités (fruits,
du produit organoleptiques Végétaux)
Emulsification Agitation Le phénomene de Stabilité des Tout type
mécanique cavitation réduit le émulsions, gain de d'émulsion
diametre des gouttes temps (mayonnaise)
Filtres a Vibration Gain de temps, Tout type de
Filtration membrane ultrasoniques au amélioration de la liquide (jus de
semi-perméable contact des fibres filtration fruit...)
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Un exemple d’application est la filtration ; elle est utilisée dans 1’agroalimentaire pour
enlever les particules solides contenues dans un liquide comme c’est le cas dans les jus de
fruits. Deux produits en découlent : le rétentat (constituant la partie retenue par la membrane)
et le filtrat (partie filtrée). Cependant, les filtres sont souvent obstrués au bout d’une certaine
durée d’utilisation et nécessitent d’étre changés régulierement. Les ultrasons améliorent
considérablement la filtration et permettent d’augmenter la durée d’utilisation des filtres. Le
phénomene de la filtration assistée par les ultrasons est basé sur la libération rapide des pores
du filtre en évitant I’agglomération des fines particules. Les vibrations ultrasonores permettent
au rétentat d’étre partiellement en suspension au-dessus du filtre, ainsi les pores ne sont pas
obstrués (Fig. 1.9). Les rendements de la filtration assistée par ultrasons sont élevés par

rapport a la filtration conventionnelle [23].

- s e - —-
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Filtrat Filtrat

Ultrasons

Figure 1.9 : Avantage de la filtration assistée par ultrasons

1.3.2. Ultrasons en technologie de préservation

Il existe plusieurs exemples de microorganismes inactivés par ultrasons et étudiés dans
des milieux de cultures de laboratoire et au sein de modeles alimentaires. Les cellules
bactériennes ont chacune des sensibilités différentes aux traitements ultrasoniques. De
maniere générale, les plus grandes cellules sont plus sensibles aux ultrasons. Cela est peut-€tre
da au fait que les grandes cellules ont une plus grande surface les rendant plus vulnérables
aux fortes pressions produites pendant la cavitation acoustique. Les cellules Gram positifs
paraissent €tre plus résistantes que les Gram négatifs ; cela est peut étre di a la structure de la
paroi cellulaire. Les cellules Gram positifs ont des parois plus épaisses qui procurent a la
cellule une certaine protection contre le traitement ultrasonique [23]. La cavitation produit de
fortes températures et pressions localisées qui désintegrent toutes les cellules biologiques
et/ou dénaturent toute enzyme présente. L’implosion des bulles produit des forces de
cisaillement et des jets de liquides dans le milieu qui pourraient avoir suffisamment d’énergie
pour endommager physiquement les parois cellulaires. L’inactivation par ultrasons a aussi été
attribuée a la génération de cavitation intracellulaire pouvant perturber la structure cellulaire

et les composants fonctionnels jusqu'a atteindre la lyse cellulaire [24] (Fig. 1.10).
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Figure 1.10 : Mécanisme de dommage cellulaire par ultrasons

1.3.3. Ultrasons en technologies d’extraction

L’utilisation des ultrasons pour 1’extraction sur les matrices végétales ou alimentaires
est un nouvel outil permettant d’augmenter les rendements ou/et d’accélérer les cinétiques
d’extraction. Ces améliorations peuvent €tre attribuées a I’amélioration de la diffusion des
substances dissoutes de I’intérieur de la cellule vers le milieu d’extraction. Les premieres
applications ont été liées a la détermination des métaux dans les aliments. Les applications
couvrent aujourd’hui I’extraction de nombreux autres composés comme les arOmes, les

antioxydants, les huiles et les colorants [25].

1.3.3.1. Extraction des huiles essentielles et des aromes

Les arOmes et senteurs sont des mélanges complexes de composés volatiles qui sont
généralement présents en faible concentration dans les plantes aromatiques. Ces
concentrations sont variables en fonction de la plante considérée et de la partie de la plante
(fleur, feuille, tige, racine...). Les techniques conventionnelles d’extraction de molécules
aromatiques sont souvent longues et posent un réel probleme pour 1’extraction de molécules
thermosensibles puisque le plus souvent ces extractions se font par hydrodistillation ou par
entrainement a la vapeur. En plus d’étre longues et destructives pour les molécules sensibles,
ces techniques sont également coliteuses car il faut porter puis maintenir a ébullition de
grands volumes d’eau pendant de longues périodes. La technologie ultrasonore permet de
pallier a certains de ces problemes et est par conséquent de plus en plus utilisée [24] (Tab.

I1I).
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Tableau III : Extraction assistée par ultrasons de saveurs et ardmes [24]

Matrice Analytes Conditions d’extraction
Brandy et Composés US, 20 °C, 3-étapes d’extraction CH,Cl,. TS : 3x10
vin rouge aromatiques min.Valeurs moyennes (ug/L) : 291 (linalol), 248 (o-

terpinéol), 397 (citronellol).

Graines de Carvone & US, 20 kHz, 150 W, 20 °C, n-hexane. TS: 60 min. Rd

carvi Limonene (mg/g): 17 (carvone) 16 (limonene).

Vanille Vanilline US, 20 kHz, 750 W, 25 °C, EtOH or EtOH/H20. TS: 1
-2 min

Safran Safranal US, 35 kHz, 25 °C, H,O: Et20. TS: 5x10 min. Rd :
Safranal entre 40.7 and 647.7 mg/100g safran

Miel Composés US, 25 °C, H 20, n-pentane : Et20, TS : 2x10 min.

aromatiques
Moiit de vin Composés US, 48 kHz, 20 °C, 3-étapes d’extraction avec CH

Aromatiques 2CI2. TS : 3x10 min

Vin et spiritueux: L’extraction assistée par ultrasons des composés aromatiques du vin a été
comparée a I’extraction en phase solide et en immersion en phase solide. L’extraction par
ultrasons a permet de meilleurs rendements en un temps réduit et 37 composés aromatiques

ont pu étre quantifiés dans le vin grace a cette technique [26, 27].

Huile essentielle: I’extraction assistée par ultrasons a été utilisée sur de nombreuses variétés
de plantes aromatiques telles que les feuilles de menthe, I’artémise ou la lavande. Les
rendements en huile essentielle ont pu étre Iégérement augmentés pour I’artémise et la menthe
(12 % pour ce dernier), quant a la lavande, des quantités deux a trois fois supérieures ont été
obtenues par utilisation des ultrasons. Le second avantage des ultrasons pour I’extraction de
I’huile essentielle est le fait de travailler a froid, ce qui réduit la dégradation des composés
volatiles. Cet aspect est trés intéressant pour les secteurs de la nutraceutique et de

I’agroalimentaire car dans les deux cas des huiles tres pures sont nécessaires [28-30].

Epices: concernant les épices on peut citer I’extraction de vanilline a partir de gousses de
vanille. Les rendements en vanilline étaient similaires aprés 1 h d’extraction assistée par
ultrasons et 8 h d’extraction conventionnelle [31]. La carvone peut également étre extraite des
graines de carvi de facon plus pure lors d’une extraction aux ultrasons (pas de présence de

matieres grasse comme dans I’extraction classique par Soxhlet) [32].
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1.3.3.2. Extraction des antioxydants

Les fruits et Iégumes sont riches en antioxydants et sont par conséquent intéressants dans un

but nutritionnel mais ils peuvent aussi bien I’étre dans un but de préservation des aliments.

Dans I’industrie agroalimentaire, de plus en plus d’attention est portée au recyclage des

coproduits, eux-mémes source intéressante d’antioxydants. Comme pour les ardmes,

I’extraction assistée par ultrasons des antioxydants peut étre un outil avantageux dans le but

d’optimiser le rendement et la pureté des extraits (Tab. IV)

Tableau I'V: Extraction assistée par ultrasons d’antioxydants [24]

Matrice Analytes Conditions d’extraction
Bain US, 60kHz, 15 et 40°C dans méthanol. Plus gran des
Peaux de Composés quantités avec US, les basses températures permettent un
citron phénoliques meilleur rendement.
Noix de Composés Bain US, 25 kHz, 150 W, 30°C. 22.44 mg de composés
coco phénoliques phénoliques extraits par gramme de noix de coco
Raisin et Acides Sonde US, 24 kHz, 200 W, 70°C. 194.3 ppm d’acide
pépins de tartarique et tartarique et 37.4 ppm d’acide malique. US plus efficaces
raisin malique sur pépins que sur le fruit
Feui'IIg . Sonde US, 20 kHz, 450 W, 40°C. Méme quantité
d’olivier Oleuropéine d’oleuropéine apres 25 min d’extraction par US que 24h
par method conventionnelle
Fraise Composés Sonde US, 20 kHz, 100 W. Méme efficacité en 2 min que
Phénoliques 20 h par technique conventionnelle ou 3h au CO,
supercritique
Framboise Anthocyanes Sonde US, 22 kHz, 650 W, 40°C. Méme rendement apres
200 sec avec US que 53 min par méthode conventionnelle
Acide Sonde et bain US, 20 kHz, 50°C. 15mg d’acide carnosique
Romarin carnosique par gramme de feuille. Réduction de la dépendance au
solvant d’extraction
Tomate Lycopene Bain US, 40 kHz, 300 W. 90% du lycopéne total extrait en
29 min, amélioration avec couplage micro-ondes
Composés Bain US, 40 kHz, 250 W, 60°C. 3.12 mg d’équivalent
Son de blé Phénoliques d’acide gallique par gramme d’extrait.
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Fruits et légumes : grice a la richesse en antioxydants de ces matrices, de nombreux essais
ont ¢t¢ menés sur différentes plantes et différentes parties de chaque plante. L’extraction
assistée par ultrasons permet notamment de réduire considérablement le temps d’extraction
des antioxydants. C’est le cas pour I’extraction du lycopéne de la tomate, des anthocyanes de
la framboise (3 min comparé a 53min) ou encore pour les composés phénoliques de la fraise
(2 min comparé a 20 h) [33-35]. L’action des ultrasons peut différer en fonction de la partie
de la plante étudiée, ainsi ils sont plus intéressants pour extraire des composés des pépins de
raisin que sur le fruit entier [36]. Les ultrasons permettent une meilleure diffusion du solvant

dans les pépins ce qui augmente 1’extraction de 1’acide malique et de I’acide tartrique.

Feuilles : les antioxydants ne sont pas simplement présents dans les fruits, mais ils peuvent
également étre présents dans les feuilles des plantes aromatiques ou encore dans les feuilles
de certains arbres. L’une des plantes les plus étudiées est le romarin, a la fois pour ses
propriétés organoleptiques et pour son activité antioxydante. Les ultrasons permettent non
seulement d’augmenter le rendement de 1’extraction mais rend celle-ci moins dépendante du
solvant: on peut donc obtenir les mémes extraits en utilisant des solvants moins dangereux
pour I’environnement lorsque I’on utilise des ultrasons [37]. L’oleuropéine peut également
étre extraite des feuilles d’olivier et I'utilisation des ultrasons permet d’obtenir le méme

rendement en 25 minutes qu’apres 24 h de macération classique [38].

Divers : les coproduits de I’industrie des jus de fruits ne sont pas seulement intéressants pour
leur richesse en huiles essentielles, mais des composés phénoliques peuvent aussi €tre extraits
des peaux d’agrumes [39]. Dans cette étude, les ultrasons ont permis de réduire le temps
d’extraction et ’augmentation de la quantité de polyphénols extraits, qui due aux plus faibles
températures d’extraction utilisées. Cette température est particulierement intéressante lors de
I’extraction des antioxydants car ces molécules sont thermosensibles. D’autres bons
rendements d’extraction de composés phénoliques ont été enregistrés dans la coque de noix de

coco et de son de blé [40, 41].
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L.4. Coiit, investissement et impact environnemental

En général, un procédé d’extraction assisté par ultrasons posseéde un optimum compris
entre 15 et 30 minutes de traitement a température ambiante, alors que les extractions
conventionnelles (macération, distillation...) sont trés longues et/ou réalisées a la température
d’ébullition de solvant pendant plusieurs heures. Pour un réacteur de 1 litre, la consommation
énergétique de D’extraction conventionnelle est de 5 kilo Watt heure, alors que 1’extraction
assistée par ultrasons ne nécessite que 0.25 kW h. Les essais ont été réalisés a 1’aide d’un
Wattmetre a ’entrée du systéme de chauffage pour I’extraction conventionnelle et 106 a
I’entrée du générateur a ultrasons pour 1’extraction assistée par ultrasons. Ceci se répercute
directement sur ’impact environnemental du procédé. Alors que le procédé d’extraction par
US ne dégage que 200 g de CO, dans 1’atmosphére, le procédé conventionnel en rejette plus
de 4000 g de CO,. Ceci a été calculé selon la regle que pour obtenir un kWh d’électricité, il
faut briler soit du gaz naturel, du pétrole ou du charbon, et ¢a en résulte un dégagement de
800 g de CO,. Les prix des réacteurs a ultrasons industriels varient entre 7000 euros (3 litres)
et 200 000 euros (1000 litres). Le choix dans un réacteur a ultrasons n’induit que 25%
d’investissement en plus par rapport a un réacteur conventionnel. Mais si on prend en compte
les temps du procédé qui sont divisés par un facteur allant de 10 a 100, et une diminution
énergétique et de pollution d’un facteur de 10, les procédés assistés par ultrasons ont un cofit

de production bien inférieure par rapport aux procédés conventionnels [21, 24].
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1I. Introduction

Le profil des habitants des pays Méditerranéens est caractérisé par un allongement de
I’espérance de vie avec moins de risque pour les maladies chroniques [1]. En effet des études
épidémiologiques suggerent que le régime alimentaire et le mode de vie de ces populations,
sont liés a la réduction de I’incidence du cancer, du diabéte et des maladies cardiovasculaires
(pathologies  dégénératives associées au stress oxydant) [1, 2]. L'huile d'olive est
généralement la principale source de lipides dans cette région, utilisée a des fins culinaires,

cosmétiques et médicales.

Les effets nutritionnels et thérapeutiques de l'huile d'olive ont été principalement
attribués a son profil adéquat en acides gras (98% du poids total d'huile) et a ses composants
mineurs, métabolites secondaires, (2% du poids total d'huile) notamment les composés
phénoliques (phénols simples et leurs acylglucosides, flavonoides) [3]. Il y a un grand intérét
pour la supplémentation des huiles végétales en antioxydants naturels, afin d’inhiber

I'oxydation et de préserver les qualités nutritionnelles et sensorielles [4].

Les feuilles d'olivier, largement utilisées dans la médecine traditionnelle du terroir
méditerranéen (par exemple, a lutter contre 1'hypertension) [S], constituent une source riche en
composés phénoliques (oleuropéine, verbascoside, I'apigénine-7-glucoside, lutéoline-7-
glucoside, etc) [6]. Ces substances interviennent dans la protection contre 1’attaque des
radicaux libres et peuvent agir par différents mécanismes (antioxydant, signalisation) [4]. En
outre, les feuilles d'olivier sont considérées comme l'un des plus abondant sous-produits de
lI'industrie d'huile d'olive (10% du poids total des olives) [4, 5] et peuvent étre utilisées en tant

que source pas cher de composés phénoliques a haute valeur ajoutée.

L’oleuropéine est présente en quantité importante dans les feuilles d'olivier (60-90
mg/g de matiere seche) [7], mais seulement a 1'état de traces dans I'huile d'olive (de 1'ordre de
partie par million) [6]. Dans le végétal, il a été montré que ce composé s'accumule
essentiellement dans les poils foliaires et les cuticules, ou ils assurent une résistance face au
stress abiotique (dommages d'irradiation) et biotique (pathogenes) [8, 9]. Ce secoiridoide est
généralement extrait des feuilles d'olivier par la méthode conventionnelle (EC), réalisée par

macération avec des solvants organiques tels que le méthanol ou 'hexane [10].
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L'enrichissement des huiles comestibles avec les polyphénols des feuilles d'olivier,
peut étre effectué de trois manieres différentes: la premiere est de faire une extraction au
solvant avant d'ajouter l'extrait a l'huile (extraction liquide-liquide) [11]. La deuxiéme
méthode dans laquelle I’extrait purifié et séché, est partiellement dissout dans I'huile

(extraction solide-liquide) [6]. La troisieme est la combinaison de ces deux types d’extraction.

Le premier enrichissement direct de I'huile d'olive, avec les feuilles d'olivier par une
extraction assistée aux ultrasons (EAU) en continu, a été développé en 2008 par Luque de
Castro et ses collaborateurs [6]. L’EAU est maintenant une technique bien connue et tres
utilisée dans les laboratoires. En effet les ultrasons ont été appliqués pour améliorer la
cinétique d'extraction des produits naturels a partir du matériel végétal, essentiellement par le
phénoméne de cavitation. L’effet mécanique des ultrasons permet [’accélération et la
libération des principes bioactifs du végétal, via la perturbation des parois cellulaires et

lI'intensification du transfert de masse [12].

Le présent travail propose une application de la méthode de Luque de Castro [6],
comme une procédure décrite a I’échelle du laboratoire a amplifier a 1’échelle semi-pilote et
pilote industriel. Ainsi le procédé a été changé en un systeme statique ou batch qui est le plus
utilis€ au sein des petites entreprises traditionnelles de la région Méditerranéenne. Nous
appliquons cette méthode d'enrichissement direct d'huile d'olive avec de feuilles d'olivier
avec le systeme en batch (3 L), qui permet la mise en ceuvre a I'échelle semi pilote (30 L), et
une éventuelle utilisation du produit obtenu en tant que « novel food » riche en antioxydants.
Afin de mieux cerner cet objectif, plusieurs tests ont été réalisés : 1’activité antiradicalaire de
I'huile d'olive enrichie (test DPPH®), la stabilit¢ a 1’autoxydation des lipides (test de
chauffage), l'analyse sensorielle, enfin 1’évaluation de la couleur. Cette étude a été également
complétée par des analyses histochimiques pour montrer l'efficacité des ultrasons dans

l'altération des structures de la feuille contenant les polyphénols.
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I1.1. Matériels et méthodes

I1.1.1. Matériel végétal

Les feuilles d’olivier (Olea europaea) ont été récoltées au niveau de 1’Institut Technique

d’Arboriculture Fruitiere de Takrietz (I.T.A.F), Wilaya de Bejaia, en Mars 2010.

Certains facteurs ont été pris en considération lors du prélevement des échantillons :
- La récolte a été effectuée dans Les différentes directions (Est, ouest, nord, sud) ;
- Les feuilles sont prélevées du coté intérieur (moins exposé au soleil), et du coté extérieur (plus

exposé au soleil) de ’arbre.

Apres identification botanique de la plante, un herbier est déposé au niveau du
laboratoire 3BS de 1’université¢ de Béjaia. Les deux échantillons étudiés ont été photographiés

(voir la figure ci-dessous).

(b)
Figure I1.1: Arbre d’olivier (Olea europaea L) (a) et feuilles et fruits d’olivier (b)

a- Prétraitements du matériel végétal

- Séchage, broyage et tamisage

Apres lavage des feuilles récoltées, afin de les débarrasser de la poussiere et d’autres
impuretés, elles sont aussitdt séchées dans une étuve a 40°C [13], jusqu’a obtenir une masse
constante. La température de 40°C permet de préserver de la dégradation des substances

thermolabiles telles que les polyphénols et les vitamines [14].

Une fois séchées, les feuilles subissent un broyage a 1’aide d’un broyeur électrique de
marque « IKA Al11 BASIC », jusqu’a obtention d’une poudre fine [15]. Cette dernicre a été

tamisée a 1’aide d’un tamiseur électrique de marque (RETCHE), contenant des tamis de
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différentes granulométries, (500, 250, 125 et 63um). Les poudres ainsi obtenues sont

conservées dans des récipients scellés et stockées a I’abri de la lumiere.
I1.1.2. Huile végétale

L’huile d'olive vierge, utilisée dans notre travail est fournie par IeS Labo, Oraison
(France). C’est un jus obtenu par des moyens exclusivement mécaniques (pression), a partir

du fruit de 1'olivier (Olea europaea L).
11.1.3. Procédures de I’extraction

Un des objectifs spécifique de notre étude, est I’optimisation de I’enrichissement de
I’huile d’olive vierge avec des polyphénols des feuilles d’Olea europea L par deux
méthodes :

1- Macération conventionnelle;
2- Macération assistée par ultrasons.
A cet égard et avant d’avoir recours a un plan d’expérience, des études préliminaires

ont ét€ menées.
I1.1.4. Etude préliminaire

Une étude préliminaire a été effectuée pour déterminer le rapport optimal solide-
liquide (feuille d’olivier - huile), qui sera appliqué dans le reste des investigations. L’effet de
la charge des feuilles d’olivier, utilisées pour 1’enrichissement de 1’huile d’olive vierge, a été

réalisé comme suit (Fig. I1.2) :

5g, 10g, 15g, 20g, 25¢g et 30g de feuilles d’olivier /100 ml d’huile

d

Maceration et agitation pendant 30 min

J

Filtration et extraction des composés phénoliques des huiles

J

Dosage des polyphénols totaux par Folin-Ciocalteu (mg équivalent
oleuropeine/Kg d’huile)

Figure I1.2 : Optimisation du rapport feuille d 'Olea europea L / huile d’olive.
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I1.1.5. Macération assistée par ultrasons

150g des feuilles d’olivier (séchées et broyées), ont été introduites dans 1L d’huile
d’olive vierge, comme solvant, dans un bac a ultrasons de 3L (Tab. V, Fig. I1.3) durant
45min. L’homogénéisation du mélange a été assurée par un agitateur a hélice (50mm de
diametre et 225 tpm) pour toutes les expériences. Le mélange ainsi obtenu est filtré par un
filtre a café afin d’¢éliminer les traces des feuilles. Tous les essais d’extraction ont été triplés,

sauf pour le plan d’expérience.

Tableau V : Description de 1’appareil de sonication (bac a ultrason 3L)

Caractéristiques du bac a ultrasons de 3L

- Un réacteur aux ultrasons PEX3 (R.E.U.S., Contes, France) ;

- Un bac en inox 23-13,7cm en dimensions interne d’une capacité maximale de 3L;

- Un transducteur d’une surface de 25 cm’ ;

- Une double enveloppe, qui controle de la température du milieu, avec un systéme de
refroidissement et chauffage ;

- Une fréquence de 25 kHz et une puissance de 150 W (sortie du générateur) ;

- La puissance dissipée dans le milieu est 60W, telle qu’elle est mesurée par
Calorimétrie [16]

Moteur
{
U Sonde d’agitation
+— double pale
——
\__/’
Sortie d’eau
Double enveloppe
¢~ Chauffage/Refroidissement
o ©|o Feuilles
x Entrée d’eau —l| o D 4 d’oliviers
4 o o
(OA OA—LO 4 Huile d’olive
o
44 o o
Générateur O Y ] ‘

E Us 7 Transducteur

Figure I1.3 : Bac a ultrason de laboratoire de 3L (R.E.U.S)
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I1.1.6. Macération conventionnelle

La méthode conventionnelle, utilisée pour la comparaison [6, 17], a été réalisée dans
les mémes conditions sans application des ultrasons ; 150g des feuilles d’olivier (séchées et
broyées), ont été ajoutées a 1L d’huile d’olive vierge dans le réacteur a ultrasons pendant

45min sous agitation.

I1.1.7. Extraction des composés phénoliques des huiles

N

Pour extraire les polyphénols a partir des huiles végétales étudiées (brutes et
enrichies), nous avons opté pour le protocole de Tsimidou et al. [18], c’est une extraction

liquide-liquide (Fig. I1.4).

[ 20g d’huile dans 20ml d’hexane ]

v

[ Extraction des polyphénols avec du méthanol (60%, 1:1, V/V), 3 fois ]

v

[ Meélange des extraits méthanoliques, lavage avec I’hexane et filtration ]

avec un filtre de 0.45um

v

[ Stockage du filtrat a -18°C pour ]

Figure I1.4 : Procédé d’extraction des composés phénoliques des huiles végétales [18]
I1.1.8. Quantification des polyphénols totaux

L’estimation quantitative des polyphénols, est réalisée a 1’aide du réactif Folin-
Ciocalteu [19], mélange d’acide phosphotungstique (H3PW,04) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMO;,04), réduit lors de I’oxydation des phénols, en mélange
d’oxydes bleus de tungsténe (Wg0O,3) et de molybdene (MogO»3). La coloration bleue produite
possede une absorption maximale aux environs de 760 nm. Elle est proportionnelle aux taux
de composés phénoliques [20]. Cette analyse a été réalisée a 1’aide de kits de dosages de
polyphénols de chez Isitec-lab (Montauban, France) selon le mode opératoire précisé dans le

tableau VI [21].
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La concentration en composés phénoliques totaux de chaque extrait est calculée en se

référant a la courbe d’étalonnage préparée avec I’oléuropeine (Annexe 1).

Tableau VI : Mode opératoire pour 1’utilisation du kit du dosage des polyphénols

Blanc Etalon Echantillon
Eau distillée 0.1ml
Etalon (3g/L) 0.1 ml
Echantillon 0.1ml
Chromogene 2ml 2ml

Mélanger et attendre 1 minute a température ambiante
Tampon | 1.00 ml | 1.00ml | 1.00ml

Placer les échantillons a I’abri de la lumicre pendant 30 minutes
Mesurer 1'absorbance a 750 nm

I1.1.9. Plan d’expérience méthodologie et application
I1.1.9.1. Méthodologie des plans d’expérience

La méthodologie des plans d’expérience repose sur I’élaboration d’une série de tests
expérimentaux, ayant pour but d’obtenir divers renseignements sur les effets des parametres
impliqués sur un critére d’optimisation. De maniere classique, la méthodologie consiste a
fixer tous les paramétres et a n’en faire varier qu’un, tout en observant une réponse
investiguée (critere d’optimisation). Ceci peut représenter un nombre d’essais considérable
augmentant de facon quasi-exponentielle avec le nombre de facteurs (variables impliquées
dans le modele étudié) et de niveaux (€tats distincts pouvant prendre chaque facteur)
impliqués. Ainsi, pour trois facteurs testés a cinq niveaux différents, il serait nécessaire de
réaliser 53 (= 125) expériences différentes de maniere a étudier la totalité du domaine
expérimental. Cette étude semble €tre inconcevable en laboratoire et encore moins au niveau
industriel a cause de I’investissement matériel et financier qu’il implique. Les analyses
multivariées trouvent ici tout leur intérét ; elles vont permettre de réduire le nombre
d’expériences nécessaires a 1’é¢tude de fagon importante tout en offrant une compléte

exploration du domaine expérimental étudié€ sans pour autant nuire a la précision des résultats.

De nombreuses informations utiles, comme 1’influence des variables, les interactions
entre les facteurs ou les parametres optimums pourront ainsi étre définis. Dans le cadre de

notre étude, nous nous sommes intéressés aux relations qui unissent variables et variable
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réponse avec pour but final, de modéliser mathématiquement les réponses étudiées et de les
optimiser. Ainsi, nous avons choisi de travailler avec une procédure expérimentale de type
Box-Wilson [22, 23] plus communément appelée plan composite centré. Cette étude
multivariée va permettre d’utiliser la méthodologie des surfaces de réponses et de modéliser
ainsi un phénoméne ou une réponse étudiée sous la forme d’une équation polynomiale du 2™
degré. Cette méthode expérimentale propose des prédictions de haute qualité et présente

I’avantage d’estimer un modele courbe, et non linéaire, avec précision.

Des surfaces de réponses permettront de déterminer les différentes réponses possibles
a I’aide du modele estimé. Cependant ce modele reste limité par le nombre de facteurs
pouvant étre étudiés [23] et nécessite donc une étude préliminaire permettant de cibler les
variables les plus influentes. Cette étude multivariée est basée sur un plan factoriel complet a
deux niveaux auquel on aura ajouté des niveaux supplémentaires au centre et a I’extérieur du
domaine expérimental. Le domaine expérimental étudié pourra étre représenté sous la forme
d’un carré lorsque deux facteurs sont sollicités, ou encore sous la forme d’un cube lorsque
trois facteurs seront investigués. Dans le cadre de notre étude, nous nous sommes appliqués a
la réalisation d’un plan composite centré a 3 variables et 5 niveaux pouvant étre représentés
graphiquement sous la forme d’un cube. La distribution des différents points expérimentaux
impliqués dans le modele peut étre illustrée sur la Figure I1.5. L’examen de la figure, permet

de mettre en évidence la structure du cube divisée en plusieurs zones expérimentales :

- Un plan factoriel complet a deux niveaux (codés + 1) : NF = 2’ expériences réalisées aux
coins du cube. Ce plan permet de former la base du plan composite a partir de trois variables

codées a leurs niveaux hauts et bas.

- Des répétitions au centre du domaine expérimental (codées 0) : Nc = nombre d’expériences
qui peut étre fonction de I’expérimentateur. Ces expériences permettent d’évaluer la

répétabilité des essais.

- Des « points étoile » (codés + a) : Na =2 x 3 expériences axiales ou étoiles réalisées sur les
axes des facteurs du cube a une distance a du centre du domaine. Ces points expérimentaux
permettront de définir les parametres quadratiques du modele mathématique (effet pouvant
impliquer la courbure des surfaces de réponses). La valeur de a est calculée de maniére a

obtenir une isovariance par rotation. Ainsi, les réponses calculées avec le modele issu du plan
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composite centré (PCC) auront une erreur de prévision identique pour tous les points
équidistants du centre du domaine expérimental. Autrement dit, les points étoile représentent
ici une sphere circonscrite a un cube, permettant ainsi une répartition homogene de I’erreur de

prévision. Ainsi, pour notre étude, nous aurons :

a==1(N,) =+(2°)"* =+ 1,6818

Xy 4 +1 0
g +—— Points éfoile
!} e——— Facieurs

o X

'f'u‘"rul :
* -“'__..‘"'ﬁﬂ K‘ *
et Points centrés
X L4 1
* ) i - Plan factoriel complet
C_}-"’,L -1 C)/\J P

Figure ILS : Représentation graphique de la distribution virtuelle des points expérimentaux

intervenant dans le PCC

Au niveau du plan expérimental, Nexp = NF + Nc + Na = 8 + 6 + 6 = 20 expériences
représentées dans le tableau VII. Ainsi, 20 expériences seront réalisées de maniere a pouvoir
estimer le modele mathématique de la réponse investiguée. On aura en résumé, 8 expériences
représentant un plan factoriel complet a trois facteurs et deux niveaux, 6 points expérimentaux
réalisés au centre du domaine expérimental et enfin 6 expériences réalisées a I’extérieur du
domaine expérimental. Ces expériences sont représentées en variables codées sur le tableau

VII de fagon ordonnée en fonction de trois facteurs différents.
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Tableau VII : Description des 20 expériences (exprimées en variables codées) intervenant

dans le PCC

Ver X; X X3
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
o T 6818 o T o
10 1,6818 0 0
11 0 -1,6818 0
12 0 1.6818 0
13 0 0 -1.6818
14 0 0 1,6818
s o o T o
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
19 0 0 0
20 0 0 0
I1.1.9.1.1. Analyses statistiques

Les diverses réponses, analyses de données et interprétations seront réalisées en
utilisant un logiciel informatique de plans d’expériences statistiques: Statgraphics Plus 2000
(Statgraphics, Manugistics, Rockville, USA). La méthodologie des surfaces de réponses va
permettre de modéliser les réponses étudiées sous la forme d’une équation polynomiale du

second degré présentée ci-apres :

n " n—1 n
};=ﬁl]+zﬁr'xf+z-’3ﬁxf +ZZJ€E_|'XEXJ+E (01)
i=l =l i=l |=:

Ou :

- Yreprésente la réponse ou critére d’optimisation étudié (rendement, acides gras...) ;

- Po représente la moyenne des réponses obtenues aux réplications du centre du domaine
expérimental ;
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- n représente le nombre de variables impliquées dans le modele ;

- Bij sont des constantes représentant les coefficients de régression du modele mathématique
adopté, ils ne sont pas connus et seront déterminés grace a 1’étude des résultats
expérimentaux ;

- Xi illustre les variables opératoires impliquées dans le modele mathématique, X représente le
niveau attribué au facteur i par I’expérimentateur afin de réaliser un essai ;

- ereprésente 1’erreur expérimentale.

Le logiciel statistique concédera la réalisation de différentes opérations fondées sur
I’analyse de la variance permettant, in fine, de proposer un modele polynomial comme
présenté ci-dessus (01). Cette analyse de la variance concédera la détermination des divers
coefficients de régression du modéle mathématique et permettra d’évaluer si une variable
quantitative est significativement influente ou non. L’analyse de la variance consiste a tester
une hypothese nulle (les moyennes sont égales entre elles) contre 1’hypothese alternative (au
moins une moyenne différente). Le principe est alors de comparer la variance de diverses
répétitions d‘un échantillon a la variance des moyennes entre tous les échantillons [24, 25]. Le
rapport entre ces deux variances est appelé ratio-F. cette valeur est comparée a une table
statistique permettant [‘acceptation ou le rejet de I’hypothese nulle de départ. Pour chacun des
parametres, la significativité des effets linéaires, quadratiques et des interactions intervenant
entre les variables est ainsi testée puis représentée sur un diagramme de Pareto. Ces tests
permettront de juger de la pertinence des variables et de modéliser au final la réponse étudiée
sous la forme d’un modele polynomial du 2nd degré [25, 26]. L’adéquation du modéle par
rapport aux mesures expérimentales pourra étre exprimée a l’aide d’un coefficient de
détermination R? (le modéle sera d’autant plus adapté que la valeur de R’ sera proche de 1).
Enfin, le modele mathématique pourra étre représenté graphiquement a I’aide de surfaces de
réponses permettant de visualiser I’évolution de la variable réponse étudiée, ainsi que les

zones ou elle est maximale, en fonction des effets des facteurs.
I1.1.9.2. Application du plan d’expérience

L’optimisation et 1’évaluation de la performance de I’enrichissement assisté par
ultrasons ont été exécutés a I’aide d’une méthodologie expérimentale statistique. Apres avoir

achevé une étude préliminaire, trois variables ont été retenues comme pertinentes. Ces
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paramétres opératoires ont pu étre étudiés a I’aide d’un plan composite centré et sont définis

ci-apres :

- Le temps de sonication requis pour effectuer I’étape d’extraction (d’enrichissement),
- la puissance ultrasonore appliquée,

- La température nécessaire pour effectuer I’étape d’enrichissement.

Les variables codées appliquées aux valeurs naturelles des trois variables du plan
composite centré sont représentées sur le tableau VIII. Ces parametres ont été étudiés de

maniere a optimiser diverses réponses :

- Le taux des polyphénols totaux de I’huile,
- La concentration en oléuropeine,
- La composition de I’huile de maniére a évaluer I’impact des variables sur les composantes

de I’huile d’olive en hydroxytyrosol et tyrosol.

Tableau VIII : Variables naturelles et codées appliquées aux facteurs investigués

Niveaux
Facteurs —a 1 0 I o
Puissance (W) 19 27 39 52 60
Température (°C) 16 25 38 51 60
Temps (min) 05 15 30 45 55

I1.1.10. Analyse en Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP)

Ces dosages ont été réalisés sur une CLHP Waters (Mildford, MA, USA), équipée
d’une pompe « Model 600 » et d’un controleur de gradient «Model 600», auxquels sont
connectés un injecteur automatique « Model 717 » et un détecteur a barrette de photodiodes «
Model 996 ». Le volume de solution étalon ou de solution test injecté est de 20 ul. Toutes les

analyses ont été traitées par le logiciel Empower (Waters).

La séparation des composés phénoliques a été réalisée sur une colonne Purospher Star
Cl18e (250 x 4,6 mm) de 5 pum avec une pré-colonne Purospher Star Cl18e (Merck,
Allemagne). Le systeme de solvants utilisés était un gradient de A (eau/ acide formique 0,5

%) et B (Acétonitrile), avec les gradients cités dans le tableau IX.
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Tableau IX : Gradient de solvants pour le dosage des phénols par CLHP

Temps (min) |Débit (mI/min) [% A |%B |
0 1 95 |5

25 1 65 |35
30 1 65 |35
35 1 0 100

La détection UV-visible a été faite sur la gamme de 200 a 800 nm avec une résolution
de 1,2nm et la détection des composés a été réalisée a 280nm. La quantité de composés
phénoliques a été calculée a partir d’une courbe d’étalonnage pour chaque composé. Les
résultats sont exprimés en mg/kg d’huile pour chaque standard (oleuropéine, tyrosol et

hydroxytyrosol).
I1.1.11. Etude cinétique

Afin d’évaluer ’avancement de I’enrichissement de I’huile d’olive viérge (HOV), une
étude cinétique comparative entre la méthode conventionnelle (HOV-CV) et la technique
assistée par ultrasons (HOV-US) a été réalisée aprés I’optimisation des conditions. Prélever
10mL de 'HOV-CV et de ’'HOV-US a different intervalles de temps (de 10min a 60 min),
pour déterminer le taux de polyphénols totaux correspondant (TPT). Les résultats obtenus
sont analysés par un modele mathématique dérivé de la deuxieme loi de Fick [27].

L’accumulation du premier ordre du TPT dans la solution est exprimée comme suit :

E = E 00(1' e—kt)

Ci: TPT au temps t, C,: TPT final, k: Constante de vitesse de l'extraction apparente du
premier ordre, calculée a partir des parcelles In (%) linéaires en fonction

du temps.
I1.1.12. Dosage de a-tocophérols

Le dosage de a-tocophérols a été réalisé selon la méthode officielle AOCS Ce 8-89 en
plusieurs étapes : la premiere étape consiste en un équilibrage du systeme. Pour cela le solvant
de migration (hexane:isopropanol, 99/1) est amené dans le systéeme a un débit d’¢lution de 1,5
mL/min puis il est maintenu jusqu’a obtention d’une pression constante en téte de colonne (30

minutes minimum). La colonne de séparation utilisée pour ce type d’analyse est une colonne
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de silice nucleosil (S.F.C.C.) 5 um de 4,6 mm x 250 mm. La deuxiéme étape consiste au
dosage de ce composé dans les huiles, 2 grammes d’huile sont solubilisés dans 25 mL
d’hexane puis 20 pl de cette solution sont injectés en CLHP. La concentration en tocophérols

est ensuite calculée a partir de la courbe d’étalonnage réalisée avec a-tocophérols exprimé en

g/kg.
I1.1.13. Test de I’activité antiradicalaire

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits méthanoliques des huiles

étudiées, via le test DPPH®, est effectuée par la méthode modifiée de Goupy et al. [28] (Fig.
I1.6).

1 ml de chaque extrait (différentes concentrations)
Y

2 ml DPPH (2 .10* mol/L MeOH)
Y

Incubation a température ambiante et a I’obscurité

O

Lecture de 1’absorbance a A = 517nm

Figure I1.6: Etapes du test DPPH [28].

** Le pourcentage de I’inhibition du radical est donné par 1’expression suivante :

0

Activité antiradicalaire (%):%‘(}A)xm

Ou:
Ay: Absorbance de la solution du DPPH®;

A : Absorbance de la solution du DPPH aprés réaction avec I’extrait

** La concentration qui a piégé 50% du radical DPPH’ ainsi que la puissance anti-radicalaire

(ARP=1/1Csp) de chaque extrait d’huile ont été déterminées.
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I1.1.14. Détermination du taux de la fraction polaire totale

L’effet des conditions de fritures a été étudié par la détermination du taux de la
fraction polaire totale (FPT). 400g d’huile (HOV, HOV-CV, HOV-US) ont été chauffés, dans
des conditions de friture domestique, i.e 180 £ 5 °C durant plusieurs heures [29]. La
température a été controlée par un thermocouple (ATC-300) insérée directement dans la
friteuse électrique domestique. Tous les échantillons ont été analysés avant les premieres
sessions de chauffage et aprés chaque heure jusqu'a dégradation de I’huile, a l'aide d'une
sonde Testo (Fig. IL.7) qui permet, via la mesure de la constante diélectrique, de tester
rapidement la qualité de l'huile et la fraction polaire. La fin des tests de chauffage a été
déterminée par la valeur de FPT, max 25%, conformément a la loi Francaise (article 3 du
décret-3 N°86-857 du 18/07/86). Cette teneur maximale légale de la FPT dans les huiles de
friture, notamment les produits d'hydrolyse (diglycérides, monoglycérides et les acides gras
libres) et une distribution complexe des produits d'oxydation incluant les polymeres, sont tous
formés a des températures inférieures 180°C (la loi Francaise N°86-857). La valeur FPT est
généralement évaluée dans les restaurants et l'industrie agro-alimentaire par des tests
commerciaux rapides (la plupart du temps basés sur les lectures colorimétriques), qui ont

démontré une bonne corrélation avec les valeurs obtenues par les normes officielles [29].
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Figure II.7: Image et représentation schématique d’une sonde Testo
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11.1.15. Evaluation de la couleur

Les couleurs des huiles étudiées ont été déterminées en utilisant un spectrocolorimétre
(CR1000 Minolta, I'espace colorimétrique CIELAB). Les coordonnées colorimétriques des
solutions (huiles) ont été calculées a partir de 1'échelle CIELAB, un modele de représentation
des couleurs développé par le CIE (Commission Internationale de 1'Eclairage), en 1976 (Fig.

IL.8).

Figure I1.8: Représentation 3D du systeme de couleur CIELAB

Dans ce systeme, chaque couleur est numériquement spécifiée par un ensemble unique
de trois coordonnées cylindriques L*a*b*, L* représente la luminance ou clarté (indice de
luminosité relatif allant de O pour le noir a 100 pour le blanc absolu), a* représente la
composante chromatique rouge-vert (+60 a -60) et b* représente une nuance de couleur entre
le jaune et le bleu (+60 a -60). Cet espace peut également étre repéré par h*,, qui représente
I'angle de teinte (ou tonalité chromatique), avec :

h*,= arctan(i—::]

h*,, est vers de 90° pour les couleurs jaunes et pres de 180° (ou -180°) pour les couleurs

vertes. [30].
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I1.1.16. Analyse sensorielle

L’¢évaluation des propriétés sensorielles des huiles d’olives (HOV, HOV-CV, HOV-
US) a été réalisée selon la méthode de Lalas et al. [31] a partir d’un ensemble d’attributs
sensoriels [32]. L’analyse sensorielle des huiles d’olives a été effectuée par un groupe de 12
candidats, sélectionnés au sein de 1’équipe du Laboratoire « GREEN » de 1’Université
d’Avignon et des Pays de Vaucluse. La flaveur des huiles étudiées a été définie par deux
attributs sensoriels, a savoir : “ Accepetabilité totale ” et “ Amer” [33]. Chacun de ces
attributs a été coté sur une échelle numérique de 5 points. L’échelle était munie de deux
bornes extrémes : 1 (non acceptable ou non amer) et 5 (trés bon ou trés amer) en tenant

compte de tout arriere-gout ou gout indésirable.
I1.1.17. Cytohistolgie

Afin de mieux appréhender le phénoméne au niveau cellulaire lors de 1’extraction
assistée par ultrasons, des fragments de feuilles d’olivier ont été prélevés avant, apres
macération et apres sonication. Ces fragments ont été ensuite observés par microscopie
électronique a balayage (Fig. I1.9) et comparés a des fragments de feuilles non traitées. Cette
étude est réalisée sur des coupes de 3 pm provenant d’échantillons fixés, inclus a I’historésine

et colorées selon la procédure décrite par E1 Maataoui et Pichot [34].
a. Prélevements et fixation des échantillons

Les fragments étudiés, ont été excisés de 10 feuilles et a fur et a mesure de leur
excision, les échantillons ont été immergés dans 1’éthanol 70% avant d’étre fixés pendant 48 h
dans le FAA (Formol/acide acétique/alcool, 1/1/8 : V/V/V). Pour faciliter la pénétration du

fixateur, les échantillons ont été soumis a un vide modéré (20 minutes, trompe a vide).
b. Inclusion et section

Apres fixation, les échantillons ont été rincés a 1’eau, déshydratés dans 1’éthanol
(séries 70-100%) avant infiltration et inclusion a I’historésine Technovit 7100 (Kultzer) selon
les recommandations du fournisseur. Un microtome a rétraction a été utilis€é pour la

réalisation de coupes transversales sériées (Fig. I1.9).
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c. Colorations

Pour les observations cytohistologiques générales et la mise en évidence des

polyphénols, les sections ont été colorées au bleu de toluidine en solution aqueuse a 0,5%

pendant 2 min.

(a) (b) (c)

Figure I1.9: Photographies (a) microscope €lectronique a balayage, (b) microtome a

rétraction et (c) coupes transversales sériées.
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I1.2. Résultats et discussions

I1.2.1. Etude préliminaire

L’effet de la charge des feuilles d’olivier, utilisées pour I’enrichissement de 1’huile

d’olive vierge, sur le taux de PT est représenté dans la figure II.10.

w w
N N
o

1 1

312 -
304 -

N
o]
1

NN
o

0 5 10 15 20 25 30
Charge (g)

Taux de polyphénols totaux
(mg EO/kg huile)

Figure I1.10: Effet de la charge sur le taux de polyphénols totaux

Ces résultats montrent clairement que la plus forte concentration de PT (328 + 2.4 mg
OE / kg d'huile), a été obtenue pour un rapport FO/HOV de 15% (w /v). Ce ratio a été

appliqué pour le reste des expériences.
I1.2.2. Conditions optimales

L’¢étude menée a 1’aide d’un plan composite centré nous a permis de d’étudier trois
facteurs influents préférentiellement 1’enrichissement de I’HOV en antioxydants des feuilles
d’olivier (Tab. X): la puissance fournie par l’ultrasonicateur (exprimé en watts), la
température requise pour effectuer I’étape d’extraction (exprimée en °C) et le temps

nécessaire a I’étape de I’extraction (exprimé en minutes).

Les réponses obtenues pour chaque expérience sont représentés dans le tableau X. Les
réponses en TPT, oleuropéine (O), tyrosol (T) et en hydroxytyrosol (H) sont exprimées en mg
d’0O, de T et d’H par kg d’huile. Il peut étre constaté des variations de réponses en fonction
des niveaux des facteurs impliqués dans 1’expérience; il est également a noter que les
expériences ont été exécutées de facon aléatoire afin d’éviter toute influence de

I’expérimentateur sur la réponse du plan expérimental.
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Tableau X : Expériences réalisées dans le plan expérimental et réponses obtenues

Réponses
No Puissance Température Temps TPT Oleuropéine  Tyrosol Hydroxytyrosol
W) °O) (min) (mg O/kg oil) (mg O/kgoil) (mg T/kg oil) (mg H/kg oil)
1 27 25 45 335.16 44.00 22 50
2 39 38 30 350.37 60.00 24 51
3 39 38 30 346.45 50.25 23 50
4 39 38 55 358.35 60.45 25 52
5 39 38 05 290.12 30.00 24 50
6 39 38 30 346.45 55.50 23 51
7 27 51 45 321.75 37.50 23 50
8 52 51 45 337.05 45.00 23 50
9 39 38 30 345.49 51.00 23 51
10 39 60 30 326.15 36.00 22 50
11 39 38 30 340.31 46.50 24 51
12 52 51 15 322.52 34.50 25 50
13 60 38 30 340.51 49.50 25 51
14 39 16 30 345.23 51.00 26 50
15 52 25 15 358.19 68.00 26 52
16 52 25 45 394.14 84.00 26 53
17 19 38 30 309.26 31.50 23 50
18 27 25 15 335.28 42.00 23 50
19 39 38 30 345.56 53.00 24 51
20 27 51 15 307.09 39.00 22 50

- Les modeles prédits ont été décrits par les équations polynomiales, du second degré :

Y1= 149,043 + 1,39526 P + 1,25675 T + 0,545167 t - 0,00607069 P* - 0,0186007 PT+
0,0122571 Pt - 0,00220471 T- 0,00960256 Tt - 0,00985282 t*

Y2= -70,4684 + 2,1032 P + 2,34551 T + 0,255201 t - 0,00708299 P*- 0,0297645 PT +
0,0103793 Pt - 0,0109315 T*- 0,00576923 Tt - 0,00552187 t*

Y3= 41,0034 + 0,131473 P + 0,264437 T - 0,0035804 t - 0,0002238 P*- 0,00236849 PT +
0,000390968 Pt - 0,00156028 T* - 0,000641026 Tt + 0,000395376 t*

Y4= 18,9167 + 0,121655 P+ 0,0260203 T - 0,0156432 t + 0,000161694 P* - 0,00184968 PT -
0,000830685 Pt + 0,00045267 T2 + 0,0 Tt + 0,00113739
Oou:

Y1 Y2, Y3 et Y4: Concentration en PT, oleuropeine, tyrosol et hydroxytyrosl (mg/kg oil)
respectivement;

P: Puissance ultrasonore appliquée (W) ; t: Temps de sonication (min) et T: Température
(°C), en terme d’unités codées.
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I1.2.2.1. Analyse de la variance

Une analyse de la variance (ANOVA) a été réalisée sur les résultats obtenus (Tab.
XI). Cette analyse permet de tester la pertinence des variables impliquées dans le modele
étudié et de représenter graphiquement 1I’importance de chaque facteur sur la réponse étudiée,
en ’occurrence la concentration de I’oleuropéine. Ainsi, la pertinence statistique de chaque
facteur est déterminée et peut étre représentée dans le tableau V. Dans ce tableau, le ratio-F
représente le ratio entre la somme des carrés des écarts a la moyenne d’un effet par la somme

des carrés des écarts a la moyenne totale [35].

Tableau XI : Résumé de ’analyse de la variance (ANOVA) pour 1’oleuropé€ine

Source Somme des carrés Ddl  Carrés moyens  Ratio-F Valeur-p
P: Puissance 733,446 1 733,446 33,78 0,0021
T: Température 868,391 1 868,391 40,00 0,0015
t: Temps 453,816 1 453,816 20,90 0,0060
p’ 126,311 1 126,311 5,82 0,0607
PT 508,096 1 508,096 23,40 0,0047
Pt 79,609 1 79,609 3,67 0,1137
T 49,0309 1 49,0309 2,26 0,1932
Tt 10,125 1 10,125 0,47 0,5250
£ 20,8163 1 20,8163 0,96 0,3725
Lack-of-fit 390,971 5 78,1942 3,60 0,0930
Erreur 108,552 5 21,7104

Total 3274,78 19

R? = 84.75 %, R* (adjusted for Df) = 71.02%.

La valeur «ratio-F» dépend du nombre de degrés de liberté impliqués dans le modele
et est représentée dans la colonne valeur-p a un niveau de confiance de 95% par référence a
une table statistique. De ce fait, les effets inférieurs a 0,05 dans cette colonne sont considérés

comme significatifs.
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I1.2.2.2. Analyse des surfaces de réponse

A partir de I’analyse ANOVA, un diagramme de Pareto (Fig. I1.11) représentant les
différents effets de maniere standardisée, a pu €tre dressé afin de déterminer les parametres
influents de fagon significative, par ordre d’importance pour chaque variable (effets linéaires,
interactions entre facteurs et effets quadratiques). La longueur des barres sur ce graphique est
proportionnelle a la valeur absolue de I’amplitude des effets estimés des coefficients. La barre
transversale représente 1’amplitude minimale & partir de laquelle les effets seront considérés
comme étant statistiquement significatifs sur la variable réponse étudiée, considérant un
niveau de confiance de 95%. Il peut étre remarqué sur ce diagramme que 1’effet linéaire de la
température (T), est la variable quantitative présentant I’influence la plus importante sur la
concentration de 1’oleuropéine suivie de la puissance ultarsonore (P), du temps de sonication
(t) et de I’effet de I’interaction entre la puissance et la température. Cependant les effets
quadratiques (P*, T? et t) ainsi que D’interaction entre la puissance, la température et le temps
de sonication (Pt et Tt respectivement) n’ont montré aucun effet significatif. Ce Dernier
suggere une absence totale d’interactions entre les variables dans le domaine expérimental

étudié.

T:Temperature

P:Power
PT
t:Time
PP

Pt

TT

tt

Tt

2 3 4 5
Standardized effect

o
—_

Figure I1.11: Diagramme de Pareto pour la concentration d’oleuropéine (mg O/kg huile)
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Les parametres permettant un enrichissement de I’HOV optimisé, sont obtenus par
une premiere dérivation des équations polynomiales du second degré. Ces équations
mathématiques dérivées, donnent des équations du premier ordre impliquant la totalité des
variables paramétriques étudiées et sont ensuite égalées a 0 puis résolues dans un systeme
d’équations (3 équations a 3 inconnues). Le transfert d’une valeur réelle A vers une variable

codée x est réalisé selon la formule suivante.
A— A0
pas

X =
Ou:
AQ: la valeur réelle au centre du repere pour la variable concernée.

Pas: la différence, en valeur réelle, entre la borne supérieure et le centre du repere.

Les conditions optimales d’enrichissement ainsi définies sont rassemblées dans le tableau XII.

Tableau XII: Présentation des parametres optimisés

Réponses
Variables Y1 Y2 Y3 Y4
Puissance (W) 60 60 60 60
Température (°C) 16 16 16 18
Temps (min) 45 45 17 55

D’apres les observations réalisées lors de I’étude des surfaces de réponse (Fig. 11.12),
I’efficacité de 1’extraction en termes de concentration en PT, oleuropéine, tyrosol et
hydroxytyrosl s’accroit en augmentant P, ¢ Les conditions finales sélectionnées
correspondent aux valeurs maximales choisies pour définir le domaine expérimental [36]. A
partir des principales réponses (Y1 et Y2), I’enrichissement assisté par ultra-sons permet de
mener 1’extraction en 45 min avec une puissance de 60 W et une température de 16°C. Une
étude répétable a été conduite en appliquant ces conditions optimales afin d’évaluer la
capacité prédictive du modele. Les résultats expérimentaux ainsi obtenus sont de 111.0 + 2.2
mg/kg huile pour 1’oleuropéine et avec un taux PT de 414.3+3.2 mg EO/kg huile, qui sont
tres proches des valeurs prédites (104.4 mg/kg huile ; 409.5 mg EO/kg) respectivement. Ce
qui implique, un dégrée de corrélation €levée entre les données observées et les valeurs
prédites du modele de régression (R’ > 84.75, R” aj> 71.02). Ceci démontre 1’adéquation du
modele pour les résultats expérimentaux, qui est confirmé par le test du lack of fit ou la
valeur-p > 0,05 (Tab XI). Donc la modélisation des surfaces de réponse peut étre

effectivement appliquée, pour I’enrichissement de ’HOV par 1’oleuropéine de FO.
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Figure II.12: Parametres optimisés par la méthodologie de surfaces de réponses pour
I’oleuropéine (a) Effet combiné de la puissance et du temps a 38°C, (b) Influence de la
température et de la puissance a 39.5 W, (c¢) Interaction entre la température et la puissance

apres 30min
I1.2.3. Comparaison des méthodes d’extractions: EAU et EC

Une comparaison de technique d’enrichissement assisté par US et classique, de 'HOV
par les polyphénols des FO, a été réalisée. Les concentrations des PT de ’HOV-US (60W a
16°C apres 45min sous agitation) et de 'HOV-CV (mémes conditions mais sans ultrasons),

sont représentées dans la figure II.13.

Comme premicre appréciation, ’EAU a montré une augmentation significative de PT
de 342.5+1.5 a 414.2+3.2 mg/kg huile pour la macération conventionnelle et ’EAU
respectivement. Par référence a la concentration initiale de PT dans 'HOV (i.e. 282.3%1.7

mg/kg huile), le gain en PT obtenu par I’EAU, est deux fois supérieur par rapport a ’EC.
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Figure I1.13 : Comparaison cinétique de I’enrichissement de I’HOV assisté par ultrasons

(VOO-US) et la méthode conventionnelle (VOO-CV)

La cinétique d’enrichissement de I’HOV est nettement améliorée; en effet, nous
constatons que l’extraction des phénols totaux est trois fois rapide sous ultrasons (k = 0.26
min'l) comparativement a la méthode conventionnelle (k = 0.08 min'l). Cette différence peut
étre attribuée au phénomene de cavitation induit par les ultrasons dans le milieu. Des
cinétiques similaires ont été mises en évidences par Chemat et al. [37] pour EAU du carvone
et du limonene apartir des graines de carvi et par Virot et al. [38] et Khan et al. [17] pour

EAU des polyphenols a partir du marc de pomme et d’écorce d’orange, respectivement.

La caractérisation de 1’oleuropeine, d’ hydroxytyrosol et du tyrosol a été¢ obtenue par
comparaison de leur temps de retentions HPLC et leur spectres UV avec les étalons. Les
chromatogrammes CLHP-DAD de ’HOV avant et aprés supplémentation sont illustrés dans
la figure 11.14. A I’issu des résultats obtenus, nous constatons clairement que 1’oleuropéine est
indétectable dans ’HOV, cependant ce secoiridoide est présent dans ’HOV-UV a une teneur
deux fois plus élevée que celle trouvé dans I’HOV-CV (Tab XII). L’analyse de la
figure I1.14, révele aussi que les principaux composés phénoliques de 1’huile d’olive vierge
hydroxytyrosol et le tyrosol [34] n’ont pas été dégradés sous 1’effet de la sonication, comme
I’indique leurs concentrations (Tab XIII, Fig. I1.14). En effet la dégradation ultrasonique des
polyphénols est relativement faible en comparaison avec les composés aromatiques volatiles

qui diffusent plus rapidement dans les bulles de cavitation par pyrolyse [39].
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Figure I1.14: Chromatogrammes CLHP-DAD a 280 nm des extraits méthanoiques de
I’HOV (A), de 'HOV-US (B) et de 'HOV-CV (C). Identification des pics: (a)
hydroxytyrosol, (b) tyrosol, (c) oleuropéine
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De plus, la dégradation des phénols est favorisée a des fréquences plus élevées
(nécessaires a la génération des radicaux hydroxyles par sonolyse de 1’eau) que celle utilisée

dans cette présente étude (25 kHz).

Tableau XIII : Concentration de 1’oleuropéine, hydroxytyrosol et le tyrosol dans ’HOV

avant et apres enrichissement

Huiles
Polyphénols HOV HOV-CV HOV-US
(mg/kg huile)
Oleuropéine ND 50.7£1.7 111.0£2.2
Tyrosol 31.7+0.3 29.1+0.2 25.5+0.1
Hydroxytyrosol 58.7+0,2 55.7+0,7 52.4+0,5

Les résultats obtenus par la méthode proposée ne concordent pas avec 1’étude menée
par Luque de Castro et collaborateurs [6], qui ont démontré I’enrichissement de 1’huile
d’olive avec les phénols des FO (oleuropéine, verbascoside, apigenine-7-glucoside et
lutéoline-7-glucoside) et ayant utilisé une approche dynamique aux ultrasons. Plusieurs
raisons peuvent expliquer cette différence : technique d’enrichissement, le ratio solide-liquide,
la température, le temps de sonication et la variété des FO. Ces paramétres sont supposés

avoir un effet important sur la supplémentation de I’huile d’olive.
I1.2.4. Histochimie

L'observation microscopique des coupes a partir d'échantillons de controle a montré
que méme la feuille d'olivier séchée conserve son anatomie, avec la présence d'une épaisse
adaxiale cuticule et des poils pluricellulaire, comme un parapluie (Fig. I1.15a). Lorsqu’elles
sont trait€es au bleu de toluidine (TB), ces deux structures sont colorées en bleu-vert
indiquant la présence de substances phénoliques [40]. Comparativement au controle, les poils
des fragments de feuilles ayant été sujettes a la méthode conventionnelle, ont montré un
matériel TB-positif réduit, en particulier a 1'intérieur des parois cellulaires (Fig. I1.15b).
Cependant, avec ce traitement, la cuticule semblait conserver une coloration bleu-vert
semblable a 1’échantillon de contrdle. Les sections des échantillons obtenues de I’extraction
assistée aux ultrasons, ont révélé une diminution notable substances TB-positifs, dans les

poils et les cuticules a la fois (Fig. II.15¢), suggérant une extraction efficace des substances
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phénoliques via cette procédure. Ceci est probablement di au phénomene de cavitation qui

améliore la cinétique d'extraction des métabolites des végétaux.

Figure I1.15: Photographies de microscopie électronique a balayage des structures des

feuilles d’oliviers apres différents traitements (A) Contrdle, (B) Macération et (C) Sonication
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I1.2.5. Activité antioxydante

Plusieurs auteurs ont déterminé 1’effet scavenger des huiles sur le radical DPPH" a 517
nm. [5, 41]. Aprés I’ajout de la solution méthanolique DPPH’, une dissipation de la couleur
violette a été observée et pratiquement toutes les huiles (HOV, ’'HOV-CV et ’'HOV-US) ont
réagi positivement. Les résultats de leur pouvoir anti-radicalaire sont exprimés en pourcentage

et sont illustrés dans la figure ci-dessous:

100 -+
90 -

70 -

52,44

50 -
40 -
30 A
20 -
10 ~

Activité scavenger au radical DPPH
(%)

HOV-US HOV-CV HOV
Huiles d'olive

Figure I1.16: Activité scavenger du DPPH de I’HOV avant et apres enrichissement

Ces histogrammes indiquent que tous les extraits méthanoliques des huiles étudiées
présentent la capacité a piéger le radical DPPH et différe d’une huile a une autre. L’HOV-US
a enregistré un taux d’inhibition le plus élevé (86.2%) par rapport aux deux huiles HOV et

HOV-CV.
Effet de la concentration sur le radical DPPH’

Le profil d’activité anti-radicalaire de chaque extrait testé vis-a-vis du radical DPPH
est présenté dans la figure I1.17. Ces courbes révelent que le pouvoir anti-radicalaire est
proportionnel a la concentration des extraits phénoliques des huiles testées HOV, HOV-CV et

HOV-US.
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Figure I1.17: Activité scavenger du DPPH en fonction de la concentration des huiles.

A partir de ces données, la concentration qui a piégé 50% (ICsp) du radical DPPH’
ainsi que la puissance anti-radicalaire (ARP=1/ ICsp) de chaque huile ont été déterminées

(Tab XIV).

Tableau XIV: Résultats du test d’inhibition du radical libre et les huiles étudiées

Huiles
Capacité antioxydante HOV HOV-CV HOV-US
RSA (%) 52.9+0.9 65.0£0.8 86.2+0.2
ECso (ug/ml) 109.4+0.09 97.4+0.04 81.34+0.01
ARP (1/ECs) 09.1£0.4 10.3+0.5 12.3+0.3

Le tableau montre nettement que [’HOV-US nécessite la plus faible concentration
pour piéger 50% du radical DPPH (ICs5p=81.34+£0.01mg/ml) et présente la puissance anti-
radicalaire (ARP) la plus importante (12.3+0.3).

A la lumiere des résultats obtenus nous pouvons conclure que ’HOV-US détient le
pouvoir antioxydant le plus €élevé par rapport aux deux huiles d’HOV et d” HOV-CV. Cela est
directement li€ a sa plus grande teneur en antioxydants phénoliques notamment 1’oleuropéine;
qui a confirmé I’existence d’une corrélation fréquente entre la capacité antioxydante et le
taux de PT [42]. En effet, ces antioxydants phénoliques sont capables de réduire les especes
réactives d’oxygene (ERO), englobant les radicaux libres, par un mécanisme de protection des
biomolécules (le cas des acides gras polyinsaturés) de I’oxydation [43]. L’oleuropéine est un
sécoiridoide ayant fréquemment présenté une activité antioxydante puissante [44], qui peut

d’ailleurs contribuer aux propriétés nutritionnelles de 1’huile d’olive.
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I1.2.6. Dosage des a-tocophérol

Dans I’huile d’olive vierge les tocophérols existent essentiellement sous forme a, avec
une teneur d’environ 95% de la quantité totale de tocophérols (B et & tocophérol). [45] Ces
composés sont dotés non seulement de I’activité vitaminique mais aussi des propriétés
antioxydantes importantes. [46] La présence d’a-tocophérol dans les huiles assure une
stabilité¢ des lipides polyinsaturés qui sont sensibles a I’autoxydation [36]. La détermination
qualitative et quantitative d’o-tocophérol dans ’HOV avant et aprés enrichissement sont

présentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau XV: Concentration d’a-tocophérol dans les huiles étudiées

Huiles
o-tocophérol HOV HOV-CV HOV-US
Concentration (g/kg) 43.0£0.2 46.5+1.2 55.0£2.1

D’aprées ces données, la supplémentation de ’'HOV avec les feuilles d’oliviers par la
technique assistée aux ultrasons, a montré une concentration plus élevée en o-tocophérol que
celles distinguées dans ’HOV et ’HOV-CV. En effet les feuilles d’Olea europea sont riches
en tocophérols [2] et I’huile peut étre considéré comme un solvant “’vert’ approprié pour leur

extraction.
11.2.7. Enrichissement de I’huile et test de friture

La qualité des huiles a été vérifiée grace a la mesure du taux de composés polaires
formés, jusqu’a ce que la valeur de référence réglementaire soit atteinte (25%). Les résultats
obtenus indiquent que I’apparition de la fraction polaire est proportionnelle au temps de
chauffage, plus ce dernier augmente plus le pourcentage des composés de dégradation croit.

(Fig. TL18).
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Figure I1.18: La fraction polaire totale au cours des sessions de friture (180°C), des huiles

étudiées.

Toutes les huiles d'olive ont enregistré des valeurs de FPT tres proches avant le
chauffage (Tab XVI, Fig. I1.18) Cependant le temps de chauffage total requis pour atteindre
la valeur maximale 25% de FPT varie d’une huile a une autre: 12,6£0,1 h pour ’'HOV-US ;
un gain de temps d’environ de 6h et 3h comparativement a I’HOV et 'HOV-CV
respectivement. L'efficacité de la supplémentation assistée par ultrasons de I’HOV est
attribuée aux polyphénols, pouvant prolonger significativement la durée de vie de I'huile
d'olive. Les concentrations élevées de I'oleuropéine (avec son proton donneur de la fraction
hydroxytyrosol) et, dans une moindre mesure, d’o-tocopherol, sont principalement

responsables de cet effet conférent une protection antioxydante importante a I'huile d'olive.

Tableau XVI : Résultats du test de friture pour les huiles analysées

Huiles
Test de friture HOV HOV-CV HOV-US
FTP avant friture (%)  4.25+0.28 4.16+0.20 4.08+0.08
Temps de friture 6.9+0.1 10.1+0.1 12.6+0.1

pour 25% de FTP (H)

11.2.8. Evaluation de la couleur

La détermination de la couleur des huiles (HOV, HOV-CV, HOV-US) a été réalisée

par le I’espace L*a*b*, qui modélise les données, luminance et chrominance, de la vision
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humaine [23]. Cette mesure a permis d’avoir les résultats du tableau X VII, qui montre que la
valeur de la luminance (L*) des échantillons analysés, suit un ordre croissant
HOV>HOV-CV>HOV-US. Cependant un ordre inverse a été observé pour « h*,, »: HOV-
US>HOV-CV>HOV.

Tableau XVII : Résultats du test de Lab des huiles d’olive vierges

Huiles
Test Lab HOV HOV-CV HOV-US
L* 37.120.1 51.6+0.1 58.8+0.2
h*5 (°) 148.4 137.0 89.9

L’expression de ces résultats en termes de couleur a donné pour ’'HOV, ’HOV-CV et
I’HOV-US jaune, vert-jaune et un vert clair respectivement. Cette différence peut E&tre

attribuée a I’enrichissement de ’HOV par la chlorophylle des feuilles d’olivier.
I1.2.9. Analyse sensorielle

Le tableau XVIII montre les résultats de 1’évaluation sensorielle des trois échantillons
analysés (HOV, HOV-CV et HOV-US) et permet d’observer le degré de variation de chaque

attribut sensoriel.

Tableau XVIII : Résultats du test d’analyse sensorielle des huiles d’olive vierges

. Huiles
Analyse sensorielle
HOV HOV-CV HOV-US
Acceptabilité totale 4 3 3
Amertume 1 2 4

Bien que I’amertume augmente dans les échantillons ’HOV-CV et ’HOV-US, les
caractéristiques sensorielles des huiles indiquent que I’acceptabilité totale est bonne pour
I’HOV avant et apres enrichissement. Ce golit amer est directement liée a l'oleuropéine [3]
dont la concentration a été élevée au cours de I’extraction conventionnelle et celle assistée aux
ultrasons (Tab. XVIII). Cependant, une évaluation sensorielle plus approfondie de ces huiles
par des groupes spécialisés dans ce domaine, est nécessaire dans une perspective de

développement de nouveaux produits.

94| Page



Partie 1: Extraction Chapitre I1: Enrichissement de [ huile d’olive

11.2.10. Etude de ’extraction a I’échelle pilote et essais industriels

Pour étendre les différentes expériences menées au niveau du laboratoire, un réacteur
plus puissant, un bac d’extraction de 30L, a été également utilisé dans cette étude. Ce réacteur
se compose d'une sortie quadruple des ultrasons a 25 kHz et 4x200 W. Les systemes de
pompage sont couplés au bain a ultrasons dans le but de remplir, d’agiter le mélange et de
vider le systeme a la fin de l'expérience (Fig. I1.19). Les conditions sélectionnées pour 1’étude
de DP’extraction a 1’échelle semi-pilote étaient les mémes conditions optimales, appliquées

précédemment pour 1’étude au laboratoire.

Le rendement en polyphénols totaux obtenu avec le dispositif ultrasonique de 30L est
¢gal a celui déduit a partir du bac d’extraction assisté aux ultrasons de 3L: 53% plus élevé

que la macération conventionnelle.

Ces résultats, montrent aussi que l'utilisation éventuelle de I’enrichissement par
ultrasons est prometteuse pour l'extraction a I'échelle industrielle. L’extraction assistée aux
ultrasons pourrait réduire le temps d'extraction, en améliorant le rendement final, et d'abaisser
la température de fonctionnement, ce qui entraine des cofits d'investissement nettement

inférieurs.

EAU peut également étre utilisée pour produire de grandes quantités d'antioxydants
naturels, par utilisation des réacteurs d’EU industriels, disponibles sur le marché mondial,
appropriés pour l'enrichissement des huiles comestibles d'un volume de 100 a 1000 litres. Ces
réacteurs ultrasonores sont adaptés pour l'extraction de 15 a 150 kg de matiere végétale seche

par heure.
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Figure I1.19: Equipement ultrasonique (30 L) a I’échelle pilote, utilisé pour 1’enrichissement
assisté par ultrasons de ’HOV.

9% |Page



Partie 1: Extraction Chapitre I1: Enrichissement de [ huile d’olive

Conclusion

A la lumiere de I’ensemble des résultats (Tab. XIX), nous pouvons conclure que le
procédé assisté par ultrasons facilite largement 1'enrichissement de ’huile d’olive vierge en
composés phénoliques des feuilles d’oliviers, comparativement a la macération

conventionnelle ;

Tableau XIX : Les caractéristiques des huiles étudiées: HOV, HOV-CV et HOV-US

HOV HOV-CV HOV-US
TPT (mg EO/kg oil) 282.0+1.7 342.5%1.5 414.3+£3.2
Phenols (mg/kg oil)
- Oleuropéine ND 50.7+£1.7 111.0£2.2
- Tyrosol 31.74£0.3 29.1+0.2 25.540.1
- Hydroxytyrosol 58.7+0,2 55.7+0,7 52.4+0,5
Activité antioxydante
- RSA (%) 52.9+0.9 65.0+0,8 86.2+0,2
- ECsp (ug/mL) 109.4+0.09 97.43+0.04 81.34+0.01
- ARP (1/ICsp) 09.1+0.4 10.3£0.5 12.3£0.3
Teneur a-Tocopherol 43.0+0,2 46.5+1,2 55.0+2,1
(g/kg of oil)
FPT (%)
- Avant friture 4.25+0.28 4.16+0.20 4.08+0.08
- Temps de friture pour 6.9+0.1 10.1+0.1 12.6+0.1
25% de FPT(h)
Analyse sensorielle
- Acceptabilité totale 4 3 3
-Amertume 1 2 4
Test Lab
-L* 58.8+0.2 51.610.1 37.1£0.1
- hyp 89.9° 137.0° 148.4°
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Les polyphénols originels d'huile étudiée, tyrosol et hydroxytyrosol n'ont pas été
dégradés d’une maniére significative, sous 1’effet de la sonication (méme concentration avant

et apres enrichissement) ;

L'huile d'olive enrichie en polyphénols des feuilles d’Olea europea par 'EAU a
enregistré la plus importante capacité antiradicalaire et une meilleure stabilité a la dégradation
thermique (DPPH et essais de chauffage). Ce qui peut étre attribué aux concentrations élevées

d’oleuropéine et d’a-tocopherol ;

Au terme de ce travail, cette étude suggere que I’extraction assistée aux ultrasons des
antioxydants naturels des feuilles d'olivier, peut étre un procédé efficace et adéquat afin
d’améliorer la stabilité et la qualité nutritionnelle de I'huile d'olive avec peu d'impact sur les

qualités sensorielles.
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1. Etat des connaissances

I.1. Caractéristiques physico-chimiques du bol alimentaire dans le compartiment
gastrique

Le bol alimentaire est une masse alimentaire mastiquée, imprégnée de salive, préte
a étre digérée. Depuis l'isthme du gosier jusqu'a l'entrée dans l'estomac, les aliments
prennent de cinq a dix secondes pour descendre le long de I'cesophage. 1ls séjourneront
entre 2 et 6 heures dans I'estomac pour étre partiellement digérés. L'estomac est un milieu
complexe dont les caractéristiques, pH, volume et composition varient en fonction de son état

(a jeun ou postprandial) et du repas ingéré.
I.1.1. pH du bol alimentaire au sein de I’estomac

Les repas sont connus pour tamponner l'acidité intra-gastrique. Ainsi, apres
l'ingestion d'un repas, le pH intra-gastrique augmente durant les trente premieres minutes,

jusqu'a 5 ou 6 avant de diminuer rapidement [1].

Par exemple, apres un repas composé d'huile de tournesol et de purées de 1égumes,
le pH stomacal a rapidement augmenté en moins de 30 minutes. Ainsi il est passé de 1,8 a
5,4, 5,8 ou 6,2 dans le cas de purées de tomates, d'épinard ou de carottes respectivement,

avant de redescendre a son pH basal inférieur a 2 a jeun [2].

L'influence d'autres types d'aliments sur le pH intra-gastrique a aussi été évaluée. Par
exemple, celui-ci a été suivi pendant 4 heures apres l'ingestion de 130 g de pain et 430
mL d'eau par 8 personnes intubées d'une électrode de pH dans l'estomac. Comme dans
I'étude précédente, le pH maximal moyen a ét€ enregistré 30 minutes apres l'ingestion du
repas et atteint une valeur moyenne de 5,1 (£ 2). Ce pH maximal correspond au remplissage
complet de l'estomac. Une heure apres l'ingestion du repas, le pH décroit a 2 pour atteindre

son niveau basal de 1,7 (+ 0,2), environ 80 minutes apres 1'ingestion du repas [3].

L'administration intra-gastrique de solutions protéiques de pH initial 7 a conduit a
une diminution du pH gastrique plus progressive. Pendant les 30 premieres minutes,
celui-ci a diminué jusqu'a 6 avant d'atteindre une valeur d'environ 4, une heure apres le début

de la digestion [4].

Enfin, Armand et al. ont également étudié en détail le contenu gastrique de cinq

volontaires apres ingestion d'un repas test a base d'huile d'olive, d'ceufs et de saccharose
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(volume = 400 mL, pH = 7,5). Les variations de pH ont été mesurées toutes les heures. A
jeun, le pH stomacal est tres faible (pH 1,5). Sa valeur maximale est obtenue apres une heure
de digestion (pH 4) avant de diminuer progressivement durant la vidange (environ 4 heures)
[S]. Compte tenu du pH initial du repas et des résultats des études précédentes, la valeur de
pH maximale enregistrée au cours de ces travaux peut paraitre faible. Son protocole (analyse
toutes les heures) ne permet pas de connaitre la valeur du pH gastrique 30 minutes apres

I'ingestion du repas qui pourrait étre supérieure.

Le pH gastrique dépend donc de la composition du repas ingéré, ce qui explique les
variations observées entre les différentes études portant sur les légumes, le pain, les
protéines ou encore les lipides. Les résultats au sein d'une méme étude sont souvent eux-

mémes sujets a une grande fluctuation, soulignant ainsi la variabilité inter-individuelle.

L.1.1. Teneurenoxygene dansl'estomac

Peu d'études se sont intéressées a la mesure de la teneur en dioxygene de l'estomac.
Toutefois, celui-ci est ouvert a l'air durant le temps du repas quand il regoit des aliments
mastiqués. Une expérience réalisée a partir de 20 g de pain mastiqués, puis placés dans
une eau désoxygénée, a entrainé une concentration en dioxygene dissous de 250 uM, c'est-a-
dire a une saturation de la solution [6]. Ainsi, la mastication des aliments participe a l'apport

en dioxygene et l'estomac peut étre percu comme un environnement aérobie.
L.1.1. Systemes de digestion in vitro

Pour limiter les études sur 1'homme, souvent onéreuses et difficiles a mettre en
place, des systemes de digestion in vitro, qui modélisent les diverses étapes de la digestion,
ont été mis au point. De nombreux chercheurs ont ainsi utilisé un dispositif mis en place par
Gil-1zquierdo et al. [7, 8], lui-méme adapté de Miller et al. [9]. Ce dispositif est constitué de
deux étapes. Brievement, une digestion initiale est réalisée a 1'aide d'un mélange de pepsine et
de HCI, pendant deux heures, a 37°C, pour simuler les conditions gastriques. Elle est suivie
d'une digestion en présence de sels biliaires et de pancréatine pendant 2 heures a 37°C, pour
simuler les conditions régnant dans le petit intestin. Ce genre d'expérimentations est tres
utilisé pour estimer la «bioaccessibilité» des composés phénoliques et autres
microconstituants, c'est-a-dire leur relargage hors de la matrice alimentaire (ex. : jus de fruits,
fruits) et leur disponibilité pour 1'absorption a travers l'intestin. 11 est aussi utilisé pour étudier

la stabilité ou la transformation de microconstituants au cours de la digestion.
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Si ces modeles chimiques représentent fidelement la digestion d'un point de vue
physiologique (enzymes, pH, durées), ils ne prennent pas en considération certains éléments
importants de la phase gastrique. Ainsi, les différents macroconstituants apportés par un
repas, les modifications physiques du bol alimentaire (structuration en émulsion) et les
variations du pH entre début et fin de digestion n'y sont pas reproduits. Congus pour prédire la
bioaccessibilité de nutriments, ces dispositifs ne modélisent pas le potentiel antioxydant du

tractus digestif lui-méme.

I.2. Choix du modéele chimique du contenu gastrique

Le bol alimentaire est caractérisé par la présence de nutriments oxydables (lipides
polyinsaturés, protéines), d’initiateurs d’oxydation, notamment le fer (heme ou faiblement

1ié) et de micronutriments réducteurs (polyphénols, vitamines C et E, caroténoides).

Les aliments se retrouvent dans l'estomac principalement sous la forme d'une
émulsion de lipides dispersés dans une phase aqueuse et contenant des enzymes, des ions
métalliques, du dioxygene, des protéines et des polysaccharides. Le pH décroit au cours de la
phase gastrique, variant d'environ 6 immédiatement apres 1'ingestion d'un repas a 1,5 quatre

heures plus tard. Le dioxygene y est présent en quantité non limitante.

Pour étudier le pouvoir antioxydant des polyphénols et leurs interactions avec les
composants alimentaires lors de la digestion, nous nous proposons de mettre au point un
modele chimique, de type milieu micellaire faiblement acide, modélisant simplement

l'estomac apres ingestion d'un repas :

- Le premier chapitre décrira la mise au point d’un protocole de réduction du radical DPPH
en milieu micellaire aqueux et 1’é¢tude de I’influence d’une protéine (sérum albumine
bovine) et d’'un modele d’amidon (B-cyclodextrine) sur 1’activité antiradicalaire des

composés phénoliques ;

- Le deuxieme chapitre traitera de la capacité des composés phénoliques a complexer les
ions du fer en milieu faiblement acide. Ce phénomene est susceptible de limiter
I’absorption intestinale du fer mais aussi de protéger le tractus digestif du stress oxydant
induit par le fer libre. Des études cinétiques ont été conduites pour comparer ’affinité

des phénols pour Fe" et Fe'".
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I.3. Sérum albumine et B-cyclodextrine

Le pouvoir antioxydant potentiel des polyphénols dans le milieu gastrique est
susceptible d’étre modulé par leurs interactions avec les protéines et les polysaccharides de la

matrice végétale ou des autres composants du bol alimentaire.

Dans ce travail de these, nous avons ¢€tudi¢ ’influence de la protéine SAB et de la -
cyclodextrine sur I’activité antioxydante de polyphénols communs dans 1’alimentation. Le
protocole utilisé est la réduction du radical DPPH  dans un milieu aqueux modélisant

simplement I'estomac apres ingestion d'un repas.

L’interaction des polyphénols avec les ions métalliques (fer, cuivre), seront aussi

étudiées en présence de SAB.

Ces différentes études nécessitent, au préalable, de faire le point sur les

caractéristiques générales de ces deux molécules: la protéine SAB et la B-cyclodextrine.
1.1.3.1. Protéine sérum albumine bovine (SAB)
I.1.3.1.1. Généralités

La sérum albumine est la protéine majoritaire du plasma sanguin. Son rdle principal
est le transport des acides gras libres (non estérifiés), des hormones et des médicaments. Ses

multiples capacités de liaison et sa forte concentration plasmatique (environ 0,6 mM) en font

une protéine de transport et de détoxification trés importante pour 1’organisme.

Figure I.1: Sérum albumine humaine.
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Le sang est composé de cellules (érythocytes et globules blancs), de fragments de
cellules (thrombocytes) et d’une phase liquide, le plasma dont le pH est compris entre 7,35 et
7,45 (pH physiologique). Le plasma est composé de 92 % d’eau, de petits solutés (gaz,
minéraux, nutriments) et de macromolécules telles que les protéines dont I’albumine fait
partie. L albumine est synthétisée par le foie puis délivrée dans la circulation sanguine ou elle

reste 27 jours avant d’étre éliminée [10].

L'albumine est une protéine globulaire d’une masse moléculaire de 66500 Da
environ. Elle est constituée de 583-585 résidus d'acides aminés, selon l'espece considérée,
parmi lesquels on trouve 35 résidus cystéine qui participent a la formation de 17 ponts
disulfures (1 seul résidu thiol) qui s’établissent au sein des segments d’hélices a. Dans le
tableau suivant sont rassemblés les différents acides aminés présents dans les sérum

albumines humaines (SAH), bovine (SAB) et du rat.

Tableau XX : Composition en acides aminés de I’albumine de sérum de mammiferes [11]

Acides aminés Homme Bovin Rat
Acide aspartique 36 40 32
Asparagine 17 14 20
Thréonine 28 34 33
Sérine 24 28 24
Acide glutamique 62 59 57
Glutamine 20 20 25
Proline 24 28 30
Glycine 12 16 17
Alanine 62 46 61
Valine 41 36 35
Cystéine 35 35 35
Meéthionine 6 4 6
Isoleucine 8 14 13
Leucine 61 61 56
Tyrosine 18 20 21
Phénylalanine 31 27 26
Lysine 59 59 53
Histidine 16 17 15
Tryptophane 1 2 1
Arginine 24 23 24
Total 585 583 584
Masse Molaire (Da) 66 438,41 66 411,17 65 850,51
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L’albumine est de nature flexible et peut adopter rapidement différentes
conformations. Elle est composée de 9 boucles avec trois domaines I, II et III similaires d’un
point de vue structural. Chaque domaine est divisé en deux sous-domaines A et B. L’¢tude
par diffraction des rayons X montre que I’albumine présente une forme triangulaire en forme
de cceur de 8 nm de coté¢ et 3 nm d’épaisseur en moyenne pour un volume moléculaire

d’environ 88 nm’ [11].

1.1.3.1.2. Ligands de I’albumine

De par sa grande flexibilité, I’albumine a une capacité de liaison d’une grande variété
de ligands différents. Elle transporte facilement les petites molécules produites par
I'organisme ou apportées par l'alimentation. Par exemple, les acides gras, insolubles dans le
plasma, mais aussi des métabolites toxiques comme la bilirubine (produit de dégradation
de I'heme) sont fortement liés a I'albumine. Il en est de méme pour les vitamines, les ions

métalliques et les oligo-éléments (Tab. XXI) [11, 12].

Tableau XXI : Quelques ligands de I’albumine [11]

Composés Constante d’association K, (M'l) Nombre de ligand liés n
Acides biliaires (3-200) x 10° 3
Acides gras a longues chaines  1-69 x 107 l1a7
Bilirubine 9,5x 10’ 1
Calcium 15,1 x 10 124
Cuivre (II) 1,5x 10" 1
Folate 9,0 x 107

Hématine 1,1 x 10° 1
Magnésium 1,0 x 10 12
Progestérone 3,6 x 10° 1
L-Tryptophane 1,0 x 10* 1
Vitamine Ds 6,0 x 10’ 1
Zinc (I1) 3,4 x 10’ 1

a. Interactions des polyphénols avec la sérum albumine

L'agencement des hélices a dans les sous-domaines IIA et IIIA forme des cavités qui
permettent de lier de nombreux ligands exogenes. Ainsi, deux sites de forte affinité pour les
composés aromatiques et les hétérocycles sont localisés dans les sous-domaines IIA et

IIIA, appelés aussi site I et site II respectivement (nomenclature de Sudlow, 1975). Le sous
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domaine IIIA est séparé du sous-domaine IIA par une surface chargée positivement qui lui

permet de lier de petits acides aromatiques sous forme d'anions carboxylates.

Les interactions albumine-phénols ont été beaucoup étudiées dans le cas des

flavonoides et des acides hydroxycinnamiques (Tab. XXII).

Tableau XXII : Liaison de divers polyphénols a la SAB

Composé K (M'l) M¢éthode utilisée Référence
134x103 (pH 7.,4) Dufour & Dangles [13]
Quercétine 86 x103 (pH 5) Fluorescence Dufour & Dangles [13]
110x103 (pH 7) Rawel et al. [14]
42x103 (pH 5) Rawel et al. [14]
11x103 (pH 7,4) Fluorescence Dufour & Dangles [13]
Rutine 2-1,6x103 (pH 7.4) Elec‘:tro.phorese Lu et al. [15]
capillaire
Catéchine 3,5x103 (pH 7,2) Fluorescence Roy et al. [16]
n=1
Epicatéchine 4,6x103 (pH 7,2) Fluorescence Roy et al. [16]
n=0,9
30x103 (pH 7,4) Dialyse a I'équilibre | Adzet et al. [17]
Acide caféique 8x103 (pH 7.4) Précipitation au TCA
Acide 13-16x103 (pH 7,4) Dialyse a I'équilibre | Prigent et al. [18]
chlorogénique 4,8X103 (pH7)n =2 Fluorescence Rawel et al. [19]

(TCA = acide trichloroacétique)

Divers auteurs ont montré que les flavonoides manifestent une affinit€é modérée pour

l'albumine avec des constantes d'association variant de 1 2 15 x 104 M-1 [13, 14]. A T'aide
de marqueurs de sites (warfarine et DNSA pour le sous-domaine IIA, ibuproféne et
diazépam pour le sous-domaine IIIA), il a ét€ montré que la complexation albumine-
flavonoide se déroule majoritairement dans le sous-domaine IIA, en accord avec le
quenching de fluorescence du résidu Trp-214 (lui-méme localis€ dans ce sous-domaine)
qu'elle produit [13]. La steechiométrie des complexes est 1:1 dans la plupart des études [13,
20]. Les principales interactions responsables de l'association protéine-flavonoide se
répartissent entre liaisons hydrogene, interactions ioniques et interactions de van der

Waals [21].
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Concernant l'association entre les acides hydroxycinnamiques et 1'albumine,
I'association se déroulerait également dans le sous-domaine IIA. Elle résulterait a la fois
d'interactions de van der Waals entre le cycle aromatique de l'acide et des résidus
hydrophobes, d'interactions ioniques entre le groupement carboxylate et les résidus
cationiques (basiques) et de liaisons hydrogeéne entre les groupements hydroxyles et la

chaine polypeptidique [22].

I.1.3.2. Cyclodextrines
1.1.3.2.1. Structure et propriétés

Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques provenant de la dégradation
enzymatique de I’amidon. Les trois cyclodextrines naturelles les plus courantes se composent
de 6, 7 ou 8 unités a-D-glucopyranose en configuration chaise reliées entre elles par des
liaisons a-1,4. Elles sont dénommées respectivement o-, B- ou y-cyclodextrine. Leur structure
en trois dimensions apparait sous la forme d’un cone tronqué a 1’extérieur duquel se trouvent
les groupements hydroxyles. La partie extérieure est donc hautement hydrophile. Les
hydroxyles secondaires portés par les carbones C2 et C3 se situent sur le coté le plus large du
cone appelé face secondaire tandis que les hydroxyles primaires en C6 se trouvent du coté le
plus étroit (face primaire) (Fig. I.2). La libre rotation des hydroxyles primaires diminue le
diametre effectif de la cavité du co6té ou ils se trouvent alors que les hydroxyles secondaires
sont en position plus figée. L’intérieur de la cavité est constituée par des atomes d’hydrogene
portés par les carbones C3 et C5 ainsi que par les atomes d’oxygeéne participant a la liaison

glycosidique, ce qui lui confere un caractere apolaire [23-25 ].
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Figure I.2: Représentations de la structure chimique des cyclodextrines naturelles [25, 26]
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Quelques caractéristiques des cyclodextrines naturelles (a-, B- et y -CD) sont reprises
dans le tableau XXIII. Le diametre de la cavité et la masse moléculaire augmentent avec le
nombre d’unités glucopyranose constitutives. Bien que toutes les cyclodextrines soient

solubles en milieu aqueux, leur solubilité dans 1’eau augmente dans le sens: - < a- <y -CD.

Tableau XXIII : Caractéristiques des cyclodextrines naturelles [27, 28]

Cyclodextrine Diamétre de la Masse moléculaire  Solubilité aqueuse % m/m d’eau de
cavité centrale (A) a4 25°C (g/100 ml) crystallisation
w-CD 47-573 972 14,5 10,2
p-CD 6,0 - 6,5 1135 1,85 13,2 - 14,5
1CD 75-873 1297 23,2 8,13-177

Les cyclodextrines se trouvent sous forme hydratée a 1’état solide. La teneur en eau a

1I’équilibre dépend des conditions de cristallisation et de la nature de la cyclodextrine.
I.1.3.2.1. Formation de complexes

Etant donné leur structure particuliere et la dualité de leur polarité, les cyclodextrines
sont capables d’augmenter la solubilité aqueuse de composés en formant des complexes
d’inclusion. Possédant une cavité plutot hydrophobe, elles peuvent encapsuler des substances
ou des parties de molécules a caractere lipophile [29]. Des complexes de stoechiométries
diverses peuvent étre formés (Fig. 1.3). On parle de complexe 1:1 lorsqu’une molécule
invitée interagit avec une molécule de cyclodextrine. Un complexe 1:2 voire 1:3 est formé si
la molécule invitée est de grande taille et si plusieurs molécules de cyclodextrines peuvent
interagir avec elle. Par contre, un rapport 2:1 est obtenu dans le cas ou la cavité de la
cyclodextrine est suffisamment spacieuse pour accueillir deux molécules. La taille de la
cavité et de la molécule invitée jouent donc un rdle important dans le processus de

complexation [23].
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Complexe 1:2 Complexe 1:1 Complexe 2 :1

Figure 1.3 : Représentations schématiques de complexes d’inclusion de stoechiométries
différentes [30].

Outre la taille, des facteurs tels que I’encombrement stérique, la charge et la polarité
de la molécule invitée sont importants pour la formation de complexes d’inclusion. Il existe
une corrélation directe entre le caractere hydrophobe de la molécule ou de certaines parties de
celle-ci et la stabilit¢ du complexe formé [23]. Aucun lien covalent n’est formé ou rompu
durant la complexation. La principale force provoquant la formation des complexes est la
stabilisation énergétique du systeme par le remplacement dans la cavité, des molécules d'eau
a haute enthalpie par des molécules hydrophobes qui développent des interactions de van der
Waals avec la face interne du macrocycle [31]. Ce processus réversible (les molécules
complexées sont en équilibre avec les molécules libres en solution) peut étre quantifié par une

constante d’équilibre appelée constante de stabilité (K).
a. Etude des complexes

Les analyses effectuées, afin de mettre en évidence I’existence d’un complexe
d’inclusion en solution, se basent sur les modifications des caractéristiques physico-
chimiques de la substance complexée. En théorie, toute méthode qui permettrait de mettre en
évidence des changements au niveau par exemple, de la solubilité (diagramme de solubilité),
de la rétention en chromatographie liquide, de 1’absorption dans le domaine UV-visible, de la
fluorescence ou des déplacements chimiques en résonance magnétique nucléaire, peut étre

employée pour I’étude des complexes [32, 33].
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Divers auteurs ont montré que les polyphénols manifestent une affinité modérée pour
la B-CD [34, 35]. Ce macrocycle peut interagir avec les polyphénols grace a des liaisons de

Van der Waals, des liaisons hydrogenes et par effet hydrophobe [36]. Les constantes de

stabilit¢ des complexes d’inclusion varient de 20 a 600 M-1, comme le montre le

tableau ci-dessous :

Tableau XXIV : Interaction de divers polyphénols avec la -cyclodextrine

Composé KM Méthode utilisée Référence
Quercétine 600 (pH 7,4 ; | Diagramme de | Jullian et al. [37]
30°C),n=1 solubilité
250 (pH7,4),n=1 | Chromatographie sur Leder et al. [38]
Rutine couche mince Haiyun et al. [39]
270 Fluorescence Nguyen et al. [40]
Catéchine 20 (25°C) Spectroscopie RMN Jullian et al. [41]
n=1
Acide caféique | 300 (pH 7 ; 20°C) Fluorescence Gornas et al. [42]
Acide 530 (pH 3,6; 25°C) | Spectrométrie UV-Vis Irwin et al. [43]
chlorogénique | 600 (pH 6,5; 25°C) | RMN
400 (pH 7; 20°C) Fluorescence Gornas et al. [42]
Hydroxytyrosol | 90 (pH7),n=1 Spectroscopie RMN Loépez-Garcia et al. [44]

1.1.3.2.2. Applications diverses

Compte tenu de leurs propriétés, les cyclodextrines trouvent des applications
essentiellement dans I’industrie pharmaceutique (formulation de médicaments) et alimentaire
(encapsulation des aromes) [45], mais également en agriculture et dans 1’industrie textile,
cosmétique ou chimique. Elles peuvent étre utilisées dans les méthodes séparatives
(séparation d’isomeres et d’énantiomeres) et dans les réactions catalytiques grice a leur

faculté a mimer les enzymes [31, 46].
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I1. Activité antioxydante des polyphénols

Les données récentes sur la biodisponibilité et les effets santé potentiels des
polyphénols montrent clairement la nécessité de reconsidérer leur activité antioxydante. Elle
ne pourrait €tre que marginale dans les effets biologiques post-absorption en raison méme
des faibles concentrations circulantes (au mieux 1 uM) au regard de la capacité antioxydante
totale du plasma (de l'ordre de 1 mM) mais aussi en raison de la forte conjugaison intestinale et
hépatique des polyphénols qui typiquement abaisse fortement leur pouvoir réducteur. C'est la
raison pour laquelle notre travail est focalisé sur la modélisation d'effets antioxydants avant
absorption intestinale, c'est-a-dire dans le tractus digestif. Notre hypothese est que c'est en ce
site, ou les formes natives peuvent s'accumuler en fortes concentrations, que 1'étude de l'activité

antioxydante des polyphénols prend tout son sens.

De nombreuses méthodes ont été mises au point pour déterminer l'activité
antioxydante d'aliments, d'extraits ou de composés individuels. Ces tests peuvent se diviser en
deux catégories: les tests mesurant le transfert d'électrons ou d'hydrogene vers un radical
coloré stable facile a détecter (DPPH, TEAC) et ceux faisant intervenir une compétition
(ORAC, décoloration de B-caroténe et de crocine) entre l'antioxydant et une cible a protéger
(pigments, lipides). D’apreés une étude récente [1], 19 méthodes sont utilisées actuellement
pour ’estimation in vitro du pouvoir antioxydant d’un échantillon et la méthode au DPPH’
représente le test le plus souvent adopté (Fig. IL.1). Il est important de sélectionner et
d’employer des méthodes fiables et rapides dans le but d’évaluer cette activité. A cet effet, le
test choisi dans ce travail est la réduction du radical DPPH" par les polyphénols en modele

simple de I’environnement gastrique.
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Figure II.1: Fréquence d’utilisation des méthodes d’évaluation in vitro de ’activité antioxydante

[1]
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II.1.Test de réduction du radical stable DPPH*

Le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (o,0-diphenyl-B-picrylhydrazyle) fut 'un des premiers
radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-activité antioxydante des composés
phénoliques [2, 3]. Il possede un électron non apparié typiquement représenté sur I’atome
d’azote adjacent au noyau picryle mais fortement délocalisé (Fig. I1.2). Du fait de cette
délocalisation et du volume stérique, le radical ne forme pas de dimeres, i.e. DPPH’ reste dans sa
forme monomere relativement stable a température ordinaire. La délocalisation provoque aussi la

couleur violette bien caractéristique de la solution de DPPH’ [4].

NO,

O,N N
NPh,
NO,

Figure IL.2: Structure du radical stable DPPH®
Le radical DPPH® présente une bande d'absorption maximale a 515 nm dans le

méthanol. Cette bande disparait lors de la réduction du DPPH (en l'hydrazine correspondante) par

un composé donneur d'atomes H (ArOH), selon 1’eq.1 et la Figure IL.3 [5, 6, 7].

k
DPPH®* + ArOH ———> DPPH-H + ArOe [Eq.1].
. O
. [/ M
03N N—N OaN N—N
+ ArOH =———> ArO- + 2
. . O
1: Diphenylpicrylhydrazyl 2: Diphenylpicrylhydrazine
(Forme radicalaire) (Forme non radicalaire)

Figure IL.3: Réduction du radical DPPH* [8]

Le composé a tester est ajouté a une solution méthanolique ou éthanolique de DPPH® en
grand exces. Dans la version la plus simple du test, apres 10 a 30 min de réaction dans le

noir (durée nécessaire pour le transfert de tous les atomes H labiles), 1'absorbance
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résiduelle a 515 nm est enregistrée. La procédure est répétée en modifiant les concentrations du

composé a tester [9].

Le potentiel donneur d'atomes H d'un échantillon est le plus souvent exprimé par le

parametre EC50 qui correspond a la concentration d'antioxydant nécessaire pour réduire de

50% la concentration initiale de DPPH®. Plus le EC5( est faible, plus 'antioxydant est efficace
(plus grand nombre d'atomes H labiles), ce qui permet de déterminer des relations entre
structure chimique et activité [10, 11]. Une analyse plus fine permet également de caractériser
les antioxydants par des parameétres cinétiques. On peut ainsi déterminer la stoechiométrie

totale (ntot, inversement proportionnelle & EC50) de la réaction, soit le nombre de radicaux
DPPH? réduits par molécule d’ antioxydant mais aussi la constante de vitesse de transfert du

premier atome H vers le DPPH® [12].

Du point de vue méthodologique, le test de capture du radical libre DPPHe est simple,
rapide et peu coliteux [13]. Il est recommandé pour des composés contenant des atomes H labiles
de type SH, NH et OH. Il s’effectue a température ambiante, ce qui permet d’éliminer tout risque
de dégradation thermique des molécules thermolabiles comme les polyphénols. Les résultats sont

tres reproductibles et comparables a d'autres méthodes telles que le test TEAC (capture du

radical-cation ABTS*t, exprimé en équivalent Trolox). Cette méthode est largement utilisée pour
tester I’activité antiradicalaire de jus de fruits et l1égumes ou d'extraits riches en composés

phénoliques [1, 14, 15].

En conclusion, le DPPH est trés commode pour une premiere évaluation d'antioxydants
donneurs d'atomes H en milieu organique (méthanol ou éthanol). Toutefois, le point le plus
délicat reste l'extrapolation des résultats a des situations d’intérét biologique (ex. : action dans
le tractus digestif) d’ou la nécessité de remplacer les solvants organiques par un environnement
aqueux incorporant une variété de biomolécules avec lesquelles les polyphénols sont

susceptibles d’interagir.
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I1.2. Objectifs et enjeux

Les tests in vitro simples de détermination de I’activité antioxydante des polyphénols ont
une portée limitée et sont difficilement extrapolables pour évaluer 1’effet antioxydant des
molécules apres ingestion, ces composés étant transformés lors de leur séjour dans 1'organisme.
L’effet des polyphénols sur la protection antioxydante des tissus est influencé par leur
biodisponibilité qui varie considérablement d’une molécule a une autre. L’ensemble des
phénomenes de conjugaison que peuvent subir les polyphénols induit une modification de leur

capacité antioxydante [16].

Les propriétés antioxydantes des polyphénols dépendent également de leur
environnement physicochimique qui varie selon les conditions physiologiques et les tissus
considérés. Une influence majeure des protéines plasmatiques comme ’albumine ainsi que des
autres antioxydants présents a été mise en évidence [17, 18]. Ainsi, les propriétés bénéfiques des
polyphénols sur la santé ne peuvent pas étre expliquées seulement par leur potentiel antioxydant
mesuré in vitro, dans des solvants organiques, et les tests de capacité antioxydante de ces

molécules ont une faible valeur prédictive de leur effet in vivo.

C'est pour répondre a cette problématique que la priorité doit étre de mettre au point des

tests antioxydants modélisant au plus pres les conditions prévalant in vivo.

Ce travail s’inscrit dans la perspective de développer un test antiradicalaire mettant en
jeu des analyses cinétiques quantitatives des réactions de transfert d’atomes H des polyphénols

au radical DPPHe dans un milieu micellaire faiblement acide modélisant simplement ['estomac

apres_ingestion d'un repas. Afin d’appréhender au mieux les propriétés antioxydantes des

composés phénoliques dans ce systeme, notre étude est complétée par la mise en évidence de
I’influence de composants du bol alimentaire, tels que les protéines et les polysaccharides, sur la

capacité de ces antioxydants a piéger des especes radicalaires.
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I1.3. Matériels et méthodes
I1.3.1. Réactifs
L’ensemble des réactifs utilisés lors des expériences est rassemblé dans le tableau XXV.

Tableau XXV: Liste de réactifs et solvants utilis€s

Réactifs Pureté % Fournisseur
Quercétine dihydrate 98 Aldrich (Allemagne)
(+)-Rutine hydrate 95 Aldrich (USA)
Polyphénols (+) Catéchine hydrate 96 Fluka (Indonésie)
Hydroxytyrysol - Sigma-Aldrich (USA)
Acide chlorogénique 97 Aldrich (Allemagne)
Oleuropéine - Aldrich (Allemagne)
Protéine SAB (sérum albumine bovine) 96 Sigma
Polysaccharide B—Cyclodextrine - Aldrich
Tampon acétate | Acide acétique glacial - Prolabo
Acétate de sodium trihydraté 99 Alfa Aesar
Brij 35 - Sigma Aldrich
Autres DPPH 90 Sigma
Méthanol UV-Vis 99.9 -Merck

I1.3.1. Analyses

Les réactions de transfert des atomes H des polyphénols sélectionnés (quercétine,

catéchine, rutine, oléuropéine, hydroxytytrosol et acide chlorogénique) au radical DPPH® ont été

suivies par spectroscopie UV-Visible (HP 8453 a barrettes de diodes). La température dans la

cellule a été maintenue a 25°C au moyen d’un bain thermostaté. La solution du DPPH® a été
préparée dans le tampon acétate (0.1M, pH 5) en présence du Brij 35 (détergent non ionique, 20

mM).

Les solutions de DPPH® (300 uM) et de phénols (50 ou 150 uM) ont été individuellement
préparées dans le tampon acétate (0.1M, pH 5) en présence de Brij 35 (détergent non ionique, 20
mM). Le cas échéant, les solutions de phénols contenaient également de la BSA (250uM) ou de
la B-CD (250uM). Dans 1 ml de la solution de DPPH® fraichement préparée a 150 uM et placé
dans la cellule du spectrophotometre, sont ajoutées 1 ml d’une solution de polyphénol dans le
tampon acétate a pH 5 (rapport molaire DPPH®/polyphénol = 2 ou 6). La réaction de réduction
est suivie dans le temps (mode cinétique), en présence et en absence de la protéine SAB et d’un
modele d’amidon (B-cyclodextrine) comme suit : les spectres sont enregistrés pendant 2 min a un
intervalle de 0.5 s afin de déterminer les constantes de vitesse et les stoechiométries. Des

cinétiques de 60 min ont ét¢ utilisées pour déterminer les steechiométries totales.
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I1.3.2. Analyse des données (curve fitting)

Le traitement des données par des procédures d’ajustement de courbes (curve fitting)
exprimant la variation de ’absorbance en fonction du temps (détermination des constantes de
vitesse) a été réalisé sur un PC a ’aide du programme Scientist (MicroMath, Salt Lake City,
USA) apres implémentation dans les modeles des conditions initiales de concentrations et des
équations adéquates déduites de la loi de Beer-Lambert et des lois de la cinétique chimique (voir
plus loin). Les courbes théoriques sont ajustées aux courbes expérimentales par régression non
linéaire selon la méthode des moindres carrés. Pour I’analyse statistique, seules les données
ayant un coefficient de corrélation > 0.99, ont été prises en compte. Le calcul de la moyenne et
de D’écart type est réalis€é avec Excel 2010. Pour chaque antioxydant, les résultats

correspondants, constantes de vitesse et stoeechiométries, représentent la moyenne de trois essais.

11.4. Résultats et discussion

Le DPPH?®, un radical organique libre et stable, est trés utilis¢ pour I’estimation de la

capacité antioxydante. Par ailleurs sa tres faible solubilit¢ dans 1’eau limite son application en

solution aqueuse. De ce fait, nous avons opté pour I’incorporation du DPPH® dans un milieu
micellaire faiblement acide pour améliorer sa solubilité et nous rapprocher des conditions
gastriques. L’évaluation du pouvoir antioxydant dans ce systeme est plus pertinente que dans les
solvants organiques typiquement utilisés (méthanol et éthanol) et permettra d’incorporer dans le

modele des protéines et polysaccharides.
I1.4.1. Solubilisation du DPPHe* en milieu aqueux

Dans un premier temps, la solubilisation du DPPH’ en milieu aqueux en présence d’un
détergent a été évaluée et les résultats sont présentés sur la Figure I1.4. Six solutions de DPPH’
(25 - 200 uM) dans le tampon acétate (0.1 M, pH 5) en présence de 20 mM de Brij 35 ont été
analysées a 529 nm. Une bonne linéarité concentration - absorbance a été observée jusqu’a 150
uM, puis I’absorbance de la solution de DPPHe sature, probablement en raison de phénomenes

d’agrégation. Ainsi, grace au détergent non ionique Brij 35 [C;;Hs5-(OCH,-CH;).3-OH], le

radical DPPH" a été solubilisé en milieu aqueux 2 une concentration adéquate de 150 uM, a
laquelle toutes les expériences ont €été effectuées. En effet, a cette concentration, nous
remarquons une absorbance stable et reproductible. Ainsi, le coefficient d’absorption molaire a

pu étre calculé : €™ = 10700 L mol™ cm™.
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A (529 nm)
1, -
1,2 -
0, -
0,4 -
0 T T T 1
0 0,5 1 1,5 2
Concentration DPPH* (104 M)

Figure I1.4: Solubilisation du radical DPPH" en tampon acétate (pH 5) en présence du détergeant
Brij 35 (20 mM)

I1.4.2. Caractéristiques spectrales du DPPHe dans le systéme micellaire

Le spectre d'absorbance du DPPH’ dans le tampon acétate (0.1 M, pH 5) en présence de
Brij 35 (20 mM) est présenté dans la Figure IL.5. Il est a noter que l'absorption maximale de
DPPH?e est a 529 nm, avec un coefficient d’absorption molaire de 10700 L mol™ cm™. Ce résultat
est en accord avec les caractéristiques spectrales du DPPH" dans le méthanol rapportées par
Goupy et al. [12] et Noipa et al. [19] comme suit: € = 11240 L mol! cm™ 4515 nmet g =
10730 L mol cm™ & 516 nm, respectivement. Le décalage du maximum d’absorption de 515 nm
a 529 peut étre dii a la diminution de la polarité du milieu environnant les molécules de DPPH’

19, 20].

1,5 -

0 T T T T T T

250 350 450 550 50 750 50
A (nm)

Figure I1.5: Spectre d’absorption du DPPH’ (1.5 mM) dans le tampon acétate (0.1 M, pH 5) en
présence du Brij 35 (20 mM)
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Puisque la sensibilité de la méthode, exprimée par 1'absorption molaire du DPPHe, est trés
satisfaisante, 1’estimation de 1’activité scavenger des antioxydants en milieu aqueux peut étre
effectuée par mesure de la diminution de I’absorbance a 529 nm, donc de la méme manicre que

dans la version classique du test DPPH’ en solution méthanolique.

Apres I’ajout d’une série d’antioxydants (quercétine, catéchine, rutine, oléuropéine,
hydroxytytrosol et acide chlorogénique), 1'absorbance visible décroit rapidement pendant 1 a 2
min a la suite du transfert des atomes H les plus labiles de I’antioxydant. Cette étape est
généralement suivie d'une diminution beaucoup plus lente de l'absorbance visible, mettant en
évidence la capacité des produits de dégradation de I’antioxydant a transférer les atomes H

résiduels [21, 22].

Le piégeage des radicaux libres par des antioxydants peut opérer selon deux types de
mécanismes: (i) le transfert de 1’atome d’hydrogéne du groupement hydroxyle; (ii) le transfert
d’un €lectron a partir de la fraction d’ion phénate présente dans le milieu [23-25]. Plusieurs voies
réactionnelles sont alors possibles selon le devenir du radical aryloxyle (Ar-OH: composé

phénolique, typiquement un noyau catéchol) [15] :

DPPH’ + ArOH — DPPH-H + ArO’
2 ArO’ — Dimére
DPPH'+ ArO" — 0-Quinone + DPPH-H
2 ArO" — 0-Quinone + ArOH

La quinone elle-méme est typiquement instable et peut conduire a des dimeres ou réagir
avec des nucléophiles présents dans le milieu. Ces composés (dimeres, adduits quinone-

nucléophile) sont susceptibles d’exprimer une activité antioxydante résiduelle.

Pour comparer les cinétiques obtenues, un modele théorique établi par Goupy et al. [12]
a été utilisé. Ce modele permet de calculer ki, la constante de vitesse pour la capture du premier
atome H de Dl’antioxydant et n, la steechiométrie de 1’antioxydant (le nombre de moles de
radicaux piégés par mole d’antioxydant), qui n’est qu’une estimation partielle sur la durée de la
cinétique. Seul le premier stade de la réaction (étape rapide) a fait I’objet d’une analyse cinétique
détaillée. En revanche, les cinétiques sur une période d’une heure sont utilisées pour la
détermination de la steechiométrie totale (n,) des polyphénols testés, qui est 1’équivalent de n

quand la réaction est supposée completement terminée (Eq. 2).
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F’mt =(Ag-Ar)/ & J [Eq. 2]

Ou : - Ay: Absorbance initiale de la cinétique ;
- Ar: Absorbance finale de la cinétique ;
- ¢ : Concentration initiale de I’antioxydant;

- € : Coefficient d’absorption molaire a 529nm.

NB: pour I’application de I’Eq 2, le DPPH doit étre en fort exces. Plus précisément, le rapport

molaire initial DPPHe / antioxydant (A, / €C) doit étre supérieur a n.

11.4.3. Modele cinétique

Afin d’analyser les réactions de transfert des atomes H entre le DPPHe et un antioxydant
donné au cours de I’étape rapide (1-2 min), un modele simple, sans hypothese sur le mécanisme
de dégradation de I’antioxydant, peut étre utilisé. Un antioxydant de steechiométrie n est
simplement considéré comme n sous-unités indépendantes, notées AH, qui transférent un seul
atome H au radical DPPH* avec la méme constante de vitesse k [22, 26]. Ainsi, les équations 3 et
4 peuvent étre utilisées dans les procédures d’ajustement des courbes exprimant 1’absorbance en
fonction du temps (A: absorbance a un temps t; Ay: absorbance initiale de la cinétique; c:
concentration initiale de I’antioxydant; co: concentration initiale du DPPHe; C: concentration

initiale des sous-unités AH; C = nc).

A = € [DPPH"] [Eq 3]
R=- % [ArOH] = - — [DPPH*] = k [ArOH] [DPPH*] [Eq 4]

a

dt
Ainsi la vitesse initiale de consommation du radical DPPHe peut s'écrire : Ry = knccy =
kicco, k; étant la constante de vitesse du transfert du premier atome H de 1’antioxydant testé vers
le radical DPPHe. Donc, la constante k peut étre identifiée a k;/n. L’analyse des données (curve
fitting) a été réalisée avec les deux parametres a optimiser n et k;, puisque cette derniere permet

une comparaison plus simple entre les antioxydants que k.

Les résultats des analyses cinétiques quantitatives des réactions de transfert d’atomes H
des polyphénols (quercétine, rutine, catéchine, acide chlorogénique, oléuropéine,

hydroxytytrosol) au radical DPPHe sont rassemblés dans le tableau XXVI.
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Tableau XXVI: cinétiques de transfert d’atomes H des polyphénols testés vers le radical DPPHe
(tampon acétate 0.1 M, Brij 35 20 mM, pH 5, 25°C, N = 3)

Antioxydants k,/M's! n (partiel) n (total)
SAB 6.6 £0.1 - 1.66 +0.03
Quercétine 3716 £ 251 1,75 £ 0,02 5,05 £0,01
Quercétine + SAB 2775 + 35 1,63 £0,01 4,65 £ 0,02
Quercétine + B-CD 881 £ 108 1,81 £0,20 4,20 £0,10
Rutine 2917+ 10 1,39 £ 0,01 3,65+ 0,06
Rutine + SAB 1781 £ 16 1,59+ 0,01 3,38+ 0,03
Rutine + B-CD 1746 £ 92 1,38 0,02 3,75+0,15
Catéchine 1689 + 112 1,59 + 0,06 3,56+0,13
Catéchine + SAB 1303 £ 66 1,55+ 0,07 2,63+ 0,29
Catéchine + B-CD 1112 £ 20 1,32+ 0,20 3,91 +0,07
Acide chlorogénique 2556+ 176 1,61 +0,01 2,99+ 0,11
Acide chlorogénique + SAB 1904 + 74 1,71 £ 0,02 2,97+ 0,07
Acide chlorogénique + 3-CD 2502 £ 11 1,65+ 0,01 2,08 +£0,21
Oleuropé€ine 3703 £ 246 1,67 0,01 2,81 +0,05
Oleuropéine + SAB 4960 + 244 1,65+ 0,01 3,63 +0,07
Oleuropéine + B-CD 3359+ 156 1,66 + 0,01 3,06 £0,21
Hydroxytyrosol 1808 + 69 1,61 £0,01 2,78 £0,03
Hydroxytyrosol + SAB 2103 £ 146 1,73 £0,01 3,16 £ 0,09
Hydroxytyrosol + -CD 1912 £ 46 1,67 £0,04 2,94 £0,21

- La constante de vitesse k; et la stoechiométrie partielle n sont obtenues avec 2 equiv. DPPH
- La steechiométrie totale (n,) est calculée a partir de Eq 2 aprés 60 min de réaction avec 6 equiv. DPPH

A (529 nm)
1492777 7 T T T

1.2% j
1.05
0.8%
0.6%

0.4

0.2

0-07‘“\“‘\“‘\“‘\“‘\“‘ATemps(s)
(0} 20 40 60 80 100 120

Figure II.6: Tracé de 1’absorbance du radical DPPH a 529 nm en fonction du temps apres
addition de rutine. Les courbes en trait plein sont le résultat de la procédure de curve fitting.
DPPH: 150 uM, rutine: 75 uM dans tampon acétate pH 5 en présence de Brij 35 (20 mM).
m: rutine, ®: 1 rutine + 3-CD (250uM), a: rutine + BSA (250uM).
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Au terme de I’étape rapide (Fig. I1.6), le nombre de moles de DPPH réduites par mole
d’antioxydant (n partiel) est environ de 2, ce qui correspond au transfert des 2 atomes H labiles
des noyaux catéchol. Par ailleurs, les stoechiométries totales (n.r) des différents polyphénols

¢tudiés sont de I’ordre de 3 a 5 radicaux DPPH piégés par molécule d’antioxydant.

Les valeurs de k; relativement élevées confirment que tous les polyphénols sélectionnés
sont de bons donneurs d’atomes H. En effet, par arrachement d’un 1% atome H, les polyphénols
porteurs d’un groupement catéchol (1,2-dihydroxybenzene) sont transformés en ortho-
semiquinones, qui sont des radicaux relativement stables grace a la délocalisation des électrons

et a la formation d’une liaison hydrogene intramoléculaire [12, 27, 28]. Toutefois, la quercétine
-1 -1 -1 -1
(k;=37 x 10*°M s ) et la rutine (k; = 29 x 10> M s ), sont de meilleurs donneurs d’atomes H

-1 -l
que la catéchine (k; =~ 17 x 10> M s ), ce qui souligne le role favorable de la conjugaison des
cycles B et C dans la stabilisation du radical semiquinone. En outre, la quercétine a une
stoechiométrie totale plus importante (n = 5) que celle de la rutine et de la catéchine (n =~ 4), ce

qui confirme le role de C3-OH dans les réactions de transfert d’atomes H.

11.4.4. Relations structure - activité

Nos résultats sont en accord avec les relations établies entre la structure des flavonoides
et leur capacité a piéger les radicaux libres. En effet, de nombreuses études convergent pour
proposer que l’activité dépend essentiellement de trois critéres, représentés dans le schéma

ci-dessous [29, 30].

Figure 1.7: Eléments essentiels pour I'activité antioxydante des flavonoides

(1) La présence d’un cycle B de type catéchol (3°,4’-dihydroxy) ;
(2) La double-liaison C2-C3 conjuguée avec la fonction 4-0xo ;
(3) La présence du groupement 3-OH en combinaison avec la double-liaison C2-C3.

La quercétine combine ces trois criteres structuraux et se révele bien la plus active.
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La rutine est moins active en accord avec sa stabilité bien plus importante vis-a-vis de
I’oxydation. En effet, la glycosylation du groupement OH du cycle C abaisse fortement le
caractere réducteur du noyau flavonol [31, 32], ce qui va de pair avec une baisse de I’activité

antioxydante.

Le méme résultat a été obtenu par Rice-Evans et al. [29], qui ont rapporté que 1’activité
de réduction du radical ABTS®" par la quercétine est deux fois plus €élevée que celle de la

catéchine et de la rutine (Fig. IL.8).

OH O

OH O oH
quercétine : catéchine
mtme
TEAC4.72x0.10 TEAC 240+0.12 TEAC 2,40 +£ 0,05

Figure IL.8: Réduction du radical ABTS®" par la quercétine, la rutine et la catéchine, capacité

exprimée en equiv. Trolox (plus la valeur de TEAC est élevée, plus la molécule est active).

I1.4.5. Mécanisme d’oxydation

Les polyphénols ayant des stoechiométries €élevées ont une capacité importante a piéger
les radicaux libres par transferts multiples d’atomes H ou d'électrons du phénol de départ et de
certains de ses produits d'oxydation, comme dans le cas de la quercétine [33]. Les données de la
littérature sur les voies d’oxydation des flavonoides permettent d’interpréter les différences

observées.
11.4.5.1. Quercétine

Les voies générales de dégradation oxydante de la quercétine lors du piégeage du radical
DPPHe ont été proposées par Goupy et al. [12]. La figure 11.9 représente les mécanismes
d’oxydation possible de la quercétine. Le radical aryloxyle est généré par I’arrachement d’un
atome d’H sur I’un des OH les plus labiles de la quercétine (O3-H, O3’-H, O4’-H). L’arrachage
d’un second atome H ou la dismutation des radicaux aryloxyles conduit a une o-quinone et une
p-méthylenequinone tautomeres. Deux voies distinctes sont alors possibles selon le

nucléophile (eau ou quercétine) :
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Suite a l'addition d'une molécule d'eau sur l'intermédiaire p-méthylenequinone, il se
forme un composé de type benzopyranone, rapidement converti en une forme plus stable de
structure benzofuranone. La coupure oxydante de celle-ci conduit aux acides protocatéchique
(3,4- dihydroxybenzoique) et 2,4,6-trihydroxyphénylglyoxylique [34]. En présence de fortes
concentrations de flavonol, la quercétine elle-méme peut jouer le rdle du nucléophile. Son

addition via le noyau catéchol sur la p-méthylénequinone entraine la formation d’un dimere
[33].

OH
OH
+H,0
HO o COH
4 N
ao :
OH
oe ©
HO OH
2H COH
0 0
HO 0 B HO 0 OH
0 SN S Ve
oH OH
. 0 0
OH OH

Figure I1.9: Mécanisme générale d’oxydation de la quercétine [28].
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Les cascades réactionnelles (Fig. IL.9) avec régénération des groupements catéchol
riches en électrons, de méme que la formation de simples produits de clivage (acide 3,4-
dihydroxybenzoique) avec une activité de transfert d’atome H résiduelle, permettent de
comprendre les steechiométries élevées observées dans les réactions antiradicalaires des
flavonoides les plus efficaces [12]. Les étapes d’oxydation de la quercétine semblent assez
générales et ont été effectivement mises en évidence dans des émulsions lipidiques [36] et des

complexes avec la sérum albumine [37].

Les produits d'oxydation de la quercétine, notamment le dérivé benzofuranone et
l'acide protocatéchique, posseédent un pouvoir antioxydant propre. Ils contribuent au pouvoir
antioxydant global de ce flavonol, ce qui explique pourquoi la quercétine est un trés bon
antioxydant en général, dont l'effet protecteur peut persister méme apres sa consommation

totale.
11.4.5.2. Catéchine

Lors de son oxydation, I’évolution principale de la catéchine est la dimérisation
(Fig. I1.10). En effet, deux dimeres oxydés ont été caractérisés dans des travaux antérieurs [36,
39]. La voie d’oxydation proposée par Dangles et al. [40] quand la catéchine réagit avec le
DPPH dans le méthanol peut étre aussi proposée dans le milieu micellaire: un transfert de deux
atomes H de la catéchine (CatH,) au DPPH pour former 1’o-quinone ( Cat) qui subit (sur les
atomes électrophiles C-2' et C-6") l'attaque nucléophile du carbone C-6 ou C-8 d'une 2° unité

CatH, avec formation d’un dimere incolore de type biaryle.

Le noyau catéchol nouvellement formé s'oxyde a son tour et la p-méthylénequinone
ainsi formée subit l'addition nucléophile intramoléculaire de groupes OH a proximité (Fig.
I1.10) [38, 39]. Dans les deux types de dimeres, un noyau catéchol est présent, ce qui laisse
supposer qu'ils possedent des propriétés antioxydantes. Ils sont effectivement consommés a

leur tour et doivent donc contribuer a I'activité réductrice globale de la catéchine.
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Dimere 2

Figure I1.10: Mécanisme général d’oxydation de la catéchine.
I1.4.5.3. Rutine

Il n'existe a lheure actuelle aucune information sur la structure des produits
d'oxydation de la rutine. Seul l'intermédiaire o-quinone, formé lors de l'oxydation de la rutine

par le DPPH, a été mis en évidence [22, 34, 41].

D’apres les travaux de Nkhili [42], les analyses CLHP-SM ont montré que les produits
d’oxydation de la rutine en présence de H,O; et des ions du cuivre sont des produits d’addition
de solvant (H,O ou MeOH) sur le cycle B de I’intermédiaire o-quinone résultant de 1’oxydation
biélectronique de la rutine. Ainsi un mécanisme d’oxydation éventuel de la rutine au cours de sa

réaction avec le radical DPPHe a été proposé et schématisé dans la figure II.11.
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OH O
O

Rutine I

OR
OH O OH o 11
R = B-D-Glc-1,6-a-L-Rha OH
OMe
+MeOH HO O O
o —s | o
OR III
OH
O O
+H,0/-2H HO o) O
I —— | O
OH
OR
OH O v

Figure I1.11: Proposition de structures pour les produits d’oxydation de la rutine (Il — IV) [42]

Les produits IIT et IV correspondent a I’addition de solvant (MeOH ou H,0) sur 1’o-
quinone formée par oxydation a deux électrons de la rutine suivie d’une ré-oxydation éventuelle
(produit IV). Les sites d’addition de solvant sont hypothétiques mais permettent de proposer une
structure pour certains fragments. On peut noter que la présence du résidu rutinose empéche la
formation d’un intermédiaire de type p-méthylénequinone comme dans le cas de la quercétine.
Du coup, I’addition de solvant sur le cycle C avec forte déconjugaison n’a pas lieu. L’addition du
solvant a vraisemblablement lieu sur le cycle B avec maintien d’une forte conjugaison d’ou

I’absorption des produits III et IV au-dela de 300 nm.

Cependant, en 1’absence de H,O,, I’analyse par CLHP ultra-rapide avec détection par SM
de type trappe d’ions montre que 1’autoxydation de la rutine induite par Cu" conduit & un
mélange complexe de dimeéres (résultats en cours de publication par I’équipe). Ces résultats sont
en accord avec les produits identifiés par oxydation enzymatique de la quercétine 3-O-B-D-
glucoside [43]. Ainsi, I’addition d’une 2° molécule de rutine sur I’o-quinone II semble également

une voie majeure dans la formation des produits d’oxydation terminaux de la rutine.
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Les données quantifiant la capacité des polyphénols alimentaires (quercétine, rutine,
catéchine, acide chlorogénique) a capter le radical DPPHe dans différents milieux sont

rassemblées dans le tableau ci-dessous.

Tableau XXVII : Réactivité des polyphénols avec le radical DPPH dans différents milieux a

25°C
Polyphénols Quercétine Rutine Catéchine Acide chlorogénique
723 (£ 15)° 669 (£9)“ 1293 (+38)“ 363 (x4)“
q- 3347 (+56)” 1028 (+56)" - -
1 + + + +
k,/M s 3716 (£251)°¢ 2917 (£ 10)° 1689 (x112)° 2556 (= 176)
1 (partiel) 3.19(x0.02)¢ 212001 2.120.01)“ 2.19 (£0.02) “
2.02(x0.01)"  1.91(£0.01) - -
1.75(*0.0)¢ 1.39(x0.01)° 1.59 (£0.06) 1.61 (x0.01)°
7 (total) 6.9 “ 59¢ 20-25¢ 2.19¢
5.05¢ 3.65¢ 3.56° 3.56°¢
“Dans MeOH [12, 22]

Dans MeOH-tampon phosphate pH 7.4 (1:1) [40]
“Dans tampon acétate pH 5 + Brij 35 (20 mM)

Ces résultats mettent en évidence une réactivité variable de ces polyphénols vis-a-vis du

radical DPPHe d’un milieu a un autre. Ainsi, les parametres cinétiques (constante de vitesse kl,

b c

. L. . . b
steechiométries n et ny,,) varient comme suit: k1” >k, > kl" etmn t“ >n,n  >n,n °.

tot

Les constantes de vitesse de transfert d’atomes H des différents phénols sont influencées
par la nature du solvant [44] quelle que soit la nature des radicaux libres piégés [45]. En
particulier, les réactions en milieu protique sont ralenties par la formation de liaisons hydrogene
entre les groupements OH des phénols et les molécules de solvant. Par ailleurs, les réactions en
milieu micellaire apparaissent plus rapides. De mé&me, Noipa ef al. [19] ont rapporté que le taux
de capture du radical DPPHe par les polyphénols est plus important en solution micellaire que
dans le méthanol en raison de l'incorporation du DPPH a l'intérieur du coeur hydrophobe de la
micelle (Fig. I1.12), ce qui amene le transfert d’atomes H a se dérouler dans un environnement
moins polaire. Chat et al. [41] ont également montré que la rutine solubilisée en présence de Brij
35 interagit avec les micelles par son cycle B (Fig. I1.13). De ce fait, le flavonol oriente son

unité antioxydante (noyau catéchol) vers le radical DPPH, ce qui facilite le transfert d’atomes H.
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Figure I1.13: Positionnement de la rutine dans une micelle de Brij 35 [41].

A la lumiére des résultats d’analyse cinétique du pouvoir antioxydant du DPPHe, en
présence de la protéine SAB et du polysaccharide B-cyclodextrine (Tab. XXVI), nous constatons
clairement que limpact de présence de ces deux composants alimentaires sur le caractere

réducteur des polyphénols testés est assez faible. Il est en outre plus net sur k, que sur la

stoechiométrie. Nous pouvons en donner les interprétations suivantes:

Les flavonoides (quercétine, rutine, catéchine) semblent interagir assez fortement avec la

B-CD ou la SAB d'ou un ralentissement significatif. Cependant, nous pouvons noter que la
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présence de Brij et le pH acide peuvent affecter les valeurs des constantes de liaison K, surtout
avec la SAB (dénaturation partielle de la protéine, changement dans 1'état de charge), d’ou la
difficulté de comparer avec les données de la littérature. En effet, aux alentours de pH 3,
l'albumine subit une modification de sa charge globale (pH; = 4,7 - 4,9) ainsi que des
changements réversibles de configuration, mis en évidence par son comportement

électrophorétique [46].

A partir des travaux antérieurs, les constantes d'association pour la complexation de la

SAB par la quercétine, la rutine et la catéchine ont été déterminées: Rawel et al. ont mis en
évidence une diminution de I'affinité de la quercétine pour la SAB de K= 110 x 103 M-1 a pH 7
ak=41,7x103M-1 a pH 5 [47]. Par ailleurs, Dufour et Dangles ont observé que K diminue de
134 x 103 M1 286 x 103 M~! quand le pH varie de 7,4 2 5 [48]. Art et al. ont utilisé le test

TEAC pour comparer la capacité réductrice de la quercétine et de son complexe avec la SAB.
qui présente un pouvoir antioxydant inférieur a celui du flavonol libre, mettant ainsi en évidence
un phénomene de «masquage» [49]. Par ailleurs 1’affinité de la rutine pour la SAB est estimée a
K=1,6-11x 103 M-1 a pH 7,4 [48, 50] et celle de la catéchine a K= 3,5 x 103 M-1 a pH 7,2
[50]. Une réduction modérée de 1’activité de capture du radical DPPHe par 1’acide chlorogénique

a été aussi montrée, avec des valeurs de la constante de liaison & la SAB s’échelonnant de 5 a 16

x 103 M-1 3 pH 7 - 7,4 telles que rapportées par Rawel et al. & Prigent et al. [47, 52]

respectivement.

Le caracteére donneur d’atomes H des flavonols, quercétine et rutine, au radical DPPHe en
présence de la B-CD s’est révélé inférieur au pouvoir antioxydant individuel des deux
polyphénols. Le complexe d'inclusion de la quercétine au sein de la B-CD est 2 a 3 fois plus
stable que celui de la rutine : K= 600 M-1 et K= 250 M-1 a pH 7.4 respectivement [53, 54].
Ainsi, la B-CD entraine un ralentissement notable (un facteur 4) du transfert d’atomes H de la
quercétine au DPPH alors que ’effet est faible avec la rutine. Curieusement, en solution non
micellaire (mélange MeOH - eau, 1:4), Jullian ef al. [53] ont constaté une activité antioxydante
(test DPPHe) plus forte pour le complexe quercétine - B-CD (1:1) que pour le phénol libre. Enfin,

nous remarquons une faible influence de la B-CD sur I’activité de la catéchine, qui est confirmée

par la plus faible constante d’association : K = 20 M1 [55].

Le pouvoir antioxydant reste inchangé pour I’oleuropéine, 1’hydroxytyrosol et I’acide

chlorogénique : il n’y a donc pas d’influence significative de la SAB ou la B-CD sur ’activité de
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ces phénols. A notre connaissance, aucune donnée n’est actuellement disponible dans la

littérature concernant I’interaction de ces phénols avec la protéine SAB.

L’absence d’effet de la B-CD sur I’activité de I’hydroxytyrosol est en bonne adéquation
avec la constante de stabilité faible du complexe correspondant: K = 90 m-1 [56]. Par contre,

I’acide chlorogénique a une affinité notable pour la B-CD : K = 400 a 600 M- selon Gérnas et
al. [57] et Irwin et al. [58], respectivement. Malgré cette association, Zhao et al. n’ont observé
aucune différence significative entre le pouvoir antiradicalaire de I’acide chlorogénique et celui
de son complexe [59], ce qui est en accord avec le résultat de ce travail. Ces données suggerent
une absence de « masquage » des noyaux catéchol de ces phénols par la B-CD, au cours de leurs

réactions avec le radical DPPHe.

La steechiométrie totale de la SAB elle-méme est de 1’ordre de 1,66 (Tab. XXVI) du fait
de la réactivité de son unique résidu cystéine libre (Cys-34). Pour autant, les valeurs de ny des
flavonoides en présence de SAB sont plus faibles qu’en présence de B-CD. Ce résultat suggere
que les quinones dérivées des flavonoides sont susceptibles de réagir avec les résidus

nucléophiles de la SAB, ce qui peut limiter 1’activité résiduelle des produits d’oxydation.

De ces résultat, nous pouvons dire que, dans le milieu micellaire a pH 5, les polyphénols
abondants dans 1’alimentation exercent un pouvoir antioxydant et que la présence de la protéine
SAB et de la B-cyclodéxtrine ne modifient pas fortement la réactivité et le devenir des phénols
(formation de dimeres, de produits de coupure...), quand ils réagissent avec le DPPH dans ces
conditions. Les phénols de 1'olive, insensibles a ces interactions, semblent plus disponibles pour

une action antioxydante au sein du bol alimentaire.
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Conclusion

La capacité de transfert des atomes H des polyphénols est une propriété biologique
importante, en lien avec I’aptitude de ces antioxydants a convertir les ERO (radicaux oxyles et
peroxyles) en espéces non toxiques pour I’organisme. Le test DPPHe, simple et pratique, peut
donner une évaluation quantitative de la vitesse et de la stcechiométrie des réactions de transfert
d’atomes H des polyphénols. Cependant, les travaux effectués jusqu’a présent ont été

essentiellement conduits en solution alcoolique ou hydro-alcoolique.

Afin de prédire le potentiel antioxydant des polyphénols chez I’humain, nous avons mis
au point avec succes un test DPPHe en milieu micellaire faiblement acide modélisant simplement
l'estomac apres ingestion d'un repas. Cette étude a mis en jeu des analyses cinétiques
quantitatives des réactions de transfert d’atomes H des polyphénols alimentaires (quercétine,
rutine, catéchine, acide chlorogénique, oleuropéine et hydroxytyrosol) au radical DPPHe. Ce
travail a été complété par la mise en évidence de 1’influence de composants du bol alimentaire, la
protéine SAB et le polysaccharide B-cyclodextrine, sur la capacité des phénols a piéger des

especes radicalaires.
L’ensemble des données collectées a montré :

1- Une stabilité du radical DPPHe solubilis¢ en milieu aqueux en présence d’un tensioactif non
ionique (Brij 35), avec un coefficient d’absorption molaire quasiment identique a celui mesuré

dans le méthanol;
2- Un pouvoir antioxydant important des polyphénols testés dans le systeme micellaire;

3- Une réactivité variable de ces polyphénols vis-a-vis du radical DPPHe dans le milieu
micellaire: le nombre de moles de DPPH réduites par mole d’antioxydant est environ de 2 (n
partiel), au cours du premier stade (transfert des atomes H les plus labiles). Par ailleurs, les

steechiométries totales (7)) varientde 3a 5 ;

4- Que la réactivité des phénols avec le radical DPPHe (valeurs de k) est plus forte dans le

milieu micellaire (malgré le pH acide) qu’en solution (hydro)alcoolique ;

5- Que la présence de la protéine SAB et de la B-cyclodextrine ne modifie pas fortement la

réactivité et le devenir des phénols (produits d’oxydation) quand ils réduisent le DPPHe. Les
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phénols de 1'olive (oleuropéine et hydroxytyrosol) apparaissent sensiblement plus disponibles

pour une action antioxydante au sein du bol alimentaire.

Ces résultats confirment le potentiel de ces polyphénols (quercétine, rutine, catéchine,
acide chlorogénique, oleuropéine et hydroxytyrosol) pour une action protectrice contre le stress
oxydant dans le compartiment gastrique. Ainsi 1’étude menée a permis de «mimer une partie du
puzzle » que constitue le compartiment gastro-intestinal ol diverses interactions peuvent avoir
lieu entre les polyphénols et les composants du bol alimentaire, tels que les protéines et les

polysaccharides.

Pour autant, le controle et la compréhension de la réactivité des aliments dans 1’estomac
(en particulier, les risques d’oxydation) sont des voies en cours d’exploration. En effet, 1’estomac
est un organe trés complexe ou plusieurs parametres entrent en jeu apres 1’ingestion d’un repas,
notamment, le pH, la température, les différentes interactions, la digestion partielle des protéines
et des lipides et le brassage. Afin de progresser dans la compréhension des phénomenes, des
expériences en digesteur artificiel, en modéle animal et chez 1’humain sont également

nécessaires.
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II1.1. Etat des connaissances

I11.1.1. Ions métalliques

Les métaux de transition constituent une grande famille d’¢léments chimiques ayant
chacun des propriétés spécifiques en fonction de la structure électronique de leur sous-couche
d incomplete (configuration nd* avec n = 3, 4, 5 et x compris entre 1 et 9). Ces métaux sont de
bons réducteurs et forment facilement des ions par perte d’un ou plusieurs é€lectrons. Ils
possedent plusieurs degrés d’oxydation stables, Les métaux de transition et leurs cations sont
susceptibles de former des complexes de coordination avec une grande variété de ligands
organiques et inorganiques. Par exemple, le dioxygene peut entrer dans le systeme de
coordination du métal (M) et ainsi former des complexes tels que M"—0, ou M""~0,-M"" ou
encore M""=0 apres clivage de la liaison O-O. Ces types de complexes interviennent dans le
cycle catalytique de nombreuses métalloenzymes (oxydases, oxygénases) [1]. Dans ce travail
de these, seul le fer et le cuivre seront étudiés. En effet, ils possedent une réactivité propre, et
par rapport aux autres métaux de transition, ils sont présents dans les aliments, et les systémes
biologiques en quantité non négligeable. La concentration du fer et du cuivre dans les fruits et
légumes peut atteindre respectivement 10 ug/g et 260 pg/g. [2] Impliqués dans la réaction de
Fenton, ils peuvent induire des pathologies liées a la production d’especes réactives de

I’oxygene [1, 3].

L’aluminium a fait aussi I’objet de cette étude, comme exemple d’un métal inerte,
mais qui peut s'accumuler dans les plantes et donc étre consommé par les animaux ou
I’homme. Il est suspecté de provoquer ainsi des problémes de santé (encéphalopathie,

épilepsie, troubles de mémoire) [4, 5].
II1.1.2. Fer, cuivre et aluminium en biologie
e Fer

L’organisme d’un humain adulte possede 4 g de fer dont environ 2/3 sous forme
d’hémoglobine (transport de O, dans le sang). Dix pourcents supplémentaires sont sous forme
de myoglobine (transport de O, dans les muscles) et une faible quantité dans plusieurs

enzymes contenant du fer (ex. : les monoxygénases a cytochromes P450).

I

Le fer existe dans I’alimentation sous la forme oxydée Fe ™. L’acide chlorhydrique

sécrété par la paroi de D’estomac permet sa solubilisation et la vitamine C et/ou les
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II1 I eye . .
en Fe et facilitent ainsi son

polyphénols de 1’alimentation réduisent une partie du Fe
absorption. Ils existent des maladies impliquant des anomalies du métabolisme de fer. En

dessous du taux optimal, il y a risque d’anémie et au-dessus risque de stress oxydant [6].
e Cuivre

Le cuivre est largement distribué dans la nature et est un élément essentiel a la vie. Le
corps humain adulte en contient 80 mg. Il est absorbé au niveau de I’estomac et de la partie
supérieure de I’intestin gréle, probablement sous forme de complexe avec des acides aminés
tels que I’histidine. Ces complexes du cuivre entrent dans le sang et la plupart du cuivre se lie
fortement a I’albumine du sérum tandis que le reste est stocké. Dans le foie par exemple, le
cuivre est incorporé dans la céruloplasmine, une glycoprotéine. On ne peut pas exclure la
possibilité que les ions du cuivre, méme sous forme liée, participent a la production des
radicaux hydroxyles (réaction de Fenton). Ces derniers, tres réactifs, réagiront aussitdt avec le

ligand (protéine) et demeureront indétectables en solution.

L’ingestion du sulfate de cuivre ou d’autres sels de cuivre est une cause
d’empoisonnement aigu. Une conséquence caractéristique de cette surcharge de cuivre est la
nécrose hépatique. Le cuivre, comme le fer joue un rdle de catalyseur ou d’initiateur dans la
formation d’espéces réactives de I’oxygene ainsi que dans la peroxydation des lipides
polyinsaturés des membranes et des lipoprotéines. Il est aussi considéré comme un agent

mutagene potentiel [6].
e Aluminium

C’est un élément omniprésent dans les sols. L’acidification de ces derniers, due aux

pluies acides, augmente la quantit¢ de ce métal sous la forme libre (AP

) toxique dans
I’environnement [7, 8]. Dans ce cas, c’est toute la chaine alimentaire aboutissant a ’homme
qui risque d’étre contaminée. Pour I’organisme humain, I’apport journalier d’aluminium
provient a 95% de 1’alimentation et de 1’eau. La disponibilité¢ de I’aluminium dépend du pH
intestinal, des formes ingérées, de la présence d’agents complexants (comme 1’acide citrique
trés présent dans I’alimentation) [9]. L’ingestion d’aluminium est corrélée a une augmentation
des taux urinaires mais le métal peut aussi atteindre le cerveau et dans certain cas occasionner
des fibroses pulmonaires. De nombreuses études [10, 11] ont montré le potentiel neurotoxique

important du métal: dans le cas de la maladie d’Alzheimer, les cellules du cerveau des

patients atteints contiennent de 10 a 30 fois plus d’aluminium que la normale [12].
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I11.1.3. Interaction des polyphénols par des métaux de transition (Fe, Cu)

Le fer et le cuivre sont des métaux d’importance biologique impliqués dans de
nombreux phénomenes de transport (dioxygéne) et de transfert d’électron. En général
fortement complexés a des protéines de transport ou de stockage (transferrine, ferritine,
hémosidérine) et a des enzymes (cytochromes, peroxydases, superoxyde dismutase, catalases,
...), ils pourraient exister sous forme « libre » (faiblement complexée) a 1’état de traces et

participer alors au « stress oxydant », par production des radicaux oxygénés toxiques [13-15].

S Y + mo~ + RO" (Réaction de Fenton)

ROOH + M®L . M*™ . H” + ROO R=H, lipide polyinsaturé

L’interaction des polyphénols avec les métaux de transition joue un role important
dans les propriétés antioxydantes des polyphénols [16]. En effet, une voie majeure de
production des EOR consiste en la réduction du dioxygene par Fe"" ou Cu' (complexe labiles
en faible concentration) avec la formation de superoxyde et de peroxyde d’hydrogéne et en la
production de radicaux oxyle par coupure réductrice d’hydroperoxydes par ces mémes ions
(réaction de Fenton). La formation de complexes métalliques stables et inertes (bloquant I’ion
métallique sous un état redox donné) constitue un mécanisme potentiel d’action antioxydante.
Pour ce qui concerne les flavonoides, il semblerait que I’importance de ce mécanisme
dépende étroitement de la cible a protéger. En comparaison de I’activité antioxydante par
capture des EOR, il serait mineur dans l’inhibition de la peroxydation lipidique mais

dominant dans I’inhibition de coupures oxydantes de brins d’ADN.

Dans I’organisme, on ne connait pas de mécanismes susceptibles d’éliminer
directement un exces de fer ou de cuivre. La seule méthode pour prévenir une surcharge
excessive de fer ou de cuivre dans ’organisme est de mettre en place une thérapie de
complexation des métaux de transition. A titre d’exemple, on peut citer I’acide phytique qui
est un fort complexant naturel du fer qu’on retrouve notamment dans les céréales et le pain
complet. Pour ces raisons, il peut étre intéressant de disposer de complexants spécifiques des
métaux de transition d’ou I’importance de la consommation des aliments riches en

polyphénols et plus particulierement en flavonoides.
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Sur le plan nutritionnel, il est a noter que la complexation des ions du fer par les
polyphénols place le fer sous une forme non biodisponible (complexes non absorbables dans
le tractus digestif). Il s’agit donc d’un effet antinutritionnel, particuli¢rement significatif pour
les populations des pays en voie de développement dont 1’alimentation est relativement

pauvre en fer.

Enfin, I’interaction des ions métalliques et des polyphénols (anthocyanes présentant
une substitution 1,2-dihydroxy sur le cycle B) est un mécanisme de variation des couleurs
naturelles. La substitution des deux protons du noyau catéchol par I’ion métallique intervient
a pH > 3 et induit de forts déplacements bathochromes de la bande d’absorption du pigment
dans le domaine visible. La présence d’un ion de métal de transition peut étre nécessaire pour
I’expression de la couleur bleue du fait d’un transfert de charge depuis I’anthocyane vers les

orbitales d partiellement occupées du centre métallique.
I11.1.3.1. Complexation des polyphénols avec du fer et du cuivre

. . 1l 1 (s 1

L’environnement des ions Fe" et Fe™ dans les complexes est en général octaédrique
(nombre de coordination = 6) tandis que les complexes du cuivre présentent un nombre de
coordination de quatre dans un environnement tétraédrique (Cu') ou plan carré (Cu")

(Fig. I1L.1a).

Les groupements catéchol et pyrogallol (ex. résidus galloyles des tannins) sont bien
connus pour leur capacité a chélater les ions des métaux de transition, notamment le fer.
Ainsi, les polyphénols possédant 1’'un ou I’autre groupe peuvent se lier au fer avec un rapport
molaire maximal métal-phénol de 1:3 (Fig. III.1b). Cependant, selon le pH et la structure des

composés phénoliques, les modes de coordination sont variés [17].
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Figure II1.1: Géométrie de coordination des ions métalliques dans les complexes (a),

coordination octaédrique possible des complexes polyphénols-fer en général (b) [17]

D’un point de vue structural, les flavonoides ont plusieurs sites potentiels de
complexation métallique :

e Les 5-hydroxyflavones peuvent chélater les ions métalliques grice au groupement 5-

hydroxy-4-oxo pour donner un chélate a six centres.

e Les 3-hydroxyflavones forment avec les ions métalliques un complexe a cinq centres grace

au groupement 3-hydroxy-4-oxo.

Dr”””['.,.-fl

e Les 3’,4’-dihydroxyflavones chélatent les ions métalliques par I'intermédiaire de leur

groupement ortho-dihydroxybenzene (catéchol) présent sur le cycle B.
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8]

Dans le cas plus compliqué d’un flavonoide possédant plusieurs sites de complexation,
tel que la quercétine, la structure et la stoeechiométrie des complexes varient en fonction des

conditions d’acidité et de solvant.

Quercétine

Plusieurs travaux ont mis en évidence que les propriétés réductrices des polyphénols et
leur capacité a former des complexes stables avec les métaux de transition, notamment le fer
et le cuivre, peuvent moduler divers processus d’importance biologique faisant intervenir
I’état redox de I’ion métallique. Les interactions des ions du cuivre et du fer avec les
polyphénols, et plus particulierement avec les flavonoides, sont souvent proposées comme

I’un des mécanismes d’action antioxydante de ces produits naturels [18-24].

Par exemple, les flavonoides inhibent la peroxydation lipidique amorcée par Cu'.
Certaines études ont démontré que les complexes métalliques des flavonoides ont une activité
antioxydante plus puissante que les flavonoides sous forme libre, en particulier pour la
capture du radical-anion superoxyde [25-27]. Cependant la complexation du cuivre ou du fer

par les polyphénols entraine I’inhibition de la peroxydation lipidique seulement si :
- Les complexes de Fe''et Cu' sont inactifs dans la réaction de Fenton;

III I 2 . 2 . L.
- Les complexes de Fe™ et Cu™ sont assez stables pour prévenir une réduction ultérieure en

Fe"' et Cu' susceptible de conduire 2 la réaction de Fenton.
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Afnas’ev et al. [28] ont montré que le complexe Cu'-rutine présente une bonne
capacité a piéger les radicaux libres in vivo et in vitro. Son activité antioxydante est 2 a 30 fois
plus importante que celle de la rutine non complexée. Ces auteurs attribuent ce résultat a
I’acquisition par le complexe formé d’un centre de dismutation de superoxyde. De Souza et

al. [29] proposent la méme interprétation.

R
OH (@] @]
AN (O] N

+ Fe?" — /Feg‘ + 2HF —— /Feg"

OH (@] @]
R
OH (@]
N

+ Fe® — /Fes"—-

OH (@]

Figure II1.2: Coordination de Fe** avec un polyphénol et transfert d’électron en présence

T

A R

d’oxygéne générant le complexe Fe’*-polyphénols (A). Coordination de Fe** avec un
polyphénol, réduction de I’ion et formation de la semiquinone avec réduction de Fe** (B). R=

H, OH (B) [17]

Néanmoins, la complexation métallique des polyphénols et leur activité antioxydante
ne vont pas nécessairement de pair. Certains effets pro-oxydants (production d’ERO) peuvent
se manifester en lien avec a) 1’autoxydation des complexes de Fe" et Cu' (production de

1T

H,0,) et b) la réduction par les phénols de Fe'" et Cu" en Fe" et Cu' (impliqués dans la

réaction de Fenton) (Fig. I11.2) [26, 30-32].

La complexation métallique des flavonoides peut étre étudiée par spectroscopie UV-
visible. Les flavones et flavonols ont typiquement deux longueurs d’onde d’absorption
maximale dans le domaine UV-visible. La premicre, dans I’intervalle 240-285 nm, est
attribuée a la bande I du cycle A. La deuxiéme, dans I’intervalle 300-400 nm, est la bande II
du cycle B. La bande I est due a la transition =—7* du noyau A, tandis que la bande II est
attribuée a un transfert de charge du noyau B vers le noyau C. La complexation des
flavonoides par des ions métalliques provoque des déplacements bathochromes des deux

bandes d’absorption. Il semble que ce comportement soit observé quel que soit le site de

complexation (5-hydroxy-4-oxo, 3-hydroxy-4-oxo ou catéchol).
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Etablir les mécanismes de la complexation des ions métalliques par les polyphénols
permet de mieux comprendre la complexité de leurs propriétés pro- et antioxydantes. Par
conséquent, de nombreux complexes métal-flavonoide ont été synthétisés et caractérisés. Une
grande variété de techniques analytiques (analyse élémentaire, potentiométrie, spectroscopies
UV-visible et infrarouge, spectrométrie de masse, RMN de 'H et 13C) a permis d’¢tudier les
interactions des flavonoides avec les ions métalliques, les sites de complexation, la stabilité et

la steechiométrie des complexes formés, etc...

Les ions métalliques les plus étudiés sont Alm, Fem, FeH, Zn" et Cu'l, Toutefois, les
données sur la structure et la stoechiométrie des complexes sont parfois incompletes et

contradictoires. En outre, les résultats dépendent étroitement des conditions expérimentales.

Une étude sur la complexation de la rutine et de la quercétine par différents ions

i 11 VISR T . P . ..
et Cu a été réalisée par potentiométrie et spectroscopie UV-visible en

métalliques dont Fe
solution aqueuse [33]. Les constantes de stabilité et stoechiométries des complexes ont été
déduites. Les résultats montrent que la complexation de Fe' par la quercétine et la rutine est
plus forte que celle de Cu". Pour Fe™", la complexation est de stoechiométrie 1:1 voire 1:2 et
concerne quasi-exclusivement le noyau catéchol (cycle B). D’une maniere générale, les

I

catéchols sont bien connus pour leur forte affinité pour Fe™. Dans le cas de Cu", la

I

complexation métallique est de stoechiométrie 1:1 voire 1:2. Comme pour Fe™ , il y a

participation du noyau catéchol.

De Souza ef al. [34] ont démontré que la complexation de la rutine et son aglycone
quercétine avec le fer (II) dans le méthanol est de stoechiométrie 3:2 et 2:1, respectivement.
Les stoechiométries des complexes ont été confirmées par les analyses élémentaires et la RMN
du proton montrant ainsi la fixation du fer au niveau du noyau catéchol (cycle B) et du
groupement 3-hydroxy-4-oxo (cycle C) pour la quercétine. Par ailleurs, la rutine a révélé un

autre site de liaison en plus: le groupement 7-OH du cycle A :
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Figure II1.3: Structures des complexes fer-quercétine (A) et fer-rutine (B) dans MeOH (Rut =
rutinonse = L-Rha-a-1,6-D-Glc-). M = Fe(Il), x = 4 [34]

Mira et al. ont effectué une étude détaillée par spectroscopie UV-visible et
spectrométrie de masse de la capacité de chélation des flavonoides par les ions du cuivre et du
fer en fonction du pH [35]. En outre, la capacité de réduction par les flavonoides de Fe'" et
Cu" respectivement en Fe" et Cu' a également été étudiée. Les flavonoides sélectionnés pour
cette étude sont: des flavones et flavonols (apigénine, lutéoline, kaempférol, quercétine,
myricétine et rutine), des isoflavones (génistéine et daidzéine), des flavanones (taxifoline,
naringénine et naringine) et un flavanol (catéchine). Tous ces flavonoides présentent une plus

I

grande capacité a réduire Cu" que Fe'". Les résultats montrent que les flavonoides possédant 2

la fois des groupements catéchol (cycle B) et 3-hydroxyle, ainsi qu’une double liaison (C2,

£ A . 1
C3), réduisent mieux Fe

en Fe'. 11 semble que la réduction du cuivre par les flavonoides
dépende essentiellement du nombre de groupements hydroxyles. Seuls les flavones, les
flavonols et la catéchine peuvent former des complexes avec les ions du fer et du cuivre dans
le tampon acétate a pH 5.5 et le tampon phosphate a pH 7.4. Cependant, pour un pH compris
entre 5,5 et 7,4, tous les flavonoides présentant un groupement 5-hydroxy-4-oxo forment des
complexes avec le cuivre en ce site. A pH 7.4, la complexation de la quercétine, de la
myricétine et de la catéchine par Cu" implique le groupement catéchol du cycle B. De plus, la
quercétine et la myricétine sont les seuls flavonoides qui peuvent interagir fortement avec Fe'"
a pH 5,5. La complexation a lieu sur le site du groupement 5-hydroxy-4-oxo, ce qui pourrait

1T

étre expliqué par la réduction préalable de Fe'" en Fe".
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Sungur et Uzar ont effectué une étude par potentiométrie et spectroscopie UV-

111

visible de la complexation de Fe™ et Cu" par I’acide tannique et la myricétine. Ils en ont

déduit la stoechiométrie des complexes ainsi que leur constante de stabilité. La myricétine et
I’acide tannique ont une plus grande affinité pour Fe™' que pour Cu". La complexation de Fe™"
par ’acide tannique est de stoechiométrie 1:1 a pH < 3, 2:1 a pH compris entre 3 et 7 et 4:1 a

1II

pH > 7. Dans le cas de la myricétine, la complexation de Fe™ est de stoechiométrie 1:2 a pH

compris entre 4 et S et 1:1 a pH 6 [36].

D’autres travaux ont été aussi rapportés sur la complexation métallique des acides
phénoliques [37, 38]. Par exemple, la capacité de complexation des ions du fer par les acides
phénoliques a été quantifiée par Andjelkovic et al. [39] dans le tampon tris a pH 7,4. Dans ces
conditions, les acides vanillique, syringique et férulique ne complexent pas Fe'" en raison de
I’absence de groupement catéchol ou pyrogallol. En revanche, 1’acide chlorogénique a une

grande capacité a chélater Fe'".

Diverses études montrent que les flavonoides peuvent subir une oxydation en présence
de Cu" ou Fe' [26, 28, 29, 40, 41]. C’est notamment le cas des flavonols (Fig. 111.4). Par

ailleurs, les ions Cu' ou Fe' peuvent induire des réactions d’oxydation par O, (autoxydation).

R' R R R RS
OH OH OH H H Quercétine
OH OH H H H Kaempférol “

Figure II1.4: produits de la réaction d’oxydation des flavonols induite par les ions du fer et du
cuivre. Le produit d’oxydation a 2 électrons initialement formé (2-(hydroxyphényl)-2-
hydroxybenzopyran-3,4 dione) s’isomérise en 2-(hydroxybenzoyl)-2-hydroxybenzofuran-
3(2H)-one [42].
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L’oxydation des flavonoides au sein des complexes est fortement liée aux conditions
expérimentales: nature de I’ion métallique, valeur du pH, nature du tampon, potentiel redox
du ligand phénolique, coligands. Actuellement, il est difficile de quantifier complexation et
oxydation dans les matrices alimentaires (ex.: thé vert) et dans les échantillons biologiques
(plasma). Cependant, il est possible de mettre en évidence a la fois la complexation et
I’autoxydation des flavonoides en présence des ions métalliques par CLHP couplée a la

spectrométrie de masse.

L’oxydation de la quercétine et du flavonol (3-hydroxyflavone) en présence de Cu" en
solution alcoolique avec ou sans dioxygene a été rapportée [40]. Les produits d’oxydation
proviennent de l’addition d’une molécule d’alcool en C2 d’un intermédiaire de type
méthyleénequinone correspondant au transfert de 2 électrons et 2 protons. Brown et al. ont

examiné les interactions des flavonoides avec Cu" dans différents tampons [20].

11T o .
par les flavonoides n’a pas lieu en

En milieu fortement acide, la complexation de Fe
raison de la compétition défavorable avec les protons pour les sites oxygénés des ligands.
Cependant, dans ces conditions, Fe est sous forme d’ion Fe* libre, ce qui maximise son
pouvoir oxydant. Les flavonoides sont donc rapidement oxydés malgré 1’absence de

complexes intermédiaires [43].

Concernant les effets pro-oxydants des polyphénols en présence d’ions de métaux de
transition, Il a été montré que certaines catéchines du thé vert, en présence de Cu" dans des
conditions aérobies, peuvent induire la dissociation de I’ADN (Fig. IIL.5) et aussi accélérer la
peroxydation des acides gras insaturés [44]. Hiramoto et al. [45], Moran et al. [46] et
Ohashi et al. [47] ont observé aussi la scission de brins d’ADN in vitro en présence de
complexes Fe’-polyphénols (acide gallique, EGC et EGCG) (Fig. IIL5). Puppo a également
démontré I’augmentation de la production du radical HO" via la réaction de Fenton en
présence de divers flavonoides (myricétine , quercétine et catéchine) [31]. Les effets toxiques
et pro-oxydants des polyphénols in vitro et in vivo ont fait I’objet de revues par Schweigert et
al. et Prochazkova et al.. Ces effets sont liés essentiellement a la capacité des polyphénols a

interagir avec les cations métalliques, notamment ceux du fer et du cuivre [48, 49].
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2+ Cu*

(AH) +\ /* Fe / 2 "“\ %&
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T

Figure IIL.5: La réduction des ions Fe** et Cu?* par un phénol permet de produire les ions de

basse valence nécessaires a la réaction de Fenton, conduisant ainsi a des 1ésions de I’ADN.
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I11.2. Interaction des ions métalliques avec les polyphénols

L’activité antioxydante (capacité a protéger un systeme biologique contre les effets
nocifs des ERO) des polyphénols alimentaires traduit leurs propriétés de piégeurs de radicaux
mais aussi leur capacité a complexer les ions de métaux de transition, et plus particulierement

ceux du fer et du cuivre qui sont impliqués dans les processus d'oxydation en biologie.

Au-dela des études thermodynamiques de la complexation métallique des polyphénols
[1, 2] assez peu d’études cinétiques ont été entreprises [3-6]. En outre, les études sont souvent
conduites dans des conditions fortement acides (pH < 3) pour éviter les problemes de

11T 11 PIREN
et Cu sont exposés a des pH

précipitation et d’autoxydation. Or, dans le corps humain, Fe
neutres ou faiblement acides et typiquement solubilisés par association a des protéines
spécifiques (hémoglobine, ferritine, transferrine...). Cependant, une fraction de ces ions peut
étre plus faiblement liée, notamment a des chélateurs de faible poids moléculaire (tels que les
ions citrate et phosphate, I’ATP...), et ainsi participer a des mécanismes redox producteurs

d’ERO [7].

L’influence des polyphénols de 1I’alimentation sur ces processus, qu’il s’agisse d’effets
pro- ou antioxydants (amplification ou inhibition de la production d’ERO) peut avoir des
répercussions en santé humaine. Un site biologique probable pour ces phénomenes est le
tractus digestif qui est constamment exposé a diverses formes de fer et cuivre alimentaire et a
des concentrations notables de polyphénols sous forme native (si I’alimentation est riche en
produits végétaux). En ce site, la complexation métallique des polyphénols est également
susceptible de moduler la biodisponibilité des ions métalliques aussi bien que celle des
polyphénols, surtout si elle s’accompagne d’une oxydation de ces derniers. Enfin,
I’interaction des polyphénols et des ions métalliques peut avoir lieu dans I’aliment lui-méme,
notamment au cours des procédés technologiques, et constituer la premiere étape vers des
processus d’autoxydation encore mal connus et de nature a abaisser la concentration de

polyphénols dans 1’aliment.

Il est donc d’un grand intérét d’étudier les différents aspects physico-chimiques des
interactions des ions du fer et du cuivre avec les polyphénols d’importance alimentaire
(complexation, oxydation et évolution de 1’état redox du métal), tout particulierement dans

161”6

des conditions de faible acidité correspondant a la phase de la digestion gastrique. Pour ce

faire, notre étude a ét€é menée en milieu aqueux faiblement acide (tampon acétate 0.1M, pH 5
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a 25°C). Au cours de ce travail nous avons sélectionné certains polyphénols représentatifs des
différents classes (catéchine, rutine et acide chlorogénique), qui d’une part sont abondants
dans les aliments, et d’autre part possédent un groupement catéchol garantissant une
interaction avec les ions de métaux de transition. L’ion AI’* inerte a également été étudié pour

comparaison.

Nous espérons ainsi apporter un éclairage physicochimique sur le comportement de

ces antioxydants dans le tractus digestif.
II1.2.1. Analyses
L’ensemble des réactifs utilisés lors des expériences est rassemblé dans le tableau XX VIII.

Tableau XXVIII : Liste de réactifs et solvants utilis€s

Réactif Pureté % Fournisseur

- (+)-Rutine hydrate 95 Aldrich (USA)
Polyphénol - (+) Catéchine hydrate +96 Fluka (Indonésie)

- Acide chlorogénique 97 Aldrich (Allemagne)
Ions du cuivre, - CuCl 99,9 Aldrich (USA)
du fer et - CuCl,, 2H,0 99,90 Aldrich (USA)
d’aluminium - FeSO,4, 7TH,0O 99 Aldrich (USA)

- Fe(NO3);, 6H,O 99,99 Aldrich (USA)

- AL, (SOy)3, 18H,0 95 Panreac
Polysaccharide - B-cyclodextrine - Aldrich
Protéine - SAB (sérum albumine bovine) 96 Sigma
Indicateur - Ferrozine (5,6-diphényl-3-(2- - Aldrich (Allemagne)
Coloré pyridyl)-1,2,4 triazine-4’,4"’-

disulfonate de sodium hydrate)
Tampons - Na,HPO, 99 Aldrich (USA)
phosphate et - KH,PO, 99.5 Fluka (Indonésie)
acétate

- CH5CO,Na, 3H,0 99 Alfa Aesar

- CH;CO,H 99,8 Prolabo
Autres - MeOH, MeCN UV-Vis Analyse
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I11.2.2. Complexation

La complexation des ions métalliques par les polyphénols sélectionnés a été suivie par
spectroscopie UV-Visible (HP 8453 a barrettes de diodes). La température dans la cellule a
¢été maintenue a 25°C au moyen d’un bain thermostaté. Les solutions d’ion métallique ont été
préparées dans MeOH (Al", Fe™, Cu"), MeOH/H,SO4 0,2 M (96/4) (Fe') et MeCN/HCI
0,2M (96/4) (Cu").

Dans 2 ml d’une solution 50 uM de polyphénol dans le tampon acétate a pH 5 placés
dans la cellule du spectrophotometre sont ajoutés 50 puL d’une solution d’ion métallique
(rapport molaire métal/polyphénol p = 0.5 a 5). La complexation est suivie dans le temps

(mode cinétique).

I11.2.3. Dosage de Fe"

Un volume de 0,5 ml d’une solution 10* M de Fe" ou Fe'!

dans le tampon acétate, en
présence ou absence de polyphénol (1 equiv.) est rapidement prélevé, dilué¢ dans 1,5 ml d’une
solution 10 M de ferrozine (FZ) dans le tampon et agité a température ambiante pendant 10
min. Le spectre UV-visible est ensuite enregistré afin de mesurer 1’absorbance a 564 nm

(€(Fe"-FZ) =27900 M cm™) [8].

Cette méthode de dosage s’appuie sur la complexation sélective de Fe(Il) par la
ferrozine (Fig. II1.6) (Eq 1) pour conduire a un complexe stable de couleur magenta [9, 10].
L’utilisation de ce composé présente plusieurs avantages : sa solubilité dans I’eau, sa haute

sélectivité, sa sensibilité et son faible cofit [9, 11].

—N =M

Figure II1.6: Structure de la ferrozine [9]

Fe** +3FZ <> Fe(FZ):* [Eq 1]

La complexation de Fe(Il) par la ferrozine est rapide et conduit a un complexe stable

pour un pH compris entre 4 et 8 [12, 13].
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I11.2.4. Procédures d’ajustement de courbes (curve fitting)

Le traitement des courbes exprimant la variation de I’absorbance en fonction du temps
(détermination de constantes de vitesse) ou de la concentration d’ion métallique
(détermination de constantes thermodynamiques de complexation) a été réalisé sur un PC a
I’aide du programme Scientis (MicroMath, Salt Lake City, USA) apres implémentation dans
les modeles des équations adéquates déduites de la loi de Beer-Lambert, de la loi d’action de
masse et des lois de conservation de la matiere (constantes de complexation) ou des lois de la
cinétique chimique (constantes de vitesse). Dans ce dernier cas, il s’agit donc d’un ensemble
d’équations différentielles dont les conditions initiales sur les concentrations sont précisées.
Les courbes théoriques sont ajustées aux courbes expérimentales par régression non-linéaire
selon la méthode des moindres carrés. Les écarts-types sur les parametres a optimiser
(constantes de vitesse, coefficients d’absorption molaires voire stcechiométrie) sont aussi

rapportés.
I11.2.5. Analyses en Chromatographie Liquide Ultra Performance (CLUP)

L’analyse des produits d’oxydation éventuels a été effectuée sur une CLUP Waters
Acquity™ équipée d’un détecteur 2 barrettes de diodes Waters et couplée 2 un spectrométre
de masse ultra picge ionique Bruker-daltonics HCT. La séparation est réalisée sur une colonne
RP-18 Waters Acquity' ™ de type BEH (2.1 x 50 mm, 1.7um). Le solvant d’¢élution (débit =
0.28 mL/min) est un mélange d’une solution aqueuse a 0,05% d’acide formique (A) et
d’acétonitrile (B). La solution a injectée est de 2 pL. La détection est effectuée a 280 nm. Les

spectres masse ont été enregistrés en mode electrospray négatif.

Tableau XXIX : Gradient d’¢lution pour 1’analyse CLHP-SM

Temps A% B%
0 95 5
5 65 35
8.5 0 100
8.6 95 5
10 95 5
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I11.2.6. Interaction des ions métalliques avec la rutine

La rutine est un 3-O-glycoside de la quercétine (Fig. IIL.7a). La partie glycosidique de
la rutine est le disaccharide rutinose (L-Rha-a-1,6-D-GIc3). La rutine est présente dans de
nombreuses plantes, fruits et légumes. Le thé noir, les pommes et les agrumes en sont
particulicrement riches. Au cours de la digestion, la rutine est métabolisée en son aglycone

par la microflore intestinale.

La rutine est un inhibiteur de la peroxydation lipidique initiée par les ions de métaux
de transition [14-17]. Negre-Salvayre et al. ont montré que la rutine inhibe ’effet pro-
oxydant d’a-tocophérol et I’acide ascorbique contre le stress induit par 1’oxydation des
lipoprotéines [18]. Des activités antimutagéne et anti-inflammatoire ont aussi été mises en

évidence [19].

L’efficacité¢ antioxydante de la rutine est typiquement plus faible que celle de son
aglycone quercétine [20, 21]. Malheureusement, la valeur thérapeutique potentielle de la
quercétine est restreinte en raison de son activité cytotoxique et mutagene qui pourrait étre
liée a sa capacité a produire des EOR par autoxydation [18]. Par conséquent des travaux ont
été entrepris pour améliorer I’activité antioxydante de la rutine. Ainsi, les complexes de la
rutine et des ions de métaux de transition se sont révélés plus efficaces que la rutine en raison

de leur activité de type superoxyde dismutase [17, 18].

i) b}

Y FG L -
rutinoside

OH OH OH

OH

Figure II1.7 : a) Structure chimique de la rutine, b) Sites éventuelles de complexation

métallique de la rutine.
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Des travaux sur la complexation métallique de la rutine ont été rapportés [2, 22-25]:
La rutine est capable de complexer les ions métalliques via deux sites de complexation: le
groupement S-hydroxy-4-carbonyle et le groupement ortho-dihydroxybenzene (catéchol)
(Fig. IL.7b). Par ailleurs I’étude de De Souza ef al. a montré que la rutine posséde un site de
liaison en plus: 7-OH du cycle A entre deux molécules de rutine et le fer ferreux [26] (Fig.

IL.7b). Ainsi la rutine est capable de chélater a la fois trois ions métalliques.

Les complexes métalliques ont aussi été caractérisés par spectrométrie de masse [27].
Dans le cas de la complexation de la rutine par Cu", quatre complexes de différentes
steechiométries pourraient étre produits, tandis que la complexation de Fe" par la rutine
donnent seulement deux complexes de steechiométrie 1:1 et 1:2. Cependant I’analyse par la
spectroscopie RMN 1H, a donné une stoechiométrie de type 2:1 pour le complexe F'- rutine,
dans du méthanol [26]. L’oxydation de la rutine en présence de ces ions dans un tampon

phosphate (pH 8, 97°C) a été étudiée par spectroscopie UV-visible et CLHP [28].

La partie glycosidique de la rutine est responsable de la forte stabilité de la rutine. Le
tableau XXX montre bien I’'influence du sucre sur I’acidité et surtout sur le caractere
réducteur de ’aglycone. En particulier, & pH neutre, la rutine est un mélange de forme neutre
et de alors que la quercétine est un mélange de monoanion et dianion. La rutine est donc
moins réductrice ou moins oxydable que la quercétine d’ou une bien moins grande sensibilité

a I’autoxydation en I’absence d’ion métallique ajouté.

Tableau XXX: pKa et potentiel redox de la rutine et la quercétine

Quercétine Rutine
T (10.9)
9.77 (11.0)
E’ (pH 3) b) ) 1.02
E (pH 7) 0.33 0.60

a) Référence [29]: 20°C, force ionique = 0.1 M. b) E° : potentiel standard apparent du couple
ArOH/ArO°®, en V a 20°C (réf. = électrode normale 2 H») [30].

Peu d’études cinétiques sur la complexation de la rutine avec les ions métalliques et
I’évolution éventuelle des complexes ont été réalisées dans un milieu faiblement acide. La

majorité des travaux a été réalisé a pH neutre.
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IIL.2.6.1. Interaction de la rutine avec AI'"

Apres ajout d’aluminium (IIT) a une solution de rutine a pH 5, nous avons obtenu les

spectres représentés sur la figure IIL.8.

A
1 -
0,5 -
0 T T —
220 320 420 520
A/nm

1
|

Figure II1.8: Complexation de la rutine (50 uM) par Al™ (5 équiv.) dans le tampon acétate

3
(0.1M, pH 5, 25°C). — Rutine, — Rutine-Al

Le spectre de la rutine est caractérisé par deux bandes a 255 (bande I) et 350 (bande 1I)
nm. L’intensité de la bande II (rutine libre) diminue graduellement, en parall¢le, une nouvelle
bande apparait a une longueur d’onde 382 nm reflétant la formation d’un complexe Al"-

rutine.

Le suivi cinétique de la complexation rutine - AI"" montre que la formation d’un
complexe stable en quelques minutes et présente un phénoméne du 1% ordre apparent

(Fig. IIL9).

Le graphe obtenu (Fig. II1.9) en tragant I’absorbance aux maxima d’absorption du
complexe formé avec le métal en fonction du rapport Al /rutine, suggére une complexation
réversible qui requiert un excés de AI"' pour atteindre la complexation totale de la rutine.
Ainsi la formation de ce complexe peut étre estimée dans I’hypothése d’une stecechiométrie

1:1.

1681 Page



Partie 2: Physico-chimie Chapitre I11: Interaction des polyphénols avec des ions métalliques

A (382 nm)
0.35 T T T T T T T T T T T T T T T T T ! T I

o
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o
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o
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(o] 20 40 60 80 100 120

Figure II1.9: Tracé des variations de A(382 nm) apres ajout de AP (1, 1.5, 2, 3 et 5 équiv.).
Concentration de rutine = 50 uM, tampon acétate 0.1 M, pH 5, 25°C. Les courbes en trait
plein sont le résultat de ’analyse cinétique du 1 ordre selon: A = A¢ - (A¢ — Ag)exp(-kobst)

Les résultats de la constante cinétique apparente de formation du complexe (kopns) de la

rutine avec AI", sont rapportés dans le tableau ci-apres.

I
1

Tableau XXXI: Complexation de la rutine par Al (tampon acétate, pH 5, 25°C). Suivi

cinétique a 382 nm durant 2 min. Concentration de rutine = 50 uM

M/L, Ao (382 nm) Ar (382 nm) Kobs /s~
1 0.140 0.228 0.020
1.5 0.130 0.264 0.031
2 0.136 0.286 0.038
3 0.149 0.313 0.054
4 0.143 0.309 0.062
5 0.140 0.339 0.071

L’amplitude AA = As - Ay est ensuite tracée en fonction de la concentration totale de
métal (M) (Fig. IIL.10) puis analysée a I’aide du logiciel Scientist a partir des équations ci-
apres (déduites d’une combinaison de la loi de Beer-Lambert, de la loi d’action de masse pour

le complexe ML et des lois de conservation du ligand L et du métal M) :
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[L] =L/ (1 + K[M])
[M] =M,/ (1 + K[L])
AA = AeK[M][L]

L: concentration de ligand (rutine) libre, L: concentration totale de ligand
M: concentration de métal (A13+) libre, M;: concentration totale de métal
K : constante de stabilité du complexe, K = [ML]/([M][L])

AE = EML - €L

- La procédure d’ajustement de courbe donne:

K =28 (£11)x10° M!, Ag = 4400 (+ 400) M cm™ 2 382 nm, r = 0.96

AA (382 nm)
0 -20 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T _-

0.18

0.16

0.14

0.12

0.10

0-08'"'I""I""I""I""-Ml/l‘lM
(0] 50 100 150 200 250

Figure II1.10: Tracé des variations de AA(382 nm) en fonction de la concentration totale de
métal. Concentration de rutine = 50 uM, tampon acétate 0.1 M, pH 5, 25°C. La courbe en trait
plein est le résultat de la procédure d’ajustement de courbe (voir texte).

Nous en déduisons: €(rutine) = 2800 M cm™ a 382 nm, €(complexe) = 7200 M cm’
a 382 nm.

Enfin, nous pouvons écrire: kobs = k1M + k.
ki: constante cinétique de formation du complexe, k_;: constante cinétique de dissociation du

complexe.

Le tracé de la constante cinétique apparente de formation du complexe kops €n fonction
de M, (Fig. III.11) conduit effectivement a une droite dont la pente et I’ordonnée a 1’origine

donnent acces a k; et k.; respectivement: k; = 250 M! s'l, k1 =0.012 s’l, r=0.986
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Figure III.11: Tracé de la constante cinétique apparente de formation du complexe kops €n

fonction de M;

Nous en déduisons: K=k, / k=21 x10° M. Cette valeur de K est en accord

raisonnable avec celle déduite de 1’analyse de AA en fonction de M.

II1.2.6.2. Interaction de la rutine avec les ions de Fer
I11.2.6.2.1. Complexation rutine - Fe**

En absence d’ion métallique et dans le tampon acétate, la rutine est caractérisée par

deux bandes d’absorption avec des maxima a 255 nm et 350 nm qui correspondent

. .- 3+ . . N .
respectivement aux cycles A et B. L’addition de Fe en concentration croissante a la solution
de la rutine provoque ’apparition d’une nouvelle bande vers 400 nm caractéristique du

complexe (Fig. 111.12).

2,5

230 330 430 530 630

Amm

3
Figure I11.12: Complexation de la rutine (50 uM) par 1 equiv. de Fe " dans le tampon acétate
3
(pH 5, 25°C). —— Rutine, — Rutine - Fe '
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L’absorbance finale a 400 nm augmente linéairement avec la concentration totale de

I/ rutine > 1, Afna(400 nm) atteint sa valeur

Fe'! (Fig. II1.13). Pour un rapport molaire Fe
maximale. Ces variations sont caractéristiques d’une complexation quasi-irréversible de

stoechiométrie 1:1.

A (400 nm)
1 -
0,8 - ® L 2 | 4
* L
0,6 -
L J
0,4 -
L
0,2 -
0 T T T T 1
0 1 2 3 4
Felllutine

Figure III.13: Variation de 1’absorbance finale a 400 nm en fonction de la concentration

I

totale de Fe™. Concentration de rutine = 50 pM (tampon acétate 0.1 M, pH 5, 25°C).

A (400 nm)
0,9 -

0,7
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Figure ITL.14: Suivi cinétique de la complexation rutine - Fe'" (tampon acétate 0.1 M, pH 5,

25°C). ¢ Fe'™ / rutine = 0,25, m Fe'! / rutine = 0,5, a Fe' / rutine = 1, x Fe! / rutine = 2.
Concentration de rutine = 50 pM.

1T

La complexation de Fe™ par la rutine est rapide qui conduit a un complexe stable en

quelques secondes. Cependant, deux étapes peuvent tre mises en évidence (Fig. I11.14 et
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IIL.15): une premiere tres rapide qui pourrait correspondre a la formation d’un complexe
labile (Rutine - Fe"); qui évolue dans la deuxieme étape en un complexe plus stable (Rutine -
Fe'™),. On peut donc schématiser la complexation rutine-Fe'" par deux réactions successives

et quasi-irréversibles:

ki, & ko, &

m ——> (Rutine - Fem) | ——> (Rutine - Fem)z

Rutine + Fe

Tableau XXXII: Complexation de la rutine par Fe

I

cinétique a 400 nm durant 1 min. Concentration de rutine = 50 uM

(tampon acétate, pH 5, 25°C). Suivi

Rapport molaire ki/ M s 10°ky/ s & M'em™) &M 'em™)
Fe'/ Rutine

0.5 5256 (+ 114) 59 (+6) 5719 (+32) 9975 (+ 11)

1 5506 (+ 208) 84 (£5) 12878 (+ 78) 14793 (£14)

1,5 8822 (+316) 82 (£2) 10470 (+ 144) 14861 (% 15)

2 4431 (+ 120) 108 (+2) 14005 ( 195) 15418 (£ 9)

3 4452 (+ 376) 180 (+ 34) 14773 ( 644) 16676 (% 19)

Les valeurs de k; ne présentent pas de dépendance significative en fonction de la
concentration totale de Fe'™'. En revanche, k, tend 2 augmenter quand la concentration totale
de Fe'" augmente. Il est possible que le réarrangement du 1% complexe en le second soit

o . - . 11
assisté par la faible coordination d’un 2°ion Fe'".

8,00E-01 -
380 nm
6,00E-01 -~
2 350 nm
@
(%)
S 4,00E-01 -
2 450 nm
2
=]
4
2,00E-01 - 600 nm
0,00E+00 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Temps (s)

Figure II1.15: Suivi cinétique a plusieurs longueurs d’onde de la complexation de la rutine
3
(50 uM) par 1 equiv. de Fe ' (tampon acétate pH=5, 25°C).
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L’analyse cinétique peut étre conduite a différentes longueurs d’onde d’absorption du
complexe (380, 450, 600 nm) ou a la longueur d’onde d’absorption maximale de la rutine
libre (350 nm). Elle a été réalisée sur 60 secondes pour cerner au mieux le phénomene rapide
de complexation et pour mieux mettre en évidence I’évolution éventuelle des complexes (Fig.
IILI.15). Ainsi ’analyse cinétique a 380 nm permet de mieux visualiser les étapes rapide et

lente.

A partir des constantes de vitesse obtenues par I’analyse des variations d’absorbance a
400 ou 450 nm, un graphe de distribution des especes en fonction du temps peut étre tracé

(Fig. 11L.16).

C/uM
SO y————— 7T 7 T T T T

A
(e}

L (rutine) ML2

)
o

N
@]

ML1

-
o

o

—¥—————— Temps /s
10 20 30 40 50 60

o

Figure III. 16 Distribution des especes lors de la complexation de la rutine (50 pM) par 1
equiv. de Fe (tampon acétate, pH, 25°C). Analyse a 450 nm: k, = 44.4 (+ 0.9) XlO M s,

-1
k2= 44.6 (£1.3) XlO S .

La figure I1.16 confirme la formation d’un premier complexe (ML1, produit cinétique)
qui ne s’accumule qu’a hauteur de 50%, puis évolue rapidement en un second complexe
(ML2, produit thermodynamique).

k1 kz
M+L—> ML1 - ML2 Réaction 1

Dans leur étude par LCHP-SM, Mira et al. ont rapporté la méme steechiométrie (1:1)

pour le complexe observé, soit [Fe + (Rutine-2H)]* [32].

Ces résultats sont en bon accord avec les données de la littérature [32, 33] sur la

111

complexation rutine-Fe™ en milieu faiblement acide (pH 5.5), dans le tampon acétate (AL =

10 nm) et dans le tampon phosphate 10 mM (AA = 18 nm) respectivement. Cependant 1’effet
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bathochrome obtenu ici est de 40 nm. Ce qui dénote I’importance majeure du pH et de la

3+
nature du tampon utilisé, présence d’ions phosphate, sur I’interaction des ions Fe avec la

rutine.

Le site probable de complexation de la rutine par les ions des métaux de transition a
pH 4-5 est le groupement 5-hydroxy-4-oxo. En effet, la capacité de complexation du noyau
catéchol de la rutine diminue fortement quand le pH du tampon diminue car la formation du
complexe nécessite la dissociation des 2 groupements 3’-OH et 4’-OH, ce qui est rendu
difficile par la forte concentration de protons. En revanche, la complexation via le groupement
5-hydroxy-4-oxo ne nécessite le déplacement que d’un seul proton. Notons par ailleurs que le
profil de dissociation des groupements OH (ordre d’acidité décroissante) est le suivant : 7-OH

> 4’-OH > 5-OH > 3’-OH [32].

III
a. Influence de la rutine sur la stabilité de Fe

. o . . . . il

Apres avoir démontré la complexation de la rutine avec les ions Fe, notre second
objectif est de vérifier si ce phénomene de complexation s'accompagne ou non de 'oxydation
partielle du phénol, et donc de la réduction partielle de Fe** en Fe**. Pour ce faire, nous avons

utilisé le test ferrozine pour doser les ions Fe** éventuels (Fig. I1.17) et I’analyse CLUP-SM.

Fell (%)
20 -

15 A

10 -

0 - : , .
0 20 40 60 Temps (min)

Figure IT1.17: Dosage de Fe’* dans des solutions de Fe’* (100 uM) en absence ou en
présence de rutine (1 equiv.), tampon acétate 0.1 M, pH 5, 25°C —*—Fe "'/ rutine, —#—Fe ™'

3+
D’apres ce résultat, nous constatons une réduction marginale (= 7%) des ions Fe par

la rutine, ce qui suggére que la rutine n’est pas significativement oxydée dans ces conditions.
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- Acidification des solutions du complexe rutine-Fe'"
3
La solution du complexe rutine - Fe i (mélange équimolaire) dans le tampon acétate a
pH 5 est acidifiée par addition d’un petit volume de HCI concentré (pH final = 2 ou 0.6). Les

spectres enregistrés sont présentés dans la figure qui suit:

A

1,6 l
1,2
0,8 -
0,4 -
0 . - : = ___ ___

220 320 420 520 620 720
2 (nm)

3
Figure IIL1.18: Spectres UV-vis de solutions Rutine (50 uM) + 1 equiv. Fe " 2 différents pH
(25°C). — Rutine (R, pH 5), R/Fe’* (pH 5) —, R/Fe’* (pH 2) —, R/Fe’** (pH 0.6) — —

A pH 0.6, le complexe rutine - Fe** est complétement dissocié et un spectre identique

a celui de la rutine libre est obtenu. L’oxydation de la rutine semble bien négligeable.

Ces données ont été confirmées par 1’analyse LCUP-MS (Annexe 2), qui montre que

. . c 4 3
la rutine n’est effectivement pas oxydée en présence de Fe™".

c. Interaction de la rutine avec Fe'" en présence de la SAB

L’addition de 3 équivalents de la protéine SAB a engendré I’inhibition de la

: : 111
complexation rutine-Fe

(Fig. I1.19) dans le tampon acétate a pH 5. Par ailleurs, divers
auteurs ont montré que les flavonoides manifestent une affinité modérée pour 'albumine avec
des constantes d'association K variant de 1 2 15 x 10* M [34, 35]. Pour le couple rutine -
SAB,ona; K=2-11x 10°M" a pH 7,4 [34, 36]. Méme si une interaction faible Fe'' - SAB
n’est pas exclue [37], il est probable que c’est I’interaction de la SAB avec la rutine qui a
rendu inaccessibles a Fe'' les sites de liaison du flavonol. Ainsi, dans le tractus digestif, les

interactions Fe" — polyphénol sont susceptibles d’étre fortement inhibées par la présence de

protéines capables d’interagir avec les polyphénols.
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A
4,00E+00

3,00E+00

2,00E+00

1,00E+00

220 320 420 520 620 720

4 (nm)

3
Figure I11.19: Interaction de la rutine (50 uM) avec Fe ' (1 equiv.) en présence et en absence

de la protéine SAB (3 équiv.) dans le tampon acétate (pH 5, 25°C). === Rutine, SAB
3+

(250 uM), —— Rutine - Fe , == Rutine - SAB - Fe

I11.2.6.2.2. Complexation rutine - Fe*?

L’ajout de Fe " 2 la solution de rutine provoque une variation significative du spectre
de la rutine apreés 3h avec un déplacement bathochrome AA = 360 — 320 = 40 nm pour la
bande principale (Fig. I11.20). En revanche, au cours des premiéres minutes, les modifications

spectrales sont négligeables.

0,6 - /
S04 - \/ /\
(4]
=
=4
02 -
0 T T ™ T
210 310 410 510 610
Afnm

2

Figure I1L.20: Interaction de la rutine (50 uM) avec Fe " (1 equiv.) dans le tampon acétate
2

(pH 5, 25°C) apres 3h. === Rutine, Rutine - Fe
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. g . . 11 . Lol ol i 2N 1IEE4
Une analyse cinétique de I’interaction Fe™ - rutine a été réalisée a différentes longueurs

' _ rutine. Elle a

d’onde (350, 380, 450 et 600 nm) pour comparaison avec la complexation Fe
été effectuée sur une durée de 3 heures, pour mettre en évidence I’apparition et I’évolution
éventuelles des complexes (Fig. II1.21). Ainsi, 1’analyse cinétique a 450 nm a permis de
déterminer la constante de vitesse de complexation k; et le coefficient d’absorption molaire

€1 du complexe:

kI
M+L —> MLI1
Fe' / Rutine ki (M s € M'em™) r
1 équiv. Fe" 1.25 (+0.02) 6639 (+ 80) 0.999

La complexation de la rutine avec les ions ferreux est donc trés lente en milieu aqueux

11

faiblement acide (plus lente qu’avec Fe™ par un facteur 3-4x10%).

A .
\\_ 350 nm
6,00E-01
4,00E-01 - 380 nm
450
2,00E-01 - 50 nm
600 nm
0,00E4Q( fSismmsnsessces . . . l
0 2000 4000 6000 8000 10000
Temps (s)

2
Figure IIL.21: Suivi cinétique de ’interaction de la rutine (50 uM) avec Fe ’ (1 equiv.) dans

le tampon acétate (pH 5, 25°C).

Le dosage de Fe" par le test a la ferrozine indique que 1’autoxydation de Fe" en Fe'

est négligeable au cours des premieres heures (Fig. I11.22). En revanche, apres 24 h, alors que
Fe" reste parfaitement stable en ’absence de rutine, la quantité de Fe" en présence de rutine a
diminué de moitié, ce qui suggere que la plus forte affinité de la rutine pour Fe™ que pour Fe"

finit par déstabiliser Fe" au profit de Fe'".

178 1Page



Partie 2: Physico-chimie Chapitre I11: Interaction des polyphénols avec des ions métalliques
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Figure II1.22: Dosage de Fe* (100 uM) en absence ou en présence de rutine (1 équiv.),

tampon acétate (pH 5, 25°C). 4 Rutine-FeZ+, 8 Fe?t

Dans des publications antérieures [38, 39], il a été montré que le fer (II) ne modifie pas
les caractéristiques spectrales des flavonoides en milieu aqueux (eau/acide acétique 30/70,
V/V et pH 2.5) et dans le tampon hexamine / HCI (pH 5) en présence d’une solution aqueuse
de tetramethylemurexide. Cependant, apreés quelques heures d’agitation de la solution

1 .
est obtenu en raison de

flavonoide-Fe'" (1/1), le spectre du complexe flavonoide-Fe
I’autoxydation de Fe'. Dans nos conditions, la complexation rutine- Fe"" est trés lente mais ne
s’accompagne d’aucune autoxydation de Fe' sur les premidres heures. En outre, I’analyse

LCUP-MS (Annexe 3) n’a montré aucune oxydation de la rutine.

II1.2.7. Interaction des ions métalliques avec I’acide chlorogénique

L’acide chlorogénique (acide 5-O-caféoylquinique) est un acide phénolique
(Fig. I11.23), qui est présent dans des légumes courants (pomme de terre) et dans les fruits
(tomate, pommes, olive). Cependant, c’est 1’acide hydroxycinnamique le plus abondant du
café (graines et boisson). La quantité totale de polyphénols dans une tasse de café varie de
200 a 550 mg et la quantité d’acide chlorogénique varie de 70 a 325 mg [40]. L'analyse du
plasma de sujets ayant ingéré du café a révélé la présence majoritaire de formes natives, de
l'acide chlorogénique, soulignant ainsi la possibilité d'une absorption de ces composés chez
I'Homme des I'estomac et l'intestin gréle [41]. Cheng er al. ont démontré que 1’acide
chlorogénique est un inhibiteur de la peroxydation lipidique initié par les métaux de transition
et I’¢tude de la relation structure-activité a révéler que le groupement catéchol est responsable

de I’activité antioxydante [42].
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HO, COH

OH
OH

Figure I11.23: Structure chimique de 1’acide chlorogénique

La complexation des ions d’aluminium et du fer par 1’acide chlorogénique a été
étudiée par spectroscopie UV-visible en mode cinétique pour différentes concentrations d’ion

métallique.

I11.2.7.1. Interaction de I’acide chlorogénique avec A"

Dans le tampon acétate a pH 5, le spectre UV-visible de 1’acide chlorogénique est
caractérisé par une bande intense avec un maximum d’absorption a 323 nm et un épaulement
a 295 nm (Fig. I11.24). L’ajout de AI’* provoque 1’apparition d’une nouvelle bande située a

350 nm caractéristique du complexe AI** - acide chlorogénique.

A

1,3

0,8 -

0,3 -

0.2 200 250 300 350 400 450 500
4 (nm)

i
1

Figure II1.24: Complexation de 1’acide chlorogénique (50 uM) par 5 équiv. de Al dans le

3+
tampon acétate (0.1M, pH 5, 25°C). — Acide chlorogénique, — Acide chlorogénique - Al

La variation de I’absorbance finale 4 350 nm en fonction de la concentration de Al™
peut s’interpréter par la formation réversible d’un complexe acide chlorogénique - Al de

stoechiométrie 1:1 (Fig. I11.25).
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La complexation, qui apparait plus rapide qu’avec la rutine, est typiquement terminée

en 20 a 30 s.

A (350 nm)
045 +——— 77— 7 T T T T T

0.25 —

0.20 — | 1eMps / s
0] 10 20 30 40 50 60

Figure I11.25: Tracé des variations de A(350 nm) apres ajout de A" (2, 3,4,5 et 10 équiv.).
Concentration d’acide chlorogénique = 50 puM, tampon acétate 0.1 M, pH 5, 25°C. Les
courbes en trait plein sont le résultat de ’analyse cinétique du 1° ordre.

Les valeurs de la constante de vitesse kobs, correspondante au phénomene du 1% ordre

apparent, sont rapportées dans le tableau ci-dessous :

I
1

Tableau XXXIII: Complexation de I’acide chlorogénique par A" (tampon acétate, pH 5,

25°C). Suivi cinétique a 382 nm durant 1 min. Concentration d’acide chlorogénique = 50 uM

My/L; Ay (350 nm) A¢ (350 nm) 10%kgys / !
1 0,176 0,24 832
2 0,1925 (£ 0,01) 0,296 (+0,07) 1125 (£51)
3 0,214 (£ 0,02) 0,345 (+0,01) 1450 (£1)
4 0,223 (£0,04) 0,375 (x0,03) 1563+ (118)
5 0,230 (£0,01) 0,384 (+0,01) 1794 (14
7 0,201 0,381 2114
9 0,223 (+0,01) 0,400 (x0,01) 2402 (x16)
10 0,230 (+0,01) 0,425 (+0,01) 2666 (+24)
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L’amplitude AA = A(t = 1 min) - A est tracée en fonction de la concentration totale de
métal (M,) (Fig. I11.26) puis analysée a 1’aide du logiciel Scientist. La procédure d’ajustement

de courbe donne:
K=7.9*0.9)x10° M, Ae = 6070 (+ 230) M cm™ 4 350 nm, r = 0.99

Bien que la complexation soit plus rapide qu’avec la rutine, le complexe AI’* - acide

chlorogénique se révele moins stable que le complexe AI** - rutine.

AA (350 nm)
0.30 7T rrrrrerer T T

O
N
&)
| TR BT

o
N
o

O-OO T T T T I T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0] 100 200 300 400 500

M, / pM

Figure I11.26: Tracé des variations de AA(350 nm) en fonction de la concentration totale de
métal. Concentration d’acide chlorogénique = 50 pM, tampon acétate 0.1 M, pH 5, 25°C. La

courbe en trait plein est le résultat de la procédure d’ajustement de courbe
kobs ~ klMt + k-l

Le tracé de la constante cinétique apparente de formation du complexe kops €n fonction
de M, (Fig. II1.27) donne: k; =372 M s, k., =0.08 s, r=0.99
Nous en déduisons: K =k / k.; = 4650 M’
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kobs/s.1
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Figure II1.27: Tracé de la constante cinétique apparente de formation du complexe kops €n

fonction de M,

L’analyse cinétique quantitative confirme donc que la formation du complexe Al** -
acide chlorogénique est plus rapide que celle du complexe AI** - rutine, mais que le complexe

avec acide chlorogénique est moins stable en raison d’une dissociation également plus rapide.

L’effet bathochrome engendré par la complexation acide chlorogénique - AI™ et la
stoechiométrie observée concordent avec des études par RMN qui ont permis de conclure que
le noyau catéchol de I’acide chlorogénique est le site de liaison de Al’* [43-45]. Méme en
milieu acide, AI’* est capable de déprotoner le noyau catéchol lors du processus de chélation

[46].

Dans des travaux antérieurs [47-49], les propriétés complexantes de I’aluminium
étaient utilisées comme test colorimétrique pour identifier les flavonoides. Pour autant, la
méthode est peu sélective et les acides hydroxycinnamiques sont également capables de réagir

a ce test.
I11.2.7.2. Complexation Acide chlorogénique-Fe*

En présence d’ions Fe", le spectre de 1’acide chlorogénique est modifié avec
déplacement bathochrome de la bande de faible énergie dans le domaine 280-370 nm (Fig.
II1.28). Cet effet indique que 1’acide chlorogénique forme un complexe avec les ions

ferriques.
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1,5
—— 1
=
=
@
£
0,5
0
215 315 415 515
A{nm)

Figure I11.28: Complexation de ’acide chlorogénique (50 uM) par 1 équiv. de Fe'" dans le
3+

tampon acétate (0.1M, pH 5, 25°C). — Acide chlorogénique, — Acide chlorogénique - Fe

Le tracé de 1’absorbance finale a 360 nm en fonction de la concentration métallique
suggere la formation quasi-irréversible d’un complexe de steechiométrie 1:1 (Fig. I111.29). En

effet, I’absorbance est constante au-dela d’un rapport molaire métal-phénol de 1.
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Figure I11.29: Complexation de I’acide chlorogénique par Fe'" dans le tampon acétate (0.1
M, pH 5, 25°C). Concentration d’acide chlorogénique = 50 uM.

La complexation de Fe'" par I’acide chlorogénique est suivie par spectroscopie UV-

visible au maximum d’absorption du complexe (360 nm) en mode cinétique (Fig. I11.30).
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Figure II1.30: Suivi cinétique de la complexation acide chlorogénique-Fe'" (tampon acétate
0.1 M, pH 5, 25°C). +Fe /AC =0.25, mFe"' / AC = 0.5, A Fe""/AC=1, +Fe""/ AC = 2.
Concentration d’acide chlorogénique = 50 pM.

A partir d’un équivalent d’ion métallique (Fig. II1.30), un palier est rapidement atteint
(au bout de 10 a 20 secondes). Une analyse cinétique a 400 nm, longueur d’onde d’absorption
sélective du complexe, et a 325 nm, longueur d’onde d’absorption maximale du phénol libre,

confirme la complexation rapide (Fig. I11.31).
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Figure IIL.31: Suivi cinétique de la complexation de I’acide chlorogénique (50 uM) par 1
3
équiv. de Fe " dans le tampon acétate (pH 5, 25°C).

L’analyse cinétique dans I’hypothése de la formation irréversible d’un complexe 1:1
permet de déterminer les valeurs de la constante de vitesse k; de formation du complexe et de

son coefficient d’absorption molaire (Tab. XXXIV).
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Tableau XXXIV: Complexation de 1’acide chlorogénique (50 pM) par Fe'" dans un tampon
acétate a 25°C et pH 5. Suivi cinétique a 400 nm durant 1 min

Fe '/ AC (équiv.) ki M's™ e(M'em™) R
0.5 3228 (£61) 25463 (+85)  0.994
1 12237(+253) 17325 (x27)  0.995
1.5 6160 (+ 60) 17760 (£20)  0.997
2 5631( 56) 19972 (+ 14)  0.998
2.5 3593 (+ 40) 19668 (£20)  0.998
4 3853 (+75) 21742 (£26)  0.995
5 3036 (x21)  22835(+10)  0.999

Nous constatons que k; dépend de la concentration des ions du fer et décroit nettement

s 111
en exces de Fe .

L’étude de la chélation de Fe™ par ’acide chlorogénique a mis en évidence un

complexe de stoechiométrie 1:1 [4] avec liaison de Fe'! par le noyau catéchol [S0].

I
a. Influence de I’acide chlorogénique sur I’état redox de Fe

1T

Quel est I’'impact de la complexation acide cholorogénique-Fe™ sur 1’état redox du fer? Afin

de répondre 2 cette question, nous avons quantifié les ions Fe?* présents dans un mélange

1T

équimolaire de Fe™ et d’acide 5-O-caféoylquinique (Fig. 111.32).

% Fell
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5 -\._//——.
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Figure IT1.32: Dosage de Fe** dans une solution de Fe** (100 uM) en absence ou en présence
d’acide chlorogénique (1 équiv.), tampon acétate (pH 5, 25°C) m Fe'", A Fe'" — AC
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3
La figure III.32 indique une réduction marginale des ions Fe ’ par D’acide
chlorogénique, ce qui est en accord avec I’analyse LCUP-SM qui n’a pas permis de détecter

des produits d’oxydation du phénol (Annexe 4).

- Acidification de la solution du complexe acide chlorogénique-Fe'™

3
La solution du complexe acide chlogénique-Fe ’ (1 équiv.) dans le tampon acétate a
pH 5 a été acidifiée par HCI concentré jusqu’a un pH final de 2 ou 0.6. Les spectres obtenus

sont présentés dans la figure qui suit :

b

0,9

0,6

0,3

0 T T
210 310 410 510 610 710

2 (nm)

Figure II1.33: Spectres UV-visible du mélange acide chlorogénique (AC, 50 uM) + 1 équiv. Fe3+
— AC (pH 5), — AC-Fe** (pH 5), — AC-Fe** (pH 2), — AC-Fe™* (pH 0.6)

Ces spectres montrent une dissociation du complexe AC-Fe'" a un pH trés acide (0.6)

avec régeénération de 1’acide chlorogénique libre apparemment non oxyd¢.

111

b. Interaction de I’acide chlorogénique avec Fe  en présence de la SAB

L’interaction de I’acide 5-caféoylquinique avec le fer ferrique en présence de la
protéine SAB est suivie par spectroscopie UV-visible (Fig. I11.34). En présence de SAB, la
bande caractéristique de 1’acide phénolique & 323 nm n’est pas déplacée aprés ajout de Fe',

ce qui indique 1’absence de complexation.

Rawel et al. & Prigent et al. [35, 51] ont estimé la constante de liaison de 1’acide
chlorogénique a la SAB a pH neutre: K = 5 a 16 x10° M. Cette complexation entraine
probablement un phénomene de «masquage» du noyau catéchol qui n’est plus accessible pour

. 11
lier Fe™.

1871 Page



Partie 2: Physico-chimie Chapitre I11: Interaction des polyphénols avec des ions métalliques
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Figure I11.34: Interaction de 1’acide chlorogénique (AC) avec Fe i (1 équiv.) en présence et
en absence de la protéine SAB (3 équiv.) dans le tampon acétate (pH 5, 25°C).
—— AC (50 uM), == SAB (250 uM), AC-Fe', — AC-SAB-Fe'!

II1.2.7.3. Complexation Acide chlorogénique-Fe2+

La complexation du fer (II) par 1’acide chlorogénique a pH 5 provoque peu de
changements du spectre UV-visible du phénol apres une minute (Fig. I11.35). En revanche, le
spectre est fortement modifié (effet bathochrome avec déplacement du A, a2 340 nm) apres 3
heures. Cet effet a été suivi en mode cinétique a différentes longueurs d’onde (325, 400 et 650

nm) (Fig. I11.36).

1,2

0 | | -

215 315 415 515
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Figure IIL.35: Complexation de 1’acide chlorogénique par 5 équiv. Fe" dans le tampon
acétate (0.1M, pH 5, 25°C). Concentration d’acide chlorogénique (AC) = 50 uM. AC,
—— AC-Fe" (1 min), === AC-Fe'" (3h).
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Figure II1.36 : Suivi cinétique sur 3h de la complexation de 1’acide chlorogénique (50 uM)
2
par 1 équiv. de Fe " dans le tampon acétate (pH 5, 25°C).

Ces résultats montrent que la complexation de Fe"" par I’acide chlorogénique est trés
lente. Par ailleurs, le dosage a la ferrozine indique que la complexation déstabilise Fe". En

effet, son autoxydation en Fe'" devient notable aprés 3h (= 20%) et aprés 24h (%70%), alors
qu’en I’absence d’AC, Fe' reste stable sur 24h (Fig. I11.37).
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Figure II1.37: Dosage F** (100um) en absence ou en présence de ’acide chlorogénique
(leq), tampon acétate (pH=5 et T=25°C). m Fe"', + Fe"-acide chlorogénique

Les données citées dans la bibliographie confirment les résultats obtenus:
Chvatalova et al. rapportent que dans le tampon Hepes les acides phénoliques ayant un
groupement catéchol ne forment pas de complexes avec le fer ferreux méme a pH neutre [48].

Toutefois, 1’étude de Karamac & Pegg suggere que la similitude des spectres UV-Vis des
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acides phénoliques 2 noyau catéchol apres ajout des ions Fe** et Fe’* est due a "oxydation

rapide de Fe** par O, [37].
I11.2.8. Interaction de catéchine avec les ions métalliques

Les catéchines composent la majorité des flavonoides contenus dans le thé vert, le raisin, le
vin rouge et le cacao [52, 53]. Diverses études biologiques et épidémiologiques ont montré
des effets bénéfiques pour la santé [54-58]. Les effets antioxydants des catéchines incluent la
neutralisation directe des ERO et la chélation des ions de métaux de transitions [54, 59]. En
effet, il a été démontré que le groupement catéchol des catéchines est le site de complexation
des ions métalliques (Fig. IIL1.38) [59, 60]. Toutefois, cette interaction peut réduire la
biodisponibilité des ions du fer. En effet, les composés phénoliques de I’alimentation tels que
ceux du thé vert inhibent 1’absorption du fer au travers de la paroi intestinale [61].

Vraisemblablement, les complexes fer-phénol formés dans le tractus digestif ne sont pas

capables de franchir la barriere des cellules intestinales [62].

OH S
2:,L3 4 OH - ,,?J
HO_ 7. A 9621LB” T f” o
T 0 o T el u
o OH ~Fpo”
@ (b)
Figure II1.38 : Structure chimique de la (+)-catéchine (a) et de son complexe métallique
(b) [63]

Dans ce présent travail, nous avons testé la capacité de complexation, éventuelle, des

ions d’aluminium, du fer (II, III) et du cuivre avec la catéchine, dans le tampon acétate a pHS.

L’interaction du groupement catéchol de la catéchine par les ions AI** et du fer dans le

tampon acétate a pH 5 a été étudiée par spectroscopie UV-visible (Fig. I11.39, 40, 41) :

- Les changements spectraux intervenant apres addition d’une concentration croissante de
Fe™* a une solution de catéchine sont faibles. On constate un élargissement de la bande
d’absorption a 280 nm et une augmentation faible de I’absorbance dans I’intervalle 330-360

nm, qui peut s’expliquer par la formation, probable, de produits d’oxydation.
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Figure IT1.39. Interaction de la catéchine avec 1, 3 et 5 equiv. de Fe'" dans le tampon acétate
(0.1M, pH 5, 25°C). Concentration de la catéchine (Cat) = 50 uM. Spectres enregistrés 3 min
apres mélange. == Cat, — Cat-Fe™ (1 équiv.), === Cat-Fe™ (3 équiv.), Cat-Fe™ 5

équiv.)
En effet, Elhabiri et al. ont rapporté que I’interaction du fer (IIT) avec la catéchine, en
milieu acide, est suivie par une réaction redox avec apparition du fer (I) et des produits

M par la catéchine n’a pas lieu en

d’oxydation de la catéchine [64]. La complexation de Fe
raison de la compétition défavorable avec les protons pour les sites oxygénés des ligands.
Cependant, dans ces conditions, Fe'" est sous forme d’ion libre, ce qui maximise son pouvoir
oxydant. Le flavanol est donc rapidement oxydé sans formation de complexes intermédiaires

[65].
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Figure IT1.40 : Interaction de la catéchine avec 3 équiv. Fe" dans le tampon acétate (0.1M,
pH 5, 25°C). Concentration de la catéchine (Cat) = 50 uM. === Cat, — Cat-Fe" (3 eq)
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- Lors de I’ajout de fer (II) et de Al (III) a la solution de la catéchine a pH 5, aucune
modification n’est observée sur le spectre UV-visible de la catéchine (Fig. I11.40), ce qui

probablement atteste la non complexation du flavanol avec ces ions dans ces conditions. Cette

il il
1 1

hypotheése a été vérifiée dans le cas de A

indicateur (Fig. I11.41).

en utilisant le complexe rutine-Al™ comme

Les spectres Cat et Cat-Fe", représentés dans la figure ci-dessus, coincident

parfaitement avec le résultat obtenu par Moridani et al. [33].

% (nm) 400 500 600

i it
1 1

Figure II1.41. Evolution du spectre UV-visible du complexe rutine-Al"™ (5 équiv. A1) dans
le tampon acétate (0.1M, pH 5, 25°C) en présence de la catéchine. —Rutine—Alm,
—— Rutine-Al" + Cat (3 équiv.), — Rutine-Al"" + Cat (5 équiv.)

Le spectre UV-visible du complexe préformé rutine-Al" n’a pas été modifié par la
présence de catéchine, ce qui confirme que la complexation catéchine-Al" est négligeable

dans ces conditions.

La complexation des ions du fer et du cuivre avec la catéchine a ét€é mise en évidence
par Mira et al. [32] dans le tampon acétate a pH 5.5, ce qui ne concorde pas avec nos résultats
en milieu a peine plus acide. Ainsi, la complexation métallique des flavonoides est fortement

dépendante du pH mais aussi de la nature et de la concentration du tampon.
I11.2.9. Interaction des ions du cuivre et des polyphénols

L’interaction des polyphénols sélectionnés avec les ions du cuivre (Cu®*/Cu*), dans le

tampon acétate a pH acide, a été examinée par spectroscopie UV-visible (Fig. 111.42).
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Figure II1.42 : Interaction de différents polyphénols (50 uM) avec Cu' et Cu2+ (5 équiv.)

dans le tampon acétate (pH 5, 25°C). Spectres enregistrés 3 min apres mélange

D’une maniere générale, les modifications spectrales intervenant apres addition des
ions du cuivre aux solutions de polyphénols sont tres faibles, ce qui indique I’absence de
complexation. D’aprés Mira et al. [32] les complexes flavonoide-cuivre sont effectivement

tres labiles en milieu acide.

Il a été récemment montré par résonance paramagnétique électronique qu’a pH acide
les flavonoides et les acides phénoliques forment avec les ions de cuivre (II) des complexes
polymériques insolubles. La formation de chélates solubles ne se manifeste qu’a pH neutre

[66 - 68].
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I11.2.10. Polyphénols et autoxydation de Fe"

Nous avons vu que, si Fe' est stable dans le tampon acétate 2 pH 5, la présence de
polyphénols ayant une plus forte affinité pour Fe" que pour Fe' est susceptible de favoriser
son autoxydation en Fe'". Or, ce phénomene est extrémement dépendant du pH et du tampon.
Une breve étude a donc été conduite sur 1’effet du pH et des ions phosphate sur la réactivité
du fer ferreux. Il est a noter que les ions phosphate ont une plus forte affinité pour les ions du
fer que I’ion acétate et que ces ions sont susceptibles d’étre présents dans I’aliment et les
milieux biologiques sous formes libres ou combinées (protéines phosphorylées,
phospholipides, acides nucléiques). Nous avons étudié la stabilité de Fe" dans le tampon
acétate (TA) de pH 5 a 6 et en présence de concentrations variables d’ions phosphate (P). Le
dosage de Fe" par la méthode 2 la ferrozine a donné les résultats présentés dans la figure ci-

dessous :

% Fell
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0 5 10 25 30 35

15 2
Temps (min?

Figure IIL.43: Autoxydation du Fe®* (concentration initiale = 100 uM), dans le tampon
acétate de pH 5-6, en présence d’ions phosphates, 25°C. == TA-TP (1/1) pH 5.56, **= TA-TP
(1/1) pH 5.4, a TA-TP (1/1) pH 5.2, * TA + 5 mM phosphate, pH 6, m TA + 15 mM
phosphate, pH 5.23, ¢+ TA + 5 mM phosphate, pH 5.05

Ces données indiquent nettement que la présence des ions phosphate dans le TA

engendre une forte déstabilisation de Fe", quand le pH et/ou la concentration de phosphate

augmentent.

D’une part, I’état redox du fer est fortement dépendant du pH: dans les mélanges TA-
TP (1/1) a pH 5.4 et 5.56, 91% a 99,8% de Fe®* a été oxydé, respectivement apres 30 min.
Nos résultats sont en accord avec des études cinétiques qui proposent pour I’autoxydation de

Fe" une loi de vitesse du type V = [FeH] [Os] [OH‘]2 [8, 69, 70]. D’autre part, Fe®" a une plus
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forte affinité pour les ions phosphate que Fe** [70, 71]. Ainsi, les ions phosphate, de méme

que les polyphénols, accélerent I’oxydation de Fe" [8, 70, 72].

Il nous a semblé pertinent de réexaminer brievement les interactions fer — polyphénol
en présence des ions phosphate pour voir I’impact de ces derniers sur la complexation et la
stabilité de Fe'. Nous avons effectué plusieurs études spectroscopiques avec la rutine et
I’acide chlorogénique, avec ou sans SAB, et pour différentes concentrations d’ions phosphate.
De I’ensemble des résultats, qui ne sont pas présentés ici, nous avons retenu les données
obtenues avec la rutine dans le tampon acétate 0.1 M a pH 6 et contenant 5 mM d’ions
phosphate. Ce choix est basé sur la formation du complexe Fe'-rutine dans ces conditions
mais aussi sur I’observation que ce milieu est bien adapté (autoxydation de Fe' ni trop lente,

ni trop rapide) pour étudier I’influence des phénols sur I’état redox des ions du fer.
I11.2.10.1. Complexation rutine - Fe** en présence d’ions phosphate

L'addition d'une quantité croissante de Fe®* a la solution de rutine (tampon acétate 0.1
M + 5 mM phosphate, pH 6) induit une diminution de l'intensité de la bande a 350 nm relative
au phénol libre et I’apparition d'une nouvelle bande vers 400 nm (Fig. I11.44), caractéristique

du complexe métallique.

0 T T T
220 320 420 520
2./nm

Figure I11.44 : Complexation de la rutine (50 uM) par Fe"" (2.5 équiv.) dans le tampon acétate
2+
(0.1 M, pH6, 5 mM phosphate, 25°C). 3 min aprés mélange. —— Rutine, —— Rutine — Fe

La complexation des polyphénols avec les ions métalliques dans le milieu gastrique est
susceptible d’étre modulée par leurs interactions avec les protéines. Nous avons testé

I’influence de la protéine SAB (Fig. I11.45).
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Figure I11.45 : Complexation de la rutine (50 uM) par Fe dans le tampon acétate (0.1 M, pH

6, 5 mM phosphate, 25°C), en présence et en absence de SAB (3 équiv.), 3 min apres
mélange. 4 FeH/Rutine, + Fe'YRutine-BSA

L’examen des résultats montre que la SAB n’inhibe la complexation fer — rutine qu’a

faible concentration de Fe", ce qui suggere la liaison d’un 1% équiv. de Fe" a la SAB.

Cependant, en présence d’un excés de fer, 1’association rutine — SAB n’inhibe pas la

formation du complexe fer — rutine dans ces conditions. Le palier rapidement atteint au-dela

de 1 équiv. de Fe" suggere une steechiométrie de type 1:1.

Les variations de A(400 nm) en fonction du temps et pour différentes concentrations
de Fe" sont analysées selon un modele simple de liaison irréversible, qui permet I’estimation
de la constante de vitesse apparente de complexation k; et du coefficient d’absorption molaire

du complexe (Tab. XXXV, Fig. I11.46).

Tableau XXXV: Complexation de la rutine (50 puM) par Fe" dans un tampon acétate
contenant 5 mM de phosphate, 25°C, pH 6. Suivi cinétique a 400 nm durant 3 min.

Fe" /Rutine (équiv.) k M's™h e M'em™) r
1 109 + 3 8373 £ 112 0.999

1+ SAB 189 + 12 6643 + 124 0.997

2.5 178 +2 6767 =17 0.999

2.5+ SAB 127 £ 1 8880 = 18 0.999

La SAB n’influence que faiblement la cinétique de complexation fer - rutine.
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Figure I11.46 : Liaison de Fe'-rutine (tampon acétate + 5 mM phosphate, pH 6, 25°C).
Rutine (50 uM), 3 équiv. SAB et 2.5 équiv. Fe" . == Fe'-rutine-SAB, =a Fe'-rutine.

L’albumine a une capacit¢ de liaison d’une grande variété de ligands différents,
notamment les ions métalliques (fer et cuivre) qui est liée a son activité antioxydante [73,
74]. La séquence des quatre premiers acides aminés de 1'extrémité N-terminale de la HSA
(Asp-Ala-His-Lys) est impliquée dans la liaison d’ions métalliques divalents (Fig. I11.47)
[74]. Cette caractéristique peut expliquer la fixation du fer (II) en faible concentration a la

SAB.

Figure II1.47: Les principaux sites de 1'albumine impliqués dans son activité antioxydante :
la séquence de quatre acides aminés Asp-Ala-His-Lys de I’extrémité N-terminale et le
résidu cystéine libre (Cys 34) [74, 75].
Fukuzawa et al. ont démontré 1’effet inhibiteur de la SAB sur la peroxydation des
lipides membranaires induite par les chélates de fer et le superoxyde: la SAB, en interaction
avec le chélate de fer et/ou la membrane empéche l'interaction du métal avec la surface

membranaire [37].
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L’influence de la rutine et de la protéine SAB sur la stabilité du fer (II) est mise en

évidence dans la figure ci-dessous:

100 1}

0 T T '

20 . 40
Temps (min)

Figure IT1.48 : Autoxydation de Fe** (concentration initiale = 100 pM) en absence ou en
présence de rutine (1 équiv.) et de SAB (1 équiv.) dans le tampon acétate (pH 6, 5 mM
phosphate, 25°C). m Fe'l- SAB, * Fe'l - rutine, A Fe!

Ainsi, la complexation de FeII par la rutine ou la SAB tend a déstabiliser ce métal de
transition. La diminution du taux de Fe** aprés lh est de I’ordre de 96 % et 70 % pour la
protéine SAB et la rutine, respectivement. Malgré ses ligands azotés (tétrapeptide N-terminal)
susceptibles de stabiliser Fe** et ainsi le protéger de "autoxydation, la SAB s’est révélée au

moins aussi efficace que la rutine & accélérer I’autoxydation de Fe™" dans ce milieu.

- L’acidification du mélange équimolaire rutine-Fe' a entrainé une dissociation du complexe
et la régénération du spectre de la rutine libre (Fig. II11.49). Au cours de 1’autoxydation de

Fe", la rutine n’est donc pas oxydée.
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Figure I11.49 : Rutine (50 uM) + 2.5 équiv. Fe " dans le tampon acétate (pH 6, 5 mM
phosphate, 25°C) Rutine, — — Rutine/Fe** (pH 2), Rutine/Fe** (pH 0.6)
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Discussion et conclusion

Différentes composés polyphénoliques abondants dans 1’alimentaion et représentatifs
des différentes classes de polyphénols ont été sélectionnées pour ce travail: le flavonol, le plus
commun, la rutine, 1’acide chlorogénique (acide hydroxycinnamique) et le flavanol catéchine.
Tous ces polyphénols présentent un noyau catéchol (1,2-dihydroxybenzene), principal
déterminant structural de [’activité antioxydante et complexante d’ions métalliques.
Cependant, ces interactions et les processus rédox qui peuvent en découler dépendent
fortement de la nature de 1’ion métallique et du polyphénol, de la température et du pH ainsi

que de la nature du tampon utilisé.

Dans cette présente étude, nous avons analysé la complexation des polyphénols
sélectionnés en absence et en présence des ions de métaux de transition, fer et cuivre, mais
aussi de I’aluminium comme métal inerte de référence. Ces différentes expériences ont été
conduites dans un tampon acétate a pH 5 a 25°C. La complexation des polyphénols avec les
ions métalliques dans le milieu gastrique, est susceptible d’étre modulé par leurs interactions
avec les protéines. En conséquence, I’influence de la protéine SAB sur la complexation
métallique des polyphénols a été aussi testée.

L’autoxydation de Fe' en Fe'

est susceptible de produire des especes réactives de
Poxygéne (0,*, Hy0,, HO®) et d’entrainer ’oxydation du phénol lui-méme. Or, ce
phénomene est particuliérement sensible au pH et a la présence d’agents complexants. Nous
avons brievement étudié 1’effet du pH et des ions phosphate sur ’autoxydation de Fe'. Ainsi,
I’influence de la rutine et de la protéine SAB sur la stabilité du fer (II) a été mise en évidence

a pH 6 dans un tampon acétate contenant une concentration 5 mM d’ions phosphate.

- Un récapitulatif des informations déduites des études spectroscopiques et des analyses

cinétiques dans le tampon acétate a pH 5 est représenté dans le tableau XXXVI.

- Pour tous les ions métalliques €tudiés, la complexation des polyphénols se traduit par des

déplacements bathochromes de 30 a 40 nm de la bande d’absorption principale.

191Page



Partie 2: Physico-chimie Chapitre I11: Interaction des polyphénols avec des ions métalliques

Tableau XXXVI: Récapitulatif des résultats sur la complexation métallique des polyphénols
sélectionnés (tampon acétate, pH 5, 25°C).

. . AA ki k(s Site de Fe! Phénol + Protéine
Métal-phénol | N1 0 1 oms?y | x10° | iaison | (%) s SAB
Fe** R 1:1 40 (60 4—93 40-200 5-OH- 4- 7@ Non/ Absence QC
S) x10 0X0 oxydé | complexation
2+ . 38 _ _ (b) Non
Fe™-R 1:1 (3h) 1-2 - 100 oxydé _
3+ . 37 3-12 — . @ Non Absence de
Fe™-AC 11 (60 s) x10° catéchol 6 oxydé | complexation
2+ 35 _ _ - (b) Non _
Fe”-AC | (3h) 7 oxydé
Fe**-Cat Absence de complexation, oxydation probable du flavanol
Fe™*-Cat
Cu®, Cu* Absence de complexation et d’oxydation des phénols
+ R, AC, Cat

R: rutine, AC: acide chlorogénique, Cat: catéchine ; n: stoeechiométrie ;
@- ®) Concentration de Fe" déterminée apres 1 h et 3 h respectivement ;
Concentration de la protéine SAB est de 250 uM.

Dans la série étudiée, la cinétique de complexation pour la rutine et I’acide 5-O
caféoylquinique suit I’ordre suivant: Fe'" > A" > Fe'. Pour un ion donné, les constantes de
vitesse de complexation de 1’acide chlorogénique et de la rutine sont du méme ordre de

grandeur.

Les constantes d’acidité de la rutine et de I’acide chlorogénique (Tab. XXXVII)
montrent qu’a pH 5, les noyaux phénoliques sont tous protonés. La formation de complexes
stables implique donc le remplacement d’un ou deux protons par I’ion métallique. Ainsi, a pH
fortement acide (< 2-3), la protonation des polyphénols est dominante et la complexation

devient négligeable.

Tableau XXXVII: Valeurs de pK, de I’acide chlorogénique [76, 77], de la rutine [29, 30] et
de la catéchine [78].

Acide chlorogénique Rutine Catéchine
pK, 3.35 (COzH) 6.95 8.64
8.25 8.30 9.41
12.30 10.04 11.26
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La complexation du flavonol et de I’acide hydroxycinamique est beaucoup plus rapide
en présence d’ions ferriques qu’en présence d’ions ferreux en raison d’interactions

" La complexation par Fe'" est compléte en quelques

électrostatiques plus fortes avec Fe
secondes qui suivent I’addition des ions Fe™ 2 la solution de polyphénol. Au-dela d’un
équivalent d’ion métallique, la formation du complexe semble totale, en accord avec une
steechiométrie 1:1 et une réaction quasi-irréversible. L’analyse cinétique de la complexation
de Fe"" par la rutine a mis en évidence un réarrangement probable d’un 1° complexe en un

deuxieme complexe plus stable (produit thermodynamique). Par ailleurs, la formation du

complexe polyphénol-Fe" est trés lente et n’est compléte qu’aprés 3h.

Quel que soit le polyphénol considéré, le dosage de Fe' confirme que cet ion est stable
sur 24h dans le tampon acétate a pH 5. En revanche, au bout de quelques heures, les

complexes polyphénol-Fe"' subissent une lente autoxydation. Au sein des complexes

" en Fe' est marginale et une faible quantité de Fe** (6-

I

polyphénol-Fe'", la réduction de Fe
7%) est accumulée durant une heure dans les mélanges polyphénols + Fe™ (1 équiv.).
L’oxydation de la rutine et de I’acide chlorogénique en présence des ions Fe** / Fe** n’est pas

détectée.

La catéchine n’interagit pas avec les ions AI’*, Fe’* et Fe** dans le tampon acétate a
pH 5, ce qui est sans doute di a la plus faible acidité des OH phénoliques du catéchol (Tab.
XXXVII) qui rend la compétition entre protonation et complexation moins favorable a la

complexation.

Les 3 phénols étudiés, rutine, acide chlorogénique et catéchine, ne réagissent pas avec
les ions du cuivre (Cu**/Cu*) dans le tampon acétate 2 pH 5. Ni complexation, ni oxydation

n’a été observée.

L’interaction de la rutine et de I’acide chlorogénique avec les ions Fe’* en présence de
la protéine SAB a révélé un phénomene de «masquage» des sites de la complexation

métallique, ce qui en accord avec 1’affinité de liaison de la SAB avec ces deux polyphénols.

L’étude de I’effet du pH et des ions phosphate sur la stabilité du fer ferreux a montré la
grande sensibilité de Fe®* aux conditions du milieu. Dans le domaine de pH 5-6, la présence
de ligands oxygénés présentant une affinité plus forte pour Fe’* que pour Fe®* est susceptible

d’accélérer I’autoxydation selon la réaction: 4Fe" + 0, + 4H" — 4Fe™ + 2H,0.
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De maniére plus inattendue, la SAB, malgré son affinité a priori plus forte pour Fe**

que pour Fe’*, ne permet pas d’inverser la tendance.

Globalement, nos résultats suggerent que les flavonols et acides hydroxycinnamiques

1T

présentant un noyau catéchol sont susceptibles de complexer Fe™ des le compartiment

gastrique quand le pH est faiblement acide (1-2 h apres le repas). Par contre, 1’interaction avec

Fe' et les ions du cuivre est probablement négligeable. L’interaction Fe'

— polyphénol
conduit a des complexes stables (sans oxydation notable du polyphénol) mais peut Etre

inhibée par les interactions polyphénol - protéine.
On peut supposer que les flavanols et tannins condensés n’interagissent avec Fe'

qu’apres neutralisation du milieu a I’entrée du petit intestin.
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Conclusion générale et perspectives

La famille des polyphénols renferme de nombreux composés d’intérét nutritionnel et
valorisables dans I’industrie alimentaire et la cosmétologie en raison de leurs propriétés
réductrices (antioxydantes) et de leur capacité a interagir avec les ions métalliques et une

grande variété de protéines.
Ce travail comporte deux parties :

1- Une étude de I’enrichissement de I’huile d’olive en composés phénoliques par transfert
direct de ces derniers depuis des feuilles d’olivier, séchées et broyées, a 1’huile sous
irradiation ultrasonore en comparaison avec une macération conventionnelle. Des différentes
analyses pratiquées (optimisation des parametres d’extraction, suivi cinétique, dosage des
phénols totaux et spécifiques de I’olive, analyses par CLHP-SM et mesure de pouvoir
antioxydant), 1l ressort que la macération sous ultrasons a 16 °C est particulierement
appropriée et adéquate pour l’enrichissement rapide de 1’huile d’olive en polyphénols a
I’échelle du laboratoire (réacteur de 3 litres) et méme a I’échelle pilote (réacteur de 30 litres).

Ainsi ’EAU permet une amélioration de la stabilité et de la qualité nutritionnelle de I’huile

d’olive.

2- L’étude des propriétés physico-chimiques de composés phénoliques abondants dans
I’alimentation (phénols de I’olive, acide chlorogénique, les flavonoides quercétine, rutine et
catéchine) en relation avec leur activité possible dans le tractus digestif, a permis de mieux
comprendre les parametres qui gouvernent la réactivité de ces polyphénols, pouvoir

antioxydant et leurs interactions avec les composants alimentaires lors de la digestion.

L’étude de D’activité antiradicalaire (test DPPH’) des polyphénols sélectionnés en
milieu micellaire aqueux confirme la capacité antioxydante de ces composés en présence et en

absence de la protéine SAB et d’un mod¢le d’amidon (B-cyclodextrine).

L’étude de la capacité des composés phénoliques a complexer les ions métalliques,
suggere que les flavonols et acides hydroxycinnamiques présentant un noyau catéchol sont
susceptibles de complexer Fe'' deés le compartiment gastrique quand le pH est faiblement
acide (1-2 h aprés le repas). Par contre, I’interaction avec Fe" et les ions du cuivre est

1T

probablement négligeable. L’interaction Fe™ — polyphénol conduit a des complexes stables

(sans oxydation notable du polyphénol) mais peut étre inhibée par les interactions
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polyphénol-protéine. On peut supposer que les flavanols et tannins condensés n’interagissent

111

avec Fe™" qu’apres neutralisation du milieu a I’entrée du petit intestin.

Globalement, les polyphénols sélectionnés dans ce travail, présentent une forte activité
antioxydante et sont particulierement tres intéressants pour leurs applications dans le domaine
alimentaire (inhibition de I’oxydation des lipides) et pour leur capacité a protéger 1’organisme
contre le stress oxydant et ce deés le compartiment gastrique. L’ingestion réguliere de
polyphénols par la consommation de fruits et légumes pourrait permettre a notre organisme de
renforcer ses moyens de défense contre les processus d’oxydation qui menacent

quotidiennement nos cellules.

L’ensemble des résultats obtenus dans cette étude ne constitue qu’une ébauche dans le

domaine de recherche des antioxydants naturels, il serait intéressant d’étayer ce travail par :

- L’investigation de I’enrichissement de ’huile d’olive par les antioxydants des co-produits de

I’industrie oléicole, margines et grignons d’olive ;

- La mise en évidence des potentialités de la technique EAU dans I’enrichissement en
antioxydants naturels d’autres huiles alimentaires riches en acides gras polyinsaturés telles

que I’huile de tournesol et 1’huile de colza.

- La finalisation de 1’étude de la capacité des phénols de 1’alimentation a réduire le fer
héminique hypervalent (Fe') en milieu faiblement acide dans le but de simuler un stress
oxydant d'origine alimentaire. La metmyoglobine constitue la principale forme de fer de la
viande rouge et un initiateur de peroxydation lipidique particulierement efficace dans des
conditions faiblement acides (pH 4-6) apres activation préalable par des hydroperoxydes
(H2O,, hydroperoxydes lipidiques). Nos travaux préliminaires (non rapportés dans ce
manuscrit) ont montré que tous les phénols sélectionnés dans ce travail sont capables de

réduire rapidement la metmyoglobine activée (Fe'"), y compris en présence de SAB.

- L’application du mod¢le gastrique simplifié (test DPPH en milieu micellaire faiblement
acide) a des aliments réels riches en polyphénols (purées de fruits et Iégumes, jus de fruits,

thé, café...).
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Annexe 1: Courbes étalons
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Annexe 2: Analyse CLUP-SM de la complexation rutine — Fer (III)
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Les spectres de masses lors de la complexation rutine (100 pm) par 1 equiv. Fe ’
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dans le tampon

acétate (pH 5, 25°C). 3.1 min, 3.25 min et 3.5 min apres mélange
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c- Complexation Rutine - fer (III), apres 2 h

Intens. J
[mAU]]
251
20
15
104
5
1 2 3 4 5 6 7 8 Time [min]
3+
Chromatogramme HPLC-DAD a 280 nm du mélange équimolaire rutine / Fe dans le tampon acétate (pH
5, 25°C), apres 2 h. Concentration de la rutine et de fer (III) = 100 uM
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Temps = 3.25 min




Annexes

| Wavelength [nm]I
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Temps = 3.5 min

3+
Les spectres masses de la réaction de complexation rutine (100 pm) par 1 equiv. Fe  dans le

tampon acétate (pH 5, 25°C). 3.1 min, 3.25 min et 3.5 min apres mélange

pas de nouveaux produits
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Annexe 3: Analyse CLUP-SM de la complexation rutine — Fer (II)

a- Complexation Rutine - fer (II)

Intens.
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60
40
20
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Chromatogramme HPLC-DAD a 280 nm du mélange équimolaire rutine / Fe  dans le tampon acétate
(pH 5, 25°C), apres 2 h. Concentration de la rutine et de fer (II) = 100 uM
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250 275 300 325 350 375 400 425 450 Wavelength [nm]
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b- Complexation Rutine - fer (II), apres 2 h 30
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2
Chromatogramme HPLC-DAD a 280 nm du mélange équimolaire rutine / Fe " dans le tampon
acétate (pH 5, 25°C), apres 2 h. Concentration de la rutine et de fer (II) = 100 uM
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Annexe 4: Analyse CLUP-SM de la complexation acide chlorogénique — Fer

a- Complexation acide chlorogénique - fer (III)

Intens.
[mAU] ]
80
60 -
40
20
O_M T JI T T T T T T L
1 2 3 4 5 6 7 8 Time [min]
3+
Chromatogramme HPLC-DAD a 280 nm du mélange équimolaire acide chlorogénique / Fe
dans le tampon acétate (pH 5, 25°C). Concentration d’acide chlorogénique et de fer (IIT) = 100
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Les spectres masses de la réaction de complexation acide chlorogénique (100 um) par 1 equiv.

3
Fe  dans le tampon acétate (pH 5, 25°C). 2 min et 2.5 min apres mélange

pas de nouveaux produits




Annexes

b- Complexation acide chlorogénique - fer (II)

Intens. |
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eo:
40:
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1 2 3 4 5 6 7 8 Time [min]

2
Chromatogramme HPLC-DAD a 280 nm du mélange équimolaire acide chlorogénique / Fe '

dans le tampon acétate (pH 5, 25°C). Concentration d’acide chlorogénique et de fer (II) = 100
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Les spectres masses de la réaction de complexation acide chlorogénique (100 um) par 1 equiv.

2
Fe  dans le tampon acétate (pH 5, 25°C). 2 min et 2.5 min apres mélange

MS3 = isomere de I'acide chlorogenique
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b1- Complexation acide chlorogénique - fer (II), aprés 3 h

Intens.
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1 2
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4 5

T T T
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2
Chromatogramme HPLC-DAD a 280 nm du mélange équimolaire acide chlorogénique / Fe " dans le
tampon acétate (pH 5, 25°C). Concentration d’acide chlorogénique et de fer (II) = 100 uM
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Les spectres masses de la réaction de complexation acide chlorogénique (100 um) par 1 equiv.

2
Fe  dans le tampon acétate (pH 5, 25°C). 2 min et 2.5 min apres mélange

pas de nouveaux produits




Résumé. Les polyphénols sont des métabolites secondaires de végétaux abondants dans 1’alimentation. Les
extraire dans des conditions efficaces et mieux comprendre leurs propriétés physico-chimiques modulant
leurs activités possibles dans le tractus digestif, constituent des enjeux scientifiques importants qui sont a la
base de ce travail. La premiére partie porte sur ’enrichissement de 1’huile d’olive en polyphénols par
transfert direct de ces derniers des feuilles d’olivier a 1’huile, sous irradiation ultrasonore en comparaison
avec une macération conventionnelle. Aprés optimisation des paramétres d’extraction, la technique sous-
ultrason a 16°C s’est révélée plus efficace que le procédé conventionnel du laboratoire (réacteur de 3 L) a
I’échelle pilote industriel (réacteur de 30L). Dans la seconde partie, la réactivité de polyphénols communs
et représentatifs des principales classes (rutine, quercétine, catéchine, acide chlorogénique et phénols de
I’olive) avec le radical DPPH’ et les ions de métaux de transition d’intérét biologique (FeH, Fe', Cul, CuH),
a été étudiée par spectroscopie UV-visible (études cinétiques), par CLUP-SM (analyse de produits
d’oxydation) et au moyen des tests colorimétriques permettant de préciser 1’état redox des ions métalliques.
L’étude de D’activité antiradicalaire (test DPPH’) en milieu micellaire aqueux a confirmé la capacité
antioxydante des polyphénols sélectionnés en présence et en absence de la protéine sérum albumine bovine
(SAB) et d’un modéle d’amidon (B-cyclodextrine). L’étude de la capacité des composés phénoliques a
complexer les ions métalliques, en solution faiblement acide (pH= 5-6), a suggéré que les flavonols et
acides hydroxycinnamiques sont susceptibles de complexer Fe'" dés le compartiment gastrique quand le pH
est faiblement acide (1-2 h aprés le repas). Par contre, 1’interaction avec Fe" et les ions du cuivre est
probablement négligeable. L’interaction Fe"" — polyphénol conduit 2 des complexes stables (sans oxydation
notable du polyphénol) mais peut tre inhibée par les interactions polyphénol-protéine.

Abstract. Polyphenols are plant secondary metabolites which are abundant in the diet. Their extraction
using efficient processes and a better understanding of their physico-chemical properties that modulate
their possible activities in the gastric tract are important scientific goals, which underline this work. The
first part deals with the direct enrichment of olive oil in polyphenols of olive leaves under ultrasonic
irradiation in comparison with conventional maceration. After optimization of extraction parameters, the
ultrasound-assisted process came up as more efficient than the conventional method at laboratory (reactor 3
L) to industrial pilot scale (reactor 30L). In the second part, the reactivity of some polyphenols, both
common and representative of the main classes (rutin, quercetin, catechin, chlorogenic acid and olive
phenols) with DPPHe radical and transition metal ions of biological interest (FeH, Fe'', Cu, CuH) was
studied by UV-visible spectroscopy (kinetic studies), UPLC-MS (analysis of oxidation products) and via
colorimetric tests for the determination of the redox state of the metal ions. The study of the antiradical
activity (DPPHe test) in aqueous micellar medium confirmed the antioxidant capacity of selected
polyphenols in the presence and absence of bovine serum albumin (BSA) protein and a starch model (-
cyclodextrin). The study of the ability of phenolic compounds to bind metal ions in weakly acidic solution
(pH= 5-6), suggested that flavonols and hydroxycinnamic acids are able to complex Fe" from the gastric
compartment when pH is slightly acid (1-2 h after the meal). However, interaction with Fe' and copper
ions is probably negligible. Interaction Fe"'- polyphenol leads to stable complexes (without significant
oxidation of the polyphenol), but can be inhibited by the polyphenol-protein interactions.
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