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Résume :

Tous les composes phénoliques peuvent étre considéres comme des parametres importants des

qualités organoleptiques (Couleur et Saveur) et nutritionnelles des produits alimentaires d'origine végétale.
De multiples la couleurs d'ordre génétique, moléculaire, physiologique et environnemental, déterminent les
teneurs et la spécificité d'accumulation des composés phénoliques chez les végétaux. De plus, toutes les
techniques de conservation et de transformation qui perturbent I'intégrité cellulaire peuvent conduire a
d'importants changements dans [‘équipement phénolique avec apparition de brunissements. Actuellement,
I'utilisation des composés phénoliques en tant qu'antioxydants nature dans 1’alimentation est en cours de
développement, en relation avec la prévention de certains cancers et maladies cardio-vasculaires. Dans ce
travail, on étude I’effet des quelques paramétres sur la stabilité de composés phénoliques (température,

I’oxygene) : I’acide gallique, I’acide ascorbique et le vanilline.
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INTRODUCTION GENERALE

Introduction-Présentation du sujet
Le régime mediterranéen, caractérisé par une consommation élevée et variee de produits
végétaux (Iégumes, fruits, huile d’olive, thé . etc), est associé a un allongement de 1’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 associees au stress oxydant telles que les maladies cardiovasculaires,
les maladies neurodégénératives et divers cancers, seraitent due aux microconstituants de
cette diete dont les polyphénols sont les principaux représentants [1, 2]. Les polyphénols
possedent un large éventail d’activités biologiques in vitro (antibactériennes, anti-cancérigéne,
anti-inflammatoire, antioxydante etc...) liées a leur caractére réducteur et a leur affinité. 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
I’utilisation des additifs alimentaires synthétiques, buthylhydroxyanisol (BHA) et
buthylhydroxytoluéne (BHT), qui ont montré des effets nuisibles (effet carcinogéne) [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 réle 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 a mieux comprendre 1’effet des conditions de
stokcage tel que la température et I’oxygene sur la stabilité de quelques composés phénoliques
(acide ascorbique, acide gallique, vanilline). Aussi, on étudie 1’effets de ces paramétres sur le
pouvoir antioxydant.
Afin de mieuse situer dans le contexte dans auquel s’inscrit cette présente étude, une synthese
bibliographie est présentée sur les polyphénols : structures et propriétés, capacité

antioxydante, biodisponibilité et effet sante.
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Le deuxiéme chapitre est consacré a la stabilit¢é des composés phénoliques et I’effet de
température sur la stabilité (dégradation) de 1’acide gallique, ascorbique et la vanilline.

Le troixiéme chapitre présente les caractéristiques liées avec les composés phénoliques
(I’acide gallique, ascorbique et la vanilline).

La mise au point d’un protocole de réduction du radical DPPHe de I’effet des différentes
température et d’étudier I’influence sur ’activité antiradicalaire des composés phénoliques;

- Des tests colorimétriques ont permis d’évaluer la sensibilité de nos commposés phénoliques
et I’influence de température sur la satbilité de ces composeés.

Ces travaux, conduits a des températures superieures a 60 C°, les composés phénoliques
commencent a se dégrader et destabilisés, les memes résultats assimilés pour 1’activité

antioxydante totale.
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CHAPITRE 1 LES COMPOSES PHENOLIQUES

1-1- Généralités:

Les composes phénoliques sont des métabolites secondaires végétaux. Ils peuvent étre
définis comme des molécules indirectement essentielles a la vie des plantes (d’ou |
dénomination de métabolites secondaires). Par opposition aux métabolites primaires qui
alimentent les grandes voies du métabolisme basal, mais ils sont essentiels dans
I'interaction de la plante avec son environnement. Ces composés ont tous en commun la
présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions
hydroxyles . La structure des composés phénoliques naturels varie depuis les molécules
simples (acides phénoliques simples) vers les molécules les plus hautement polymérisées
(tanins condensés) . Avec plus de 8000 structures phénoliques identifiées Les composés
phénoliques participent activement aux interactions de la plante avec son environnement
en jouant soit le réle des signaux de reconnaissance entre les plantes (Allélopathie), entre
les plantes et les symbioses, ou bien lui permettant de résister aux diverses agressions Vvis-
a-vis des organismes pathogenes. lls participent de maniére tres efficace a la tolérance des
végetaux a des stress variés, donc ces composés jouent un réle essentiel dans I'équilibre et
I’adaptation de la plante au sein de son milieu naturel D'un point de vue appliqué, ces
molécules constituent la base des principes actifs que l'on trouve chez les plantes
médicinales, alliées a leur difficulté de production. Chez I'nomme, ces molécules traces
jouent un réle important en agissant directement sur la qualité nutritionnelle des fruits et
I[égumes et leur impact sur la santé des consommateurs (effet antioxydant, effet protecteur

contre l'apparition de certains cancers...) [4].

1-2 -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 categories : les composés phénoliques simples et les composés phénoliques
complexes [5 ,6].

1-2-1 Polyphénols simples :
1-2-1-1-Acides phénoliques :

Ce sont des composés organigues possedant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique. 1ls sont représentés par deux sous-classes p les dérivés de 1’acide

hydroxybenzoique et de 1’acide hydroxycinnamique[7].
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=  Dérivés de I’acide hydroxybenzoique(C6-C1) :

Ces acides sont trées communs aussi bien sous forme libre que sous forme
combinée a 1’état d’esters ou hétérosides [7, 8]. Cette catégorie est abondante dans les
végetaux et les aliments, notamment les épices, les fraises, certains fruits rouges et
I'oignon dans lesquels les concentrations peuvent atteindre plusieurs dizaines de
milligrammes par kilogramme de fruits frais [8]. Les dérivés de I’acide hydroxybenzoique

les plus répandus sont illustrés dans la figure suivante :

R2
R3 R1 R1=R2=R3=R4=H :acide benzoique(non phénolique)
R1=R2=R4=H,R3=0H :acide p-hydroxybenzoique
R1=R4=H,R2=R3=0H :acide protocatéchique
R1=R4=H,R2=0CH3,R3=0H :acide vanillique
R1=H,R2=R3=R4=0H :acide gallique
R4 COOH

Figure 1 : Structures chimiques des acides hydroxybenzoiques[7].
=  Dérivés de I’acide hydroxycinnamique(C6-C3) :
Ces composés ont une distribution trés large. Rarement libres, ils sont souvent
estérifiés[5] et peuvent également étre amidifiés ou combinés avec des sucres
(O-acylglucosides, O- arylglucosides) ou des polyols tels que I’acide quinique(Figure 2)
[7].

R1
O-R4

R1=R2=R3=R4=H :acide cinnamique(non phénolique)
R1=R3=R4=H,R2=0H :acide p-coumarique

R3 R1=R2=0H,R3=R4=H :acide caféique
R1=0CH3,R2=0H,R3=R4=H :acide férulique
R1=R2=0H,R3=H,R4= acide quinique :acide chlorogénique

R2

Figure 2: Structures chimiques des acides hydroxycinnamiques[9, 10].

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. 1l représente 75 a 100% de la teneur totale en acides hydroxycinnamiques de la
2
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majorité des fruits, principalement sous forme d'ester de I'acide quinique (acide
chlorogénique) [11]. L'acide chlorogénique est présent en trés forte concentration dans la
pomme (430 mg/kg) [12] et dans le café, une seule tasse peut en contenir de 70 a 350 mg
[11].

1-2-1-2- 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 C6-C3-C6 (Figure 3) [13]. Ce sont les composes 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 [14]. Les flavonoides sont présents dans une grande variété

d'aliments (fruits et Iégumes, céréales, jus de fruits, thé et vin...).

Figure 3: Squelette de base des flavonoides [14].

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 hydroxyles étant généralement en positions 4, 5 et 7. Ces
substances existent généralement sous forme de glycosides [10].

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 chiralit¢ en C2 [7, 10]. Les agrumes constituent la
principale source alimentaire de flavanones. Les principaux aglycones sont I'ériodictyol
dans le citron, la naringénine dans le pamplemousse et I'hespéritine dans 1’orange

(Figure 4) : un jus d'orange contient entre 200 et 600 mg d'hespéritine/L[11].
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OH

HO 0]
R=R'=H :naringénine
R=R'=0H :ériodictyol
R=0OCH3,R'=H :héspéritine
OH 0]

Figure 4: Structure chimique des flavanones[15].

e Flavonols:

Les flavonols se distinguent par la présence d’un groupement OH en position C3
et d’une double-liaison en C2-C3 (Figure 5). lls 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[14]. Leurs principaux représentants sont la quercétine,
le kaempfeérol et la rutine. Les sources les plus riches sont les oignons (350-1200mg/kg de
matiére fraiche) [16, 17], le poireau, le chou et les baies telles que le cassis (115 mg/kg de

matiére fraiche) [18]. Le thé contient aussidesflavonolsahauteurde45mg/L[19].

R1
OH
HO O
R1=H,R2=0H :kaempfeérol
R1=0H,R2=0H :quercétine
R2 R1=0H,R2= glucose-rhamnose : rutine
OH O

Figure 5: Structures chimiques de flavonols[14].

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 isomére

(-)épicatéchine, jusqu’aux oligomeéres et polymeres, les proanthocyanidines. De plus, les

flavan-3- ols peuvent étre estérifiés par I’acide gallique ou hydroxylés pour former les
4
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gallocatéchines (épicatéchine gallate, épigallocatéchine, épigallocatéchine gallate)
(Figure 6) [10]. Les catéchines sont présentes dans le chocolat (jusqu'a 132,4 mg/kg de
matiére fraiche de chocolat noir), le thé (jusqu'a 120 mg du thé noir de Chine) et dans les

fruits comme 1’abricot [20, 15].

oh OH
X )
HO O _\\\\ OH HO 0 R on
R R
OH OH
R= OH catéchine R = OH épigallocatéchine
R= O-gulloylcatéchine gallate R = O-galloyl épigallocatéchine gallate

Figure 6: Structures chimiques de certains flavan-3-ols [10].
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 [21]. Les composés les plus courants sont la pélargonidine, la cyanidine et la
malvidine(Figure 7) [22, 23]. lls sont présents dans le vin rouge (340-420 mg de
malvidine 3-O-glucoside/L ) [18]. De nombreux glucosides de cyanidine et deux dérivés

de pélargonidineont aussi été caracterisés dans l'oignon rouge[24].

R1=R2=H : pélargonidine
R1=0H,R2=H :cyanidine
R1=R2=0CHg;: malvidine

Figure 7: Structure chimique de quelques anthocyanidines courantes [9, 10].
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anthocyanes flavonols flavanols

OCH,

OH OH
HO
HO OCH, o
O-glucose
OH ' OH O OH OH
3-glucoside de malvidol quercétol catéchine
(forme flavylium)
2. acides benzoiques 3. acides hvdroxycinnamiques
HOOC ol HOOC —CH= CH\@ OH
OH OH
OH
acide gallique acide caféique

Figure 8: Exemples de structures de composés phénoliques

1-2-1-3-Alcoolsphénoliques :

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) (Figure 9) sont les principales molécules de
cette classe. Ces composés sont tres abondants dans ’olive (fruit et feuille), libres ou
associés a I’acide ¢lénolique[25, 26].

OH OH

OH

OH OH
a b

Figure 9 : Structures de I’hydroxytyrosol(a) et du tyrosol(b) [15].
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Le principal alcool phénolique de I’olive (responsable de I'amertume du

fruit) estl'oleuropéine(Figure 10) (60 a 90 mg/g matiére séche) [27].

0-B-D-Glu

HO

MeO

HO

Figure 10: Structures de l'oleuropéine[27].

1-2-1-4- Polyphénols complexes(tanins) :

Les tanins représentent une classe tres importante de polyphénols localisés dans
les vacuoles [28]. Historiquement, le terme « tanin » regroupe des COMpPOSES
polyphénoliques caractérisés par leurs propriétés de combinaison aux protéines [24], d’ou
leur capacité a tanner le cuir. Sur le plan structural, les tanins sont divisés en deux groupes,
tanins hydrolysables et tanins condensés [29]:

- Tanins hydrolysables : ce sont des esters du D-glucose et de I’acide gallique ou de ses
dérivés, en particulier 1’acide ellagique(Figure 11) [30, 31]. Ces substances sont
facilement hydrolysables par voie chimique ou enzymatique (tannase)[32].

- Tannins condensés : les tannins condensés ou les proanthocyanidines sont des
polyméres constitués d’unités flavane reliées par des liaisons entre les carbones C4 et
C8 ou C4 et C6 (Figure 11) [33, 31].

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 I'amertume du

chocolat.
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e W B ’\_»_ 0 r_»_)[_\_ _-OH
HO v .- \ . ’ OH Ho- OX\/\A"'O/ W

OH | 27 R
HO “ O | o - |
, OH =
. - /\/\ 5
OH R2
(a) (b)

Figure 11: Structure chimique (a) d’un tanin condensé (proanthocyanidine) et (b) d’un
gallotanin (1,2,3-tri-O-galloyl-pB-D-glucose) [34].
1-3- Propriétés chimiques des polyphénols: 1.3. Propriétés chimiques des
polyphénols :
Les propriétés chimiques des polyphénols sont essentiellement liées a celles des
noyaux phénoliques,[35] particulierement des substituants a effet mésomeére attracteur

d’électrons (- M) et substituants a effet mésomere donneur (+M). La conjugaison d’une

des deux paires libres del’atome avec le cycle traduit I’effet (+M) du groupe OH.

Ce phénomene augmentela délocalisation électronique et produit une charge
négative partielle sur les atomes C2, C4, C6. L’effet (+M) peut étre représenté par quatre

formes mésomeres.

OH JOH JOH IOH

Figure 12 : Formes mésomeres du phénol .
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De ces caracteres de base découlent les différentes propriétés physico-chimiques
suivantes :
1-3-1- Nucléophilie :

La nucléophilie des composés phénoliques est portée par 1’atome d’oxygene et les
atomes de carbone en ortho et para du groupement OH (suite a I’effet (+M)). Cette
propriété est a 1’origine des réactions de substituants électrophiles aromatique (alkylation,
acylation, etc.) régiosélectives des positions ortho et para. Les substituants de type 1,3-
dihydroxy (résorcinol) et 1,3,5-trihydroxy (phloroglucinol) permettent une accumulation
de densité électronique sur les sommets C2, C4 et C6 (tous ortho ou para des groupements
OH), accentuant ainsi le caractére nucléophile.

Le cycle A des flavanols posséde deux centres C6 et C8 fortement nucléophiles
car en ortho et en para de trois groupements OH ou OR a effet (+M). Le noyau A est
également activé par le groupement carboné saturé en C4. Cette nucléophilie permet des
réactions de substitutions électrophiles aromatiques qui peuvent par exemple intervenir
lors de la production du thé noir.

1-3-2- Propriétés reductrices :

Le potentiel d’ionisation (PI) d’une molécule est I’énergie minimale qu’il faut lui
fournir pour lui arracher un électron. Plus un composé aromatique est substitué par des
groupements donneurs d’électrons, plus son PI est faible et plus son caractére réducteur est

grand.

Il peut alors subir une oxydation mono-électronique qui conduit au radical
correspondant.Danslecasd’unphénol ArOH, leradical-cationformeéestunacidefortquise

déprotone aussitét pour conduire a un radical phénoxyl ou aryloxylArO[35].
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Figure 13: Oxydation mono-électronique d’un phénol et formes

mésomeres du radical aryloxyl formé.
Le radical aryloxyl (ArO") peut étre formé directement par transfert d’hydrogene
phénolique vers un radical de haute énergie tels que les radicaux oxyl (RO") et peroxyl

(ROO’) formés par exemple au cours de 1’autoxydation des lipides.

Ces réactions de transfert d’atome H et/ou d’électrons avec conversion d’un radical
trés réactif en radical aryloxyl stabilisé par résonance sont I’un des principaux mécanismes
d’action antioxydantes des phénols. La capacité du phénol a céder un atome H peut étre
quantifiée par 1’énergie de dissociation homolytique de la liaison OH (bond dissociation
energy, BDE). Plus la BDE d’un phénol est faible, plus fort est son caractere donneur
d’hydrogene.

1-3-3- Polarisabilite :

La polarisabilité des phénols leur permet de développer de fortes interactions
moléculaires de dispersion (composante attractive des interactions de Vander Waals) avec
autres composes polarisables. Ce phenomene résulte du couplage entre les fluctuations
¢lectroniques de deux molécules voisines. Ainsi, en solution aqueuse, I’interaction du
noyau benzénique apolaire du phénol avec une autre entité polarisable telle qu'un second
cycle aromatique est favorisée par 1’effet hydrophobe.

Les molécules d’eau de solvatation s’organisent de maniere a maintenir entre
elles autant de liaison hydrogene que possible, et de ce fait, I’empilement de deux noyaux

zéniqu u ux Squ v uses:
benzéniques dans 1’eau a deux conséquences avantageuses
10
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- Le développement de forte interaction de dispersion entre les deux noyaux;

- Le relargage d’une partie des molécules d’eau de solvatation dans le corps
dusolvant.

Ce dernier phénomene, appelé « Effet hydrophobe » puisqu’il minimise la surface
de contact entre les deux solutés et 1’eau, se traduit par une augmentation du nombre de
liaison hydrogéne entre noyau et molécule d’eau (A,<0) et une relativité désorganisation
(AsAp) qui tendent a stabiliser le complexe moléculaire formé entre deux molécules
empilées.

La combinaison des interactions de dispersion et de I’effet hydrophobe constitue

la principale force motrice pour la complexation moléculaire des phénols dans 1’eau.

1-3-4- Liaison hydrogeéne :

Les phénols sont des donneurs de liaison hydrogéne (liaison H) en raison du
caractere acide du proton du groupe OH. Ce sont aussi des accepteurs de liaison H. En fait,
seule la paire libre de I’atome O qui n’est pas conjuguée avec le cycle est capable
d’accepter une liaison H en provenance d’un donneur. Ainsi, un phénol est capable de
donner une liaison Het d’en recevoir une seulement. Notons que ces liaisons H se
renforcent mutuellement (coopérativité). Par exemple, en donnant une liaison H, le phénol
allonge sa liaison OH. Cet état de prédissociation accentue la densité électronique sur le

centre O et donc son caractére accepteur de liaisonH.
1-3-5- Acidité :

La coupure hétérolytique de la liaison OH (déprotonation) entraine la formation
d’un ion phénate dans lequel la délocalisation électronique de I’atome O vers le cycle
(effet +M) est fortement augmentée (Figure 12). Ce phénomene et la forte solvatation de
I’anion phénate par formation de liaison H avec I’eau permettent d’expliquer les propriétés
acides faibles des phénols dans 1’eau. Les propriétés caractéristiques des phénols
(nucléophilie, caractere réducteur, polarisabilité) sont amplifiées lors de la formation des
anions phénates correspondants.

Les groupements OH en position para et ortho des noyaux phénoliques de
polyphénols présentent un caractére acide renforcé, ce qui permet une dissociation au
moins partielle a pH neutre. Cette exaltation de 1’acidité est due a la stabilisation de 1’ion
phénate correspondant par délocalisation de la densité électronique vers le groupement a

effet (-M). Elle peut étre traduite en termes de formesmésomeres.

11
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1-4- Propriétés thérapeutiques despolyphénols :
1-4-1- Etudes épidémiologiques et propriétés biologiques invitro :

Les propriétés biologiques des polyphénols sont essentiellement établies in vitro
et découlent de leur activité réductrice (effets anti- voire pro-oxydants) et de leur affinité
pour une grande variété de protéines (enzymes, récepteurs, facteurs de transcription).

L’une des premiéres propriétés reconnue aux flavonoides est d’étre «veino-actifs»
c'est-a-dire ayant la capacité de diminuer la perméabilité des capillaires sanguins et de
renforcer leur résistance.

De nos jours, les propriétés des polyphénols sont largement étudiées dans le
domaine médical ou on leur reconnait des activités anti-virales, anti-tumorales, anti-
inflammatoires, anti-allergiques et anti-cancer. Ils ont également des actions positives sur
I’obésité, le diabéte, les maladies d’Alzheimer et de Parkinson. Les catéchines du thé sont
des inhibiteurs de I’angiogénésein vitro.

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
proprieties 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 vivodes effets santé des polyphénols, une meilleure
connaissance de la biodisponibilité des polyphénols (leur devenir aprés absorption
éventuelle au travers de la paroi intestinale) et une combinaison d’études cliniques
pertinentes est indispensable. 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 €vidence les genes dont 1’expression est
régulée (2 la hausse ou a la baisse) par les composants de ’alimentation. La difficulté
réside ensuite dans I’analyse et 1’interprétation de ces données biologiques complexes.

1-4-2- Effetantiallergique :

Ces effets sont attribués a 1’influence des flavonoides sur la production de

I’histamine. En effet, les flavonoides inhibent les enzymes, telles que I’AMP cyclique

phosphodiesterase et ATPase Ca2+-dépendante, responsables de la libération de
12
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I’histamine a partir des mastocytes et des basophiles. Par exemple, 1’ATPase

Ca2

du calcium par les membranes cellulaires, ce qui favorise la libération de I’histamine

+dépendante dégrade I’ATP produisant ainsi de 1’énergie afin de faciliter 1’absorption

stockée dans les vésicules. En inactivant cette enzyme, la quercétine a montré un potentiel
d’action supérieur a celui du cromoglycate de sodium utilis¢ comme médicament en
empéchant la libération de [I’histamine et d’autres substances endogenes qui
causentl’asthme[36].

1-4-3- Effetanti-inflammatoire :

Sous I’action de la cycloxygénase et la lipoxygénase, 1’acide arachidonique est
métabolisé respectivement en prostaglandines et leucotriénes induisant ainsi des
phénomenes inflammatoires. Une étude de Landolfi et son groupe a montré que certains
polyphénols sont capables de modifier le métabolisme de 1’acide arachidonique dans les
plaquettes[37]. Les effets de la quercétine et de la myricétine sont dose-dépendants. A de
fortes concentrations, ils inhibent la cycloxygénase et la lipoxygénase. Cependant, a de
faibles concentrations, seule la lipoxygénase est affectée. En revanche, d’autres
flavonoides tels que 1’apigénine et la chrysine agissent principalement sur 1’activité de
lacycloxygénase.

La phagocytose qui accompagne une infection virale ou bactérienne est suivie
d’une production d’espéces oxygénées réactives par les neutrophiles, ce qui va promouvoir
I’inflammation. D’une maniére générale, les espéces radicalaires, quelles que soient leurs
origines, peuvent induire des dommages tissulaires, favoriser le processus de
vieillissement, voire €tre a 1’origine de certaines pathologies telles que le cancer et
’athérosclérose[38].11 est intéressant de noter que de nombreux flavonoides sont capables
de contrer cette production d’espéces oxygénées par les neutrophiles[39].

1-4-4- Effetanti-ulcere :

Dans des experiences réalisées sur des rats, il a été demontrée que la quercétine et
la naringénine jouent un réle important dans la réduction de 1’ulcére et la protection des
cellules gastriques. Il a été suggéré que la quercétine exerce son activité via un mécanisme
complexe impliquant la production du mucus, le piégeage des radicaux libres et également
I’inhibition de la productionleucotriénes [40].

D’autres études ont permis d’établir une relation étroite entre les propriétés anti-
ulcére de la quercétine, la naringénine, la rutine et le kaempférol, et la production de PAF
(PlateletActivating Factor) qui est un agent ulcérogéne potentiel [41]. En effet, il s’est

13
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avéré que la réduction des dommages gastro-intestinaux est due probablement a
I’inhibition du PAF par ces flavonoides.

1-4-5- Effetanti-cancer :

Présente dans tous les types de thé et en particulier dans le thé vert, la catéchine a
montré une activité anti-tumorale[42].Une telle activité est attribuée a la capacité de ce
flavonoide a inactiver I’action de la P-glycoprotéine qui est impliquée dans la résistance
phénotypique des cellules cancéreuses[43] .La croissance cellulaire peut étre inhibée
également par d’autres mécanismes, a savoir : la stabilisation du collagéne, 1’altération
de I’expressiondes génes et la réduction des radicaux libres[37]. En effet, la catéchine
augmente la résistance du collagéne et inhibe I’activité de la collagénase [45].

Les flavonoides ont montré des effets protecteurs contre les cancers de la
prostate, du célon et du poumon [46].

1-4-6- Autres activitésbiologiques :

Les flavonoides peuvent aussi prévenir le développement du diabete en inhibant
I’enzyme aldose réductase. Ong et Khoo ont reporté que la myricétine possede un effet
hypoglycémiant chez des animaux diabétiques [47,48,49]. Certains flavonoides peuvent
inhiber 1’athérosclérose et par conséquent réduire le risque des maladies cardiovasculaires
[50,45]. Les effets anti-viraux des flavonoides ont été également démontrés[51].

1-5-Propriétés pro-oxydantes des polyphénols:

Certains polyphénols particulierement réducteurs peuvent manifester une activité
pro- oxydante en entrant dans des cycles redox qui générent des EOR. Par exemple,

3+ 2+ 2+ en Cu+, et ainsi

I’acide gallique est capable de réduire Fe® en Fe”', ou Cu
d’enclencher la réaction de Fenton avec formation du radical hydroxyle (Figure 15)
[53,54,55] . Le peroxyde d’hydrogéne nécessaire a la réaction est produit par
autoxydation des ions de basse valence. Par leurs effets pro-oxydants, certains
flavonoides peuvent promouvoir la dégradation oxydante de I’ ADN.

La signification biologique de ces effets pro-oxydants est dépendante de la

présence d’ions du fer libres, c’est-a-dire non liés aux protéines [55,56,57].
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Cu*?+ H,0, ———> Cu®OOH + H*

° O\/\

Fe*2+ H,0, C——> Fe**+HO+HO

Espéces réactires ———> Stress oxydant
H>0,

propylgallate .
O, O,

(@) OH +1 O, OH . (@) OH
Mn Mn 0, O,
M" = Cu*? ou Fe*3
HO OH HO OH HO (@)
o’ OH

OH

Acide gallique radicol semi-quinone artho-quinone

Figure 15 : Mécanisme de formation d’espéces réactives par 1’acide gallique,

métabolite du propylgallate[56].

De plus, des effets indésirables ont été rapportés suite a 1’administration de doses
pharmacologiques chroniques de polyphénols excédant la dose moyenne absorbée via
I’alimentation. Ainsi, des cas de défaillance rénale, anémie, fiévre et réaction cutanée ont
été relevés pour des doses allant de 1 a 1,5 g de flavonoides par jour[58] .
1-6-Réle et intérét des composés phénoliques:
1-6-1-Chez les végétaux :

Les composés phénoliques peuvent intervenir dans certains aspects de la physiologie
de la plante (lignification, régulation de la croissance, interactions moléculaires avec
certains microorganismes symbiotiques ou parasites...), dans les interactions des plantes
avec leur environnement biologique et physique (relations avec les bactéries, les
champignons, les insectes, résistance aux UV); soit directement dans la nature soit lors de
la conservation apres récolte de certains végétaux; dans les critéres de qualité (couleur,
astringence, amertume, qualités nutritionnelles...) qui orientent les choix de I'homme dans
sa consommation des organes végétaux (fruits, légumes, tubercules...) et des produits qui

en dérivent par la transformation; dans les variations de certaines caractéristiques des
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veégetaux lors des traitements technologiques (préparation des jus de fruits, des boissons
fermentées...) pendant lesquels apparaissent fréquemment des brunissements enzymatiques
qui modifient la qualité du produit fini .

1-6-2-Chez les humains :

Le rble des composés phénoliques est largement montré dans la protection contre certaines
maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et de leurs
propriétés antioxydantes . Spécifiquement, on attribue aux flavonoides des propriétés
variées: veinotonique, antitumorale, anti-radicalaire, anti-inflammatoire, analgésique,
antiallergique, antispasmodique, antibactérienne, hépatoprotectrice, estrogénique et/ ou
anti-estrogénique. lls sont également connus pour moduler I*activité de plusieurs enzymes
ou de récepteurs cellulaires. Les flavonoides favorisent la relaxation vasculaire et
empéchent I'agglutinement des plaquettes sanguines. Par conséquent, ils réduisent la
coagulation du sang et le rendent plus fluide. Ils limitent I'oxydation des lipides sanguins et
contribuent a la lutte contre les plaques d'athérome. Ils sont aussi anxiolytiques et protéges
nos artéres contre l'athérosclérose et réduit la thrombose (caillots dans les arteres). .
1-6-3-Dans la régénération des sols pollués :

Ce processus était ignoré jusqu'a tout récemment et il consiste en la
biotransformation des matieres organiques dans le sol ou la lignine du type syringyl (un
des millions de composés phénoliques) joue un réle essentiel, tout comme un grand
nombre d'autres composés phénoliques. Cette biotransformation n'est que le début d'un
long processus lié a la transformation des sols, ce qui est la régulation de la vie des sols,
par un contr6le de la mise en disponibilité des nutriments. Elle influence directement la
résistance a I'érosion, stimule, protege a la fois différentes phases de la vie animale,
bactérienne, fongique qui sont les principales responsables de la pédogenése . C'est ainsi
que le sol demeure stable et fertile. La biotransformation des tissus organiques est
responsable du maintien de la biodiversité et de la structure physique du sol. Ces
caractéristiques biologiques régissent la disponibilité de I'azote et du phosphore[59].

1-7- Les antioxydants phenoliques:

Parmi les antioxydants naturels, les composés phénoliques, et plus
particulierement les acides phénoliques et les flavonoides, suscitent un intérét

grandissant.
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Ce sont des composées, naturels, qui permet de ralentir le phénomene
doxydation qui favorisent le vieillissement cellulaire on interrompant le
passage du stress oxydatif et interceptant le « message » de I’apoptose (mort

cellulaire programme) .

D'un point de vue chimique, un antioxydant n'est qu'un composé réducteur : il va donc
pouvoir réagir avec un oxydant pour le neutraliser. Les antioxydants vont ainsi réduire
les radicaux libres si dangereux pour l'organisme en raison de leur pouvoir oxydant trés
éleve. Cependant, ce n'est qu'avec l'identification des vitamines A, C et E qu'est

apparue lI'importance des antioxydants dans la biochimie des organismes vivants.

L’oxydation constitue probablement Fun des paramétres majeurs a
Porigine de [I’altération des produits alimentaires et cosmétiques. Les
dégradations oxydatives qui en résultent affectent les qualités nutritionnelles et
sensorielles des produits et peuvent avoir des répercussions sur la santé humaine.
Dans ce contexte, différents moyens de prévention sont disponibles pour limiter
ces phénoménes. Parmi eux, la valorisation ¢ntioxydants d’origine végeétale a
des fins alimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques représente un enjeu majeur

pour la recherche et I'industrie.

L’homme n’est pas capable d’assurer la biosynthese de la plus part des
antioxydants, en particulier ceux de nature phénolique. Il doit les trouvé dans la ration
journaliere est alors un facteur nutritionnel considéré comme positif par les

nutritionnistes et bénéfique a notre sante .

Les différents constituants végétaux de notre ration alimentaire quotidienne sont
généralement riches en polyphénols a forte activité antioxydante et, selon les
habitudes alimentaires, nous pouvons en ingérer de 100mg par jour. Cela est
particulier vrai dans les régimes dits « méditerranéens »ou la consommation de fruits,

de légumes, céréales et dhuile d’olive est importante[60] .

17



Chapitre 2:

STABILITE DES COMPOSE
PHENOLIQUES




CHAPITRE 2 LA STABILITE DES COMPOSES PHENOLIQUE

2-1- Stabilité des polyphénols :
L’oxydation des polyphénols est susceptible d’intervenir :

e Par voie enzymatique (catalysée par la polyphénoloxydase dans des conditions
d’aérobies ou par les peroxydases en présence de peroxyde d’hydrogeéne) au cours des
procédés  technologiques d’¢élaboration des aliments ou aprés ingestion
(catabolismeoxydant).

ePar voie non enzymatique : autoxydation lors des traitements thermiques,
oxydation conjointe a I’action antioxydante. Dans ce dernier cas, il s’agit typiquement de
processus d’oxydation couplés a la peroxydation des lipides polyinsaturés et qui peuvent
intervenir dans I’aliment ou chez I’homme aprésingestion[61].

2-1-1 -Autoxydation :

Si la capture des espéces oxygénées réactives (EOR) est effectivement un mécanisme
d’action antioxydante, la réaction éventuelle des phénols avec le dioxygene de lair
(autoxydation) est une cause potentielle d’instabilité et de toxicité par production des
EOR. Heureusement, cephénomeéneestdéfavorable :

e d’un point du vue thermodynamique, car la réduction mono-électronique du

dioxygéne requiert des réducteurs forts : 02 +1e” — 02°, 0= 0,16 V pour ¢ (02)
=1M
Seuls les polyphénols les plus réducteurs et en milieu fortement basique ou ils sont sous

forme de polyanions seraient susceptibles de transférer directement un électron vers O2.

¢ D’unpointdevuecinétique,carledioxygeéneprésentedeuxélectronscélibataires(OM

n*) dans 1’état fondamental qui lui conférent un spin total de 1 (biradical). La loi de
conservation du spin total au cours d’une réaction chimique autorise la combinaison des
radicaux organiques avec Oz mais interdit I’oxygénation directe des molécules organiques
dont les électrons sont appariés. Cependant les ions de métaux de transition,
particulierement Fe(ll1), contaminant par exemple les sels utilisés dans la préparation de
solutions tampons, et dont la concentration peut aisément atteindre 1uM, peuvent
catalyser efficacement 1’autoxydation avec production de peroxyde d’hydrogeéne voire

desuperoxyde.

Pour un polyphénol & noyau catéchol (QH2), le bilan chimique de la réaction peut s’écrire :
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QH'u —_— D-\. —— Q T~ H‘:Oj

La déecomposition de H20- par les traces métalliques (réaction de Fenton) conduit

ensuite au radical HO® trés réactifs :

“0OH+ OH +Fe” (Cu™)

L J

H-0, + Fe™ (Cu’)

Ainsi, I’autoxydation de la quercétine en milieu faiblement basique s’accompagne
de la consommation de O et de la formation du radical HO® mis en évidence par
résonance paramagnétique électronique (RPE) par détection du composé d’addition stable
formé en présence d’un piégeur de spin (DPMO). Dans les mémes conditions, la rutine, un
b3- glycoside de la quercétine, et le kaempférol (analogue 3’-désoxy de la quercétine) ne

sontpas oxydés. Méme si le mécanisme de 1’autoxydation des polyphénols demeure mal

connu, il semble que I’étape-clé consiste en la réduction de Fe'"' en Fe''par le polyphénol.

La production d’EOR procéderait alors par réduction du dioxygeéne et du peroxyde

d’hydrogéne par Fe' avec régénération de Fe''. Notons que le phénoméne semble trés

dépendant de la nature des ligands du fer. Ainsi, a pH neutre, les flavonoides fortement

réducteurs tels que la quercétine seraient capables de réduire le complexe Fe'"EDTA, favorisant

_citrate.

ainsi la réaction de Fenton mais pas le complexe Fe

L’autoxydation des polyphénols peut étre responsable des effets pro-oxydants
parfois observés, notamment lors de tests antioxydants impliquant des générateurs
métalliques de stress oxydant[61].

2.1.2.Mécanismesd’oxydation :

Il semble que, pour un polyphénol donné, la distribution de produit d’oxydation
soit peu dépendante de la nature du systeme oxydant. Selon ce dernier, I’oxydation peut
procéder par succession de transfert mono-électronique avec formation d’intermédiaires
radicalaires (radicaux aryloxyl) ou par oxydation bi-électronique. Malgré la forte
délocalisation de leur électron =, les radicaux aryloxyl dérivés des polyphénols sont des
intermédiaires trés instables qui ne sont détectable que par méthodes cinétiques rapides. lls
évoluent rapidement par dimérisation, dismutation voire réaction avec le dioxygeéne. Il
semble que la plupart des radicaux dérivés de polyphénols suivent une cinétique de second
ordre, ce qui suggére que la dimérisation, dismutation sont les voies privilégiées. Cette
derniére voie requiert en générale un noyau catéchol (Figure 16) (voire pyrogallol ou
1,2,3-trihydroxybenzéne) tels que la catéchine, la quercétine, I’acide gallique ou 1’acide
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caféique. Elle s’accompagne alors de la formation d’une ortho-quinone avec régénération
du polyphénol parant. La formation de radicaux semi-quinone a partir d’un polyphénol a
noyau catéchol est représentée sur la (Figure 17)dans le cas de ’acide caféique. Le
renforcement de la liaison H intramoléculaire au cours de la dissociation favorise le
transfert d’atome H.

Dans le cas particulier des 3,4’-dihydroxyflavones (4’-hydroxyflavonols), la
dismutation conduit a des p-méthylénequinones. Les o-quinones et p-
méthylenequinonessont elles- méme des intermédiaires peu stables. Du fait de leur fort
caractére électrophile, elles évoluent rapidement par diverses voies (Figure 16):

e Dimérisation, voire oligomérisation, cette voie semble prépondérante avec les
quinones dérivées de I’acide caféique (Figure 18) et de la catéchine (Figure 19). La
réaction peut procéder par addition nucléophile d’'une molécule de polyphénol sur 1’0-
quinone correspondante ou par recombinaison de radicaux aryloxyl. L’oxydation de la
catéchine par la polyphénoloxydase conduit a une variété de dimeres de types biaryle et
biaryléther et dont la liaison entre deux unités catéchine implique le cycle A de I'une et le
cycle B de I’autre. D’aprés ces structures, il semble que les deux mécanismes soient en
compétition .

e Addition de solvant (eau, alcool). Dans le cas de la quercétine, 1’addition de
solvant a lieusurlecentreC2delap-méthylénequinone,cequientraineunedéconjugaisondu
cycle central (Figure 20). Dans le cas des anthocyanes, I’addition d’eau peut étre suivie
par I’élimination du cycle B avec formation de coumarines .

e Addition d’un bon nucléophile présent dans le milieu tel que le résidu Cysdu
tripeptide glutathion voire un autre polyphénol. Notons que le couplage des quinones a des
résidus nucléophiles de protéines et d’acide nucléiques est un phénomene a répercussion

biologiquepotentielle[61].
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Figure 16. Oxydation des polyphénols présentant un noyau catéchol et principales formes

oxydées (0-quinones et semi-quinones) [61] .
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Figure 17. Réaction de transfert d’atome H depuis 1’acide caféique, (En Kcal mol™,

BDE = bond dissociation energy : capacité du phénol a céder un hydrogéne)[61].
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Figure 18. Produits d’oxydation de I’acide caféique par voie de dimérisation [61].
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Figure 19. Produits d’oxydation de la catéchine par voie de dimérisation[61].
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Figure 20. Produits d’oxydation de la quercétine[61].

En outre, le caractere oxydant des o-quinones et des radicaux aryloxyl permet la
co- oxydation de substrats réducteurs tels que 1’ion ascorbate, le glutathion et d’autres
phénols.

Enfin, signalons que les dimeres et produits d’addition présentent également des
noyaux phénoliques et sont donc a leurs tours oxydables de sorte que les mélanges
réactionnels obtenus dans les réactions d’oxydation des polyphénols sont souvent
complexes a analyser. Au cours de ’action antioxydante, ces cascades réactionnelles
permettent la capture de plusieurs ¢€quivalents d’EOR par mole d’antioxydant,
particulierement lorsque cedernierprésente un noyau catéchol. En plus de la rapidité des

réactions de capture des EOR, c’est un avantage important pour 1’activité antioxydante des

polyphénols[61].
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3-1-L’acide ascorbique :
3-1-1--Historique de ’acide ascorbique :

La structure chimique de I’acide ascorbique (noté AA) fut établie par Haworth en
1932. Sa formule chimique est C6H806. Il posséde une fonction ene-diol, deux fonctions
alcool et une fonction lactone qui unit les carbones C1 et C4. Sa forme oxydée est 1’acide
déhydroascorbique (noté DHA), de formule chimique C6H606. Les autres noms de 1’acide
ascorbique sont la vitamine C, 1’acide L-thréo-hex-2-enoiquegamma- lactone et 1’acide
Lxyloascorbique ; ce dernier fait référence a ses propriétés antiscorbutiques.

Le scorbut est 'une des plus anciennes maladies connues. La premiére description de la
maladie est retrouvée dans le papyrus égyptien d’Ebers, 1500 ans avant notre ¢re .

Dans I’antiquité, Hippocrate (460-370 av. J.C) déclare dans son traité "des affections
internes” que « ceux qui sont attaques ont une haleine puante, les gencives mallasses et
sont sujets a [’hémorragie du nez ; ils ont parfois des ulcéres aux jambes, lesquels se
cicatrisent tandis que d’autres apparaissent de nouveau. La maladie guérit difficilement et
conduit souvent au tombeau. ». Durant le Moyen Age, le scorbut est endémique dans le
nord del’Europe. Il sévit le plus souvent pendant I’hiver, lorsque les fruits et Iégumes frais
viennent a manquer. Il est présent également pendant les guerres. Ainsi, durant la septieme
croisade menée par Louis IX, le sire de Joinville, en 1249, parle de la maladie comme
d’une calamité : « ... la chair de nos jambes séchait toute seule et la peau de nos jambes
devenait tachetée de noir et terreuse comme une vieille chaussure. Nul n’échappait a la
maladie et il fallait mourir. » Durant les XV1éme et XVIleme siécles, le scorbut continue a
sévir chez les marins et sur la terre ferme. Il apparait ainsi en 1870 a Londres chez les
nourrissons des classes moyennes. En 1912, Funk, chimiste polonais, conclut que le
rachitisme, la pellagre, le béribéri et le scorbut sont consécutifs a un déficit en composés
azotés qui possédent une structure amine. Il désigne ses composés par le terme de « vital
amine » dont dérive le terme « vitamine ». A la méme période, Zylva isole du citron un
principe actif contre le scorbut. Si les propriétés curatives de 1’orange et du citron sont
connues, il faut attendre le début du XXéme siécle pour identifier et préparer la substance
antiscorbutique. C’est en 1927 qu’un chimiste hongrois, Szent-Gyorgyi, isole de maniere
fortuite la vitamine C. Il retrouve une substance inconnue en quantité importante dans les
glandes surrénales mais aussi dans les choux et les oranges . Szent- Gyorgyi la nomme «
ignose » en référence a la terminologie des sucre « ose » et au fait que ce composé était
encore inconnu. Lorsqu’il découvrit qu’il était un acide constitué de 6 atomes de carbone,
il lui préféra le nom d’acide hexuronique. En 1932, Szent-Gyorgyi et King découvrent que
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I’acide hexuronique prévient le scorbut chez le cobaye. Grace a cette découverte, la
molécule est renommée en 1933 "acide ascorbique". C’est un biochimiste anglais, Norman
Haworth, qui synthétise I’acide D et L ascorbique pour la premiére fois. En 1936 débute la
production industrielle de la vitamine C. Le déficit d’apport en acide ascorbique est encore
aujourd’hui un probléme sanitaire pour tous les pays, car il existe des carences saisonnicres
ou d’origines socio-économiques liées a des régimes plus au moins volontaires. A ces
déficits exogenes peuvent se rajouter un contexte clinique d’augmentation des besoins qui
conduit a une carence fonctionnelle en vitamine C et aux signes du scorbut.

3-1-2-Les sources d’acide ascorbique :

L’acide ascorbique est une vitamine hydrosoluble. Il posséde deux isoméres : 1’acide L
ascorbique et 1’acide D ascorbique. Seule la forme L est métabolisée de facon efficace chez
I’homme, tandis que la forme D est synthétisée et utilisée chez les eucaryotes inferieurs
(champignons). A I’instar des primates ou du cobaye, I’homme est incapable de la
synthétiserdu fait d’une mutation du géne de la L-gluconolactone oxydase. En outre
I’organisme ne dispose pas de capacité de stockage. Un apport minimal quotidien d’origine
alimentaire est donc nécessaire. En France, la majeure partie des apports (70 %) provient
des fruits (agrumes essentiellement) et des Iégumes [4]. Les pommes de terre, le pain et les
céréales en apportent de 12 a 22 %.

3-1-3-Le métabolisme de I’acide ascorbique :

La quantité totale d’acide ascorbique contenue dans 1’organisme est estimée entre
1500 et 3000 mg. L’acide ascorbique est absorbé principalement au niveau de 1’iléon grace
a un mécanisme de transport actif Na-dépendant. Ensuite, 1’acide ascorbique passe
rapidement dans le sang et pénétre dans tous les tissus. Dans le sang, la majeure partie de
I’acide ascorbique est sous sa forme réduite (environ 85%). Au pH physiologique, la forme
majoritaire est I’anion ascorbate AH- (85%). La forme oxydée (DHA) ne représente que
15 %. La concentration plasmatique en acide ascorbique est faible (5 a 15 mg.L-1) alors
qu’elle est 10 a 30 fois plus €levée dans les leucocytes et les plaquettes. La concentration
leucocytaire reflete la concentration tissulaire. Les glandes surrénales et 1’hypophyse
possedent les plus grandes concentrations tissulaires (30 a 50 pg par g). Toutefois, les
reins, le cerveau et la rate contiennent a eux trois la majorité de la quantité en acide
ascorbique. Les voies d’élimination de la vitamine C sont principalement les urines, les
maticres fécales et la sueur. L’élimination urinaire est majoritaire, la voie fécale est peu
importante, sauf lors de diarrhées. Pour des apports en vitamine C de 100 mg/jour, 25 %
sont excrétés. Pour les doses supérieures a 500 mg, seule une partie est ingérée et presque
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toute la dose absorbée est excrétée. L’élimination a lieu sous forme native ou de
métabolites. Lorsque la concentration plasmatique dépasse 79 umol.L-1, I’acide ascorbique
est éliminé dans les urines sous forme inchangée. Le principal métabolite de 1’acide
ascorbique est I’acide oxalique. A hautes doses, et en cas de déficit associé en vitamine B6,
I’acide ascorbique peut étre responsable de la survenue de lithiases rénales oxalocalciques .
3-1-4-Les roles physiologiques de I’acide ascorbique

L’acide ascorbique joue plusieurs roles dans l’organisme, notamment grace a ses
propriétés antioxydantes et hydroxylantes. Il intervient dans la synthése du collagene, de la
tyrosine, de la carnitine, du cholestérol et des acides biliaires. Il participe également au
métabolisme du fer et a un role dans 1’élimination des carcinogénes et des nitrosamines
cancérigenes .
3-1-4-1-Réle d’hydroxylation :

e Le métabolisme du collagene :

Le collagene est un peptide essentiel a la construction du tissu conjonctif, tissu de
soutien des vaisseaux et des organes. On le retrouve dans la constitution de la peau et des
phaneres, dans, la substance organique des os et des dents, au niveau des disques
intervertébraux et du cristallin. L’acide ascorbique est le cofacteur d’enzymes
d’hydroxylation. Sa carence est responsable d’une atteinte fonctionnelle du collagéne qui
peut se manifester par 1’altération de la paroi vasculaire entrainant des syndromes
hémorragiques, I’atteinte des muqueuses avec gingivite, 1’altération de la peau et une
mauvaise cicatrisation qui sont les principaux signes du scorbut .

e Le meétabolisme de la carnitine :

La carnitine est une substance retrouvée dans le muscle cardiaque, et squelettique ou
encore dans le foie. Elle est impliquée dans le transport des acides gras jusqu’aux
mitochondries ou ils sont oxydés. Elle est synthétisée a partir de la lysine et de la
méthionine grace a deux hydroxylases a fer ferreux et dont un des cofacteurs essentiels est
’acide ascorbique .

e Le métabolisme des catécholamines :
L’acide ascorbique est le cofacteur de la dopamine hydroxylase. Ainsi, il permet la
transformation de la dopamine en noradrénaline. Ceci pourrait expliquer les troubles de

I’humeur et mémes les troubles psychiatriques décrits dans le scorbut.
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3-1-4-2-Le role antioxydant :

Le role antioxydant de 1’acide ascorbique découle de ses propriétés réductrices. C’est
le plus puissant des antioxydants hydrosolubles. 1l est capable de réagir directement avec
les especes réactives oxygénées et azotées. Il réduit 1’anion superoxyde sous forme acide

ou basique :

AH +HO, — A~ + HiO

Il limite la peroxydation lipidique en réagissant avec les radicaux peroxyle et les

complexes oxoferryle :

AH + ROOO ———» A~ +ROOH
AH +[Fe (IV)=0] —— 4 A~ +Fe (Ill) + OH

Il intervient dans de nombreuses réactions enzymatiques fer dépendantes en tant que
transmetteur d’¢électrons . Il permet aussi de régénérer la vitamine E. Son pouvoir
antioxydant I’implique dans les mécanismes de défense contre plusieurs pathologies[62].

3-2- Acide Gallique :

L’acide gallique (acide 3,4,5-trihydroxybenzoique) est un composé organique
aromatique, l'un des six isomeres de I'acide trihydroxybenzoique, largement répandu dans

les plantes soit sous forme libre soit comme composant des gallotanins.

Il est classé dans les acides-phénols (ou acides phénoliques) puisqu'il comporte a la
fois une fonction carboxylique et deshydroxyles phénoliques. Et comme il est dérivé de

I'acide benzoique, on le classe aussi dans les acides hydroxybenzoiques.

On le trouve a 1’état naturel dans des galles de chénes (ou noix de galle), de sumac,
d’hamamélis, les feuilles de thé, I’écorce dechéne, entre autres plantes. Sa formule

chimique est CsH,(OH)3COOH. Les sels et esters tirés de cet acide sont appelés gallates.

Fréquemment utilis¢ dans 1’industrie pharmaceutique, il est un précurseur pour la

synthese de la mescaline.
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Figure 21: Structure du composeés acide gallique.
3-2-1- Historique de I’acide gallique :

Le chimiste suédois, Scheele, a été le premier a extraire « des sels essentiels de la
noix de galle ». Il laissait les moisissures se développer sur une infusion de noix de galle
dans un vase6. Au bout de quelques mois, il en extrayait les cristaux qui s'y étaient

déposés.

Le chimiste et directeur du Jardin Botanique de Nancy Henri Braconnot (1780-1855)
améliora la technigque d'extraction de Scheele en 1818, et montra que l'acide extrait n'était
pas pur mais composé dacide gallique et d'acide pyrogallique. C'est Braconnot qui

dénomma cet acide.

Les propriétés chimiques de l'acide gallique furent étudiées par le chimiste
Théophile-Jules Pelouze dans son Mémoire sur le tannin et les acides galliques, pyro-

galligue, ellagique et méta-gallique .
3-2-2- Propriétés de I’acide gallique :

L'acide gallique se présente sous la forme d'une poudre cristalline blanche ou jaune

pale, inodore, de saveur astringente et acide.

L'acide gallique est soluble dans le méthanol, I'éthanol, l'eau et I'acétate d'éthyle. La

solubilité relative est dans I'ordre suivant:

méthanol > éthanol > eau > acétate d'éthyle , Il est tres peu soluble dans I'eau froide mais

sa solubilité croit avec la température.

Avec le chlorure de fer(l1l), il produit du gallate de fer de couleur bleu-noir.Chauffé a

220 °C, il perd son groupement COOH pour donner du pyrogallol.
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L'acide gallique existe en faible quantité dans les noix de galle mais peut étre tiré
facilement des tanins. Il s'obtient par hydrolyse des gallotanins avec de I'acide sulfurique.
Ces gallotanins (ou tanins galliques) sont formés autour d'un sucre (glucose ou polyol)

comportant plusieurs liaisons esters avec des acides galliques ou leurs dérivés.
3-2-3-Activités biologiques :
« Activités antioxydantes et pro-oxydantes :

On sait que des agents antioxydants comme la vitamine E ou le béta-caroténe, peuvent
dans certaines conditions rompre I'équilibre fragile de synergie des antioxydants et devenir
des agents pro-oxydants. Il existe aussi des substances qui protégent les lipides de
I'oxydation mais qui par ailleurs, peuvent augmenter les dommages occasionnés par les
radicaux libres sur des non-lipides comme I'ADN ou les glucides. C'est le cas du gallate de
propyle ou du gossypol qui réduisent Fe** en Fe?* et stimulent la dégradation des glucides

et de I'ADN par les radicaux libres.

Il en est de méme avec l'acide gallique qui, a une concentration de 1,65 mM, accélére
l'oxydation du désoxyribose induite par des radicaux hydroxyles *OH (produits par Fe**
H,O,). Au-dela de cette concentration, I'acide gallique se comporte en antioxydant capable

de réduire les dommages du désoxyribose occasionnés par Fe3+- H,0,.

On observe aussi l'aptitude de l'acide gallique a générer des radicaux hydroxyles en
présence de cuivre Cu(ll) mais en quantité bien moindre que ne le fait lI'acide tannique.
Inversement, l'activité antioxydante se manifeste par son aptitude a réduire la dégradation
de I'ADN. La riboflavine photosensibilisée est apte a dégrader I'ADN mais si on lui rajoute
de l'acide gallique la dégradation est alors limitéel3. L'acide tannique dans ce cas inhibe

completement la dégradation.

L'acide gallique est aussi un piégeur de radicaux libres. A la concentration de 4,17

mM, il est capable de pié¢ger 44 % des radicaux DPPHe et 60 % du peroxyde d'hydrogéne.
*Activité antitumorale :

L'acide gallique possede une activité cytotoxique contre les cellules cancéreuses
(leucémie, cancer de la prostate, du poumon etc). Une culture de cellules de
I'adénocarcinome pulmonaire exposée a l'acide gallique voit sa croissance diminuer en

fonction du temps et de la dose. L'observation suggere que la mort cellulaire induite par
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I'acide gallique soit liée au stress oxydant résultant de la production d'espéces oxygénées
activées EOA. You et al.14 ont observé que l'acide gallique provoquait une forte
croissance des radicaux superoxyde O, mitochondriaux. L'acide gallique semble donc se

comporter comme un pro-oxydant sur les cellules cancéreuses du poumon[63].
3-3- vanilline :
3-3-1-Origine de vanilinne :

La vanilline est, parmi les multiples composants de I'ardme naturel de la vanille, le plus
important et le plus caractéristique. Elle représente 0,75 % & 2 % de la masse de la gousse®.
Une gousse pesant autour des trois grammes n'en contient donc que 22 a 60 mg.

Elle a été extraite pour la premiére fois a I'état pur par le chimiste Théodore Nicolas
Gobley par macération de la vanille dans I'alcool a 85 °, suivie d'une extraction a I'éther. La
substance brune tres odorante qu'il obtient apres évaporation est portée a ébullition dans
I'eau, puis filtrée a chaud. La vanilline est finalement isolée apres plusieurs

recristallisations successives sous forme de longues aiguilles incolores.

La vanilline a pour la premiere fois pu étre synthétisée en 1874 par Wilhelm Haarmann
et Ferdinand Tiemann, a partir de coniférine, un dérivé d'isoeugénol qu'on trouve dans
I'écorce de pin’. Karl Reimer propose deux ans plus tard, en 1876, une nouvelle voie de
synthése a partir du guaiacol.

3-3-2-Propriétés physiques et chimiques:

La molécule est un aldéhyde aromatique, d'ou ses autres appellations de
vanillaldéhyde ou aldéhyde vanillique. En solution en présence de fer et d'autre composé

alcalin, I'aldéhyde développe une couleur rouge et perd son pouvoir odorant.

La vanilline a une odeur similaire a la vanille avec un goQt sucré. Son intensité

aromatique est cependant de 2 a 4 fois moins puissant que celui de I'éthylvanilline.

3-3-3- Production et synthése:

La vanilline peut étre fabriquée a faible colt par divers procedés, alors que la vanille

est tres chere a produire et a préparer. C'est ainsi que la production industrielle de la
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vanilline et son utilisation dans I'alimentation et les parfums sont devenues bien plus

importantes que la production et l'usage de la vanille naturelle.

A titre indicatif, 1 kg de gousses de vanille entiére vaut environ 80 euros quand 1 kg de
gousses de vanille en poudre vaut dans les 40 euros et qu'un kilogramme d'ar6me artificiel

de vanille liquide colte environ 10 euros.
Syntheése a partir du gaiacol:

En 1876, Karl Reimer a préparé la vanilline & partir du gaiacol®. Aprés dissolution du
gaiacol dans une solution d’hydroxyde de potassium on fait réagir le tout avec du
chloroforme. Cette réaction donne lieu & la formation de vanilline ainsi que d'un isomeére la
méthoxyaldéhyde salicylique. Les deux composés ainsi formés sont séparés par distillation

a la vapeur d'eau sous pression de 2 atmospheéres.

CHO

OCHjs OCH,

OH OH

Synthése a partir du 4-hydroxybenzaldéhyde :

La vanilline peut étre synthétisée a partir de la 4-hydroxybenzaldéhyde. Cette
préparation s'effectue en deux étapes impliquant une substitution électrophile aromatique
pour incorporer un atome brome sur le cycle aromatique suivi d'une methoxylation

organometallique a I'aide d'un catalyseur de cuivre.
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CHO CHO

CHO
CH30H EtOAC
—> —>
Br3 CuBr
Br OCH3
OH OH H
1 2 3

Syntheése a partir de I'eugénol:
L'eugénol est extrait du clou de girofle.

L'eugénol (1) est transformé en isoeugénol (2), puis en acétate d'isoeugénol, puis en

acetate de vanilline, puis en vanilline.

CHs

CH,
X OH
OH O
—_—
CH3 OCH,
OH OH CHs
1 3

Synthése a partir de la lignine:

On utilise la lignine récupérée des eaux résiduaires de I'industrie de la pate a papier. Cette

voie de synthese oxyde les acides lignosulfoniques a I'aide de I'oxydation par voie humide.
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Synthese a partir de la curcumine:

Le procédé etant biochimique, I'ardme pourrai étre considéré comme aréme naturel et

étiqueté comme tel dans la composition de préparations alimentaires.
3-3-4- Différences avec la vanille:

La vanilline extraite de la gousse de vanille est exactement la méme que celle

fabriquée industriellement.

La différence de qualité provient de la complexité et de la richesse de I'ardme naturel
de vanille qui contient de nombreux autres composants, alors que la vanilline obtenue par
synthése est chimiquement pure. Les procédés de biogénese aboutissent en revanche a la

formation d'un aréome complexe, et non a un produit chimiquement pur.
3-3-5- Utilisation:

o Lavanilline est utilisée pour ses propriétés aromatisantes, soit seule soit en tant que
constituant d'un aréme. Il ne faut pas en abuser dans I'aréme car elle possede un
goQt amer & haute dose. La vanilline (numéro Fema GRAS 3107°) est utilisée dans

la création d'ardme vanille, chocolat et banane.

e C'est un produit intermédiaire pour la production de plusieurs dérivés a usage
pharmaceutique.

o Ses propriétés chimiques la font parfois utiliser dans certaines réactions en chimie
analytique.

e On lui attribue également des vertus aphrodisiaques.

o La vanilline sulfurique (mélange dans l'acide sulfurique concentré) est utilisée pour

doser les terpénes par colorimétrie [63].
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4-Matériels et méthodes :

Notre travail a été réalisee au niveau de laboratoire de valorisation et
technologie des ressources sahariennes (VTRS) d’universit¢ Echahide Hamma
Lakhdar d’El Oued . Cette travail comprend 1’étude de 1’effet des milieux acide
sur I’extraction des composés phénoliques .

Pour effectuer cette étude , plusieurs etapes ont été réalisé :

v Dosage des composés phénoliques .

v’ L’utilisation de FT-IR pour confirmer la présence des composés phénoliques.

v" Evaluation de I’activité antioxydant .

v' Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil).
4-1-Materiels:

Matériels de laboratoire :

v' Appareillage et Produit chimiques:

Appareillage

e UV spectrophotometre (UV-1800 SHIMADZU).
e Spectrophotometer IR Affinity — 1( FTIR- 8400S SHIMADZU ).

e Un chromatographe liquide haute performance HPLC (SHIMADZU type HPLC-RP-
C18).

Les logiciels utilisés

e Logiciel Origine Pro 8 , pour trace les courbes d’étalonnages .

e Logiciel Chem Draw Ultra 8, pour trace les composés chimiques.

Produits chimiques

e Acide gallique 99% ( C7H605 )Production par (PROLABO).

e Acide ascorbique (C¢HgOs )  Production par (PROLABO).

e vavilline (CgHgO3) Production par (PROLABO).
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4-2-Techniques d’identification :
4-2-1-Analyses colorimétriques par spectrophotométrie (UV-visible) :

4-2-1-1-La spectrophotométrie :

La spectrophotométrie est une méthode analytique quantitative qui consiste a mesurer
I'absorbance ou la densité optique d'une substance chimique donnée en solution. Plus cette
espece est concentrée plus elle absorbe la lumiére dans les limites de proportionnalités
énoncées par la loi de Beer-Lambert.

La densité optique des solutions est déterminée par un spectrophotometre préalablement
étalonné sur la longueur d'onde d'absorption de I'espéce chimique a étudier. Lorsqu'une
lumiere d'intensité lopasse a travers une solution, une partie de celle-ci est absorbée par
le(s) soluté(s). L'intensité Ide la lumiére transmise est donc inférieure aly . L'absorbance de

la solution est définie comme suit :

Iy
A= 10910(7)
A= —logT

Avec T (transmittance)T = 11

0
L'absorbance est une valeur positive, sans unité. Elle est d'autant plus grande que

I'intensité transmise est faible.

4-2-1-2-Domaine UV-visible de la spectrophotométrie :

Un soluté coloré ou chromophore absorbe la lumiere visible (longueurs d'onde
comprises entre 400 et 800 nm). On parle de spectrophotocolorimétrie ou plus simplement
de colorimétrie. Certaines solutions absorbent dans I'ultraviolet (longueurs d'onde
inférieures a 380 nm), on parle alors de spectrophotométrie UV.

Un spectrophotometre mesure l'absorbance d'une solution a une longueur d'onde donnée.
Un dispositif monochromateur permet de générer, a partir d'une source de lumiére visible
ou ultraviolette, une lumiére monochromatique, dont la longueur d'onde est choisie par
l'utilisateur. La lumiére monochromatique incidente d'intensité Igtraverse alors une cuve
contenant la solution étudiée, et I'appareil mesure l'intensité Ide la lumiére transmise. La
valeur affichée par le spectrophotomeétre est I'absorbance a la longueur d'onde étudiée.

Le spectrophotométre peut étre utilisé pour mesurer de maniére instantanée une absorbance

a une longueur d'onde donnée ou pour produire un spectre d'absorbance
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(spectrophotometre a balayage). Dans ce dernier cas, le dispositif monochromateur décrit

en un temps court I'ensemble des longueurs d'onde comprises entre deux valeurs choisies.

4-2-1-3 -Analyses quantitatives :
Les méthodes colorimétriques basées sur l'utilisation du spectrophotomeétre UV-visible, ont été

utilisées pour évaluer la quantité des composés phénoligues dans la matiére végétale[65].
4-2-2-Analyse par la spectrophotométrie FT-IR:

Les méthodes spectroscopiques infrarouges, une technique d’analyse qui Permet
de connaitre la composition chimique beaucoup plus rapidement que les dosages Elles
permettent des analyses simultanées de divers composants avec une grande rapidité, sur
une faible quantité de produit, récupérable si nécessaire dans I’approche descriptive, on
ne dispose que des données spectrales, sans aucune autre information complémentaire

sur la nature des données.

C’est le cas de I’analyse en composantes principales.
Dans les méthodes prédictives, les données spectrales PIR sont exploitées, dans Le
but de prédire une variable qualitative ou quantitative.

Dispositif FTIR differe en ce que la source de la source d'énergie est un
monochrome "laser monochromatique source " laser car il ne contient pas une onde
uniformes, et par conséquent du faisceau incident contient toutes les longueurs d'onde

moyennes infrarouge 5000-400 cm -1

comme l'appareil est équipé d'un adaptateur -
numérique convertisseur analogique afin de faciliter son intégration a l'analyse des
dispositifs de chromatographie dispose également d'appareil FTIR qui analysera des
échantillons de petite taille et plus rapide et plus précis que le dispositif normal car il

donne un tres haut degré de discrimination.

——
|
l' : ,
—= e -
J

Figure23 :L'image le FTIR situé la détoure VTRS.
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e Quelques domaines d'absorption correspondant a divers types de liaisons

chimiques. Les nombres d'onde sont exprimés en em L,

C=C Cc=0
C=N o i?
N-H O-H C=C
4000 3200 2800 2300 2100 1800 1500 200
(lialson Hehstéroatome) S fnpleul Doubles Simples
| S O I N AN AN WA AN VAN N Y Y RN | 1! P NN, N [N O N N O (1Y TN LAY M| B
4000 3000 2380 em'* 2000 1480-1380 em 1000_
cCO, nujol =

Le principe de fonctionnement d’une spectroscopie infrarouge est de déterminer

la nature des liaisons chimiques présentes dans une molécule.

En effet, I’expérience montre que certaines fréquences de vibration,

dites

« fréquences de groupe », sont caractéristiques de la présence d’ un groupement

chimique dans la molécule étudiée.

La théorie mécanique des vibrations permet de prévoir 1’existence des
fréquences de groupe a partir des ordres de grandeur des différents types de constante

de force .

Ainsi, la spectroscopie infrarouge est puissante pour identifier des groupements
moléculaires et obtenir de nombreuses informations microscopiques sur leur

conformation et leurs éventuelles interactions .

Séparateur de —\-V— Miroir fixe
rayons \ %
-
\ - ~ -~ I Miroir
\_// z. e~ ~.] mobite
Source 4 -—
IR

e —— Echantillon

Deétecteur [ l

Spectrogramme

v

Y
e * TF N ,V/WWH‘WI'
\

Figure 24: Schéma de principe de spectroscopie d’absorption infrarouge.
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La figure 25: représente le schéma de principe du fonctionnement de 1’appareil.
La source ETC (Electronically Température Controlled) EverGloTM émet dans le
centre infrarouge et la totalité du rayonnement est envoyée vers un interféromeétre de

Michelson, le cceur de I’instrument.

L’intensité du rayonnement de la source est divisée en deux : 50% retournent a la
source et 50% (deux fois 25%) sont recombinés de maniére cohérente et envoyés vers

I’échantillon.

L’intensité des interférences créées par le séparateur de rayons (beamsplitter,
semi- réfléchissant composé d’un substrat en KBr recouvert de multiples couches
diélectriques, Vectra-PiezoTM) est enregistrée par le détecteur (DTGS TEC,
DéterratesTri Glycine Sulfate Température ElectronicallyControlled) en fonction de la
différence de marche induite par le déplacement du miroir mobile (c.-a-d. en fonction

du temps) pour constituer un interférogramme.

La transformée de Fourier de cet interférogramme permet d’obtenir un graphe

dans I’espace des fréquences qui est directement exploitable .

Il existe des nombreuse conffigration differntes pour placer 1’échantillon le
fausceau incident et le détecteur ,chacune ayant une specficité propre aux informations
recherchées et au type d’échantillon (nature et forme) a analyser.

Préparation de I'échantillon :

Les échantillons solides peuvent étre préparés de quatre maniéres majeures.
La premiére d'entre elles est de broyer I'échantillon avec un agent liant (souvent du
nujol) dans un mortier avec un pilon. Un film mince de ce broyat est appliqué sur les

plaques et mesuré.

La deuxieme méthode consiste a une quantité de I'échantillon avec un sel purifié
spécialement (comme le bromure de potassium) afin de supprimer les effets de

diffusion des gros cristaux.

Ce mélange poudreux est ensuite comprimé dans une presse afin de fournir une

pastille translucide au travers de laquelle un faisceau de spectrométre peut passer.
La troisieme technique est dite de déposition de film, et est principalement
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utilisée pour les matériaux polymeéres.

L'échantillon est tout d'abord dissous dans un solvant non hygroscopique et

adéquat.

Une goutte de cette solution est déposée a la surface d'une cellule de KBr ou de NaCl.
La solution est ensuite évaporée jusqu'a sechage complet et le film ainsi forme

sur la cellule est analysé directement.

Il faut faire attention a ce que le film ne soit pas trop épais, empéchant la lumiere

de le traverser.

Cette technique permet des analyses qualitatives.

La quatrieme méthode est l'utilisation de la microtomie afin de découper un film
mince (de 20 & 100 pm) dans un échantillon solide.

C'est l'un des plus importants moyens d'analyse des produits plastiques rejetés,
par exemple , car cette téchnique preserve 1’ intgrité physique globale de 1’ échantillon.

Il important de savoir que les spectres obtenus a partir de different méthodes
pouvent presenter de légéres différences entre eux en reaison des états physiques des
échantillon[66].

4-2-3-Evaluation I'activité antioxydante :

L’activité antioxydant des extraits du Matricaria pubesens traduit leur aptitude
a piéger les radicaux libres de ’organisme . deux méthodes ont été utilisées pour
évaluer Dactivité antioxydant des extraits : ce sont capacité antioxydante totale
(CAT), le piégeage du radical libre DPPH.
v Activité antioxydante totale (CAT) :

La capacité antioxydante totale (CAT) des extraits est évaluée par la méthode
de phosphomolybdene . Cette technique est basée sur la réduction de molybdéne Mo
(VI) présent sous la forme d’ions molybdate MoO4*” & molybdéne Mo (V) MoO2" en
présence de I’extrait pour former un complexe vert de phosphate/ Mo(V) a pH
acide[67].

v" Mode opératoire
Un volume de 0.3 ml de chaque échantillon est mélange avec 3 ml de solution
du réactif (0.6 M acide sulfurique, 28 mM phosphate de sodium et 4 mM molybdate
d’ammonium). Les tubes sont vissés et incubés a 95°C pendant 90 min. Aprés
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refroidissement, 1’absorbance des solutions est mesurée a 695 nm contre le blanc qui
contient 1 ml de la solution du réactif et 0.1 ml du solvant utilise et il est incube dans
les mémes conditions que 1’échantillon. La capacité antioxydante totale est exprimée
en milligramme équivalents d’acide ascorbique par gramme de la matiére séche (mg

EAA/ g MS).

4-3-3-Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) :

Le DPPH (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de
couleur  violacée qui absorbe a 517nm. En présence de composés anti-radicalaires, le
radical DPPH est réduit et change de couleur en virant au jaune. Les absorbances
mesurées a 517 nm servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH, qui
est proportionnel au pouvoir antiradicalaire de 1’échantillon [68].
v" Mode opératoire

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le

radical DPPH. L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite

par Brand-Williams, Cuvelier et Berset .

Une solution méthanolique de 0,3 mM de DPPH est mélangée avec différentes
concentrations des échantillon , mettre 3 ml de chaque dilution de ces échantillon dans un
tube a essai, ajouter 2ml de solution méthanolique de DPPH, puis laisser incuber 30 min a
I’abri de la lumiere a température ambiante. Lire 1’absorbance a 515 nm contre un blanc

qui contient de méthanol pur. Le contr6le est la solution DPPH avec le solvant.
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5-Résultats et discussion :
Les méthodes de veérification des concentrations dans les médicaments

Les méthodes sont des techniques spectroscopiques qui Vérifient la concentration des
composés actifs par une longueur d'onde a I’aide des appareils spécifiques.

5-1-Analyses colorimétriques par spectrophotométrie (UV-visible) :

Les méthodes colorimétriques basées sur I'utilisation du spectrophotomeétre UV-
visible, ont été utilisées pour déterminer la concentration des composes actifs, et ont
comparé la concentration déclarée par la concentration trouvee.

5-1-1-Les courbes d'étallonage d'acide ascorbique, gallique et vanilline :

» L'acide ascorbique

2=263.5nm

Cmg/ml] [0.04 0.02 0.01 0.008 0.006
A(hm) | 0.319 0.167 0.083 0.069 0.054

0.35

0.30 =

0.25 =

o

N

o
1

o

[N

o
1

Absorbance(nm)

0.10 =

0.05 =

L] L] L] L] L] L] L] L]
0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025 0.030 0.035 0.040 0.045
Concentration (mg/ml)

Figure 25 : Courbe d’étalonnage de 1’acide Ascorbique

Cette courbe est établie en utilisant l'acide ascorbique comme référence et les
résultats sont exprimés en concentration d'acide ascorbique des médicaments.

Par(mg/ml). La courbe d'étalonnage est etablie avec un coefficient de corrélation

R2 = 0.993.
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» Acide gallique

2A=259nm
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Figure 26 : Courbe d’étalonnage de 1’acide galique

0.010

Cette courbe est établie en utilisant I'acide galigue comme référence et les

résultats sont exprimés en concentration d'acide galique des médicaments. Par(mg/ml).

La courbe d'étalonnage est établie avec un coefficient de corrélation R2 = 0.995.

> Vanilline

2=229.5nm

C [mg/ml] | 0.01 0.008 0.006 0.004 0.002
A(nm) 0.822 0.651 0.487 0.328 0.185
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Absorbance(nm)
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Figure 27:Courbe d’étalonnage de Vanilline

0.004

0.006
Concentration (mg/ml)

Cette courbe est établie en utilisant Vanilline comme référence et les résultats

sont exprimés en concentration Vanilline des médicaments. Par(mg/ml). La courbe

d'étalonnage est établie avec un coefficient de corrélation R2 = 0.998.

5-1-2- I’effet de température sur I'absorbance de les acides : ascorbique , gallique et

vanilline :

Température(C°) A0 60 70 80 90 100
L'absorbance(nm) 0.035 0.064 0.119 0.133 0.195 0.388
Tableau 1: I'effet de température sur I'absorbance d'acide Ascorbique.
Température(C°) A0 60 70 80 90 100
L'absorbance(nm) 0.082 0.400 0.445 0.815 1.075 2.69
Tableau 2: I’effet de température sur I'absorbance de vanilline.
Température(C®) A0 60 70 80 90 100
L'absorbance(nm) 0.593 0.761 0.835 0.952 2.14 2.16

Tableau 3: I’effet de température sur I'absorbance d'acide gallique .
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Les courbes de I’absorbance de les acides : ascorbique , gallique et vanilline :

Absorbance(nm)
o o —_ —_ —_ —_ —_
® © o N o w IS
1 1 1 1 1 " 1 " ]

o
3
-

o
o

T T T T T
60 70 80 90 100
Température(C®)

R?2 = 0.994

Figure 28 : courbe de I’effet de température sur I'absorbance d'acide Ascorbique
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Figure 29: courbe de I’effet de température sur I'absorbance de vanilline.
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Figure 30 : courbe de I’effet de température sur I'absorbance d'acide gallique .

5-1-3-I’effet de I’oxygéne sur I'absorbance de les acides : ascorbique , gallique et

vanilline :
Le temps(min) A0 5 10 15 20 25
L'abcorbance(nm) 1.099 1.158 1.168 1.160 1.187 0.990
Tableau 4: I’ffet de I’oxygéne sur 'absorbance d'acide Ascorbique
Le temps(min) A0 5 10 15 20 25
L'absorbance(nm) 0.702 0.726 0.736 0.733 0.735 0.729
Tableau 5: I’ffet de I’oxygéne sur I'absorbance de vanilline.
Le temps(min) A0 5 10 15 20 25
L'absorbance(nm) | 0.282 0.282 0.275 0.135 0.025 0.141

Tableau 6: I’ffet de I’oxygéne sur I'absorbance d'acide gallique .

49




CHAPITRE 5 RESULTATS ET DESCUSSION

D’apres les résultat obtenus on observe :

L’influence des températures sur la stabilité et ’absorbance de 1’acide
ascorbique ,vanilline et ’acide gallique a 1’ongeur d’onde 263.5 , 229 et 259

respectivement .

Pour ’oxygene , il n’ya aucune influence de 1’oxygene sur la stabilité dans
composé phénolique standard ( ascorbique, vanilline , gallique ) reste constante apreés

barbotage par I’oxygene a plusieure temps .
5-2-Détermination de I'activité antioxydant des extraits

La mesure du potentiel antioxydant est réalisée en déterminant les produits résultant de
I'oxydation ou en évaluant I'aptitude a piéger des radicaux de modéles réactionnels.
Le premier mode, plus ancien, nécessite une connaissance préalable des composes issus de
I'oxydation. En effet ces méthodes recherchent certains groupements fonctionnels
(aldéhydes, cétones, dicarbonylés...) dans les dérivés des constituants d'origine. Le second
relie la quantité de radicaux piégés a celle d'antioxydant utilisé.
Nous avons choisi parmi de nombreux modes d'expression de cette mesure d'utiliser le
pourcentage d'inhibition (IP) et/ ou I'équivalence en polyphénols standards obtenu par
spectroscopie UV-Visible.
Le pourcentage d'inhibition qui permet d'évaluer I'activité antioxydant d'un échantillon de
calcul selon la formule suivante :

IC (%) = [(A-B)/ (A)] x 100
Avec : a = absorbance de la solution oxydée en absence d'agents antioxydant,
b = absorbance de la solution oxydée en présence d'agents antioxydant.
L'évaluation de I'aptitude du composé composes a pieger des radicaux libres consiste donc
a mesurer sa capacité a piéger les radicaux libres et donc a ralentir ou inhiber la création de
radicaux libres.
Dans le cas de I'évaluation de l'activité antioxydante en fonction de I'équivalence en
polyphénols standards, la méthode consiste a comparer I'absorbance de nos échantillons a
celle d'une droite d'étalonnage qui relie I'absorbance a la concentration en des standards.
Les types de radicaux que nous avons utilisés pour évaluer I'activité antioxydante de nos

composé phénoliques: Activité antioxydante total et DPPH.
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5-2-1-Pouvoir antioxydant total

Au cours de ce test, I'hydrogéne et I'électron sont transférés du composé réducteur
(composé phénolique-antioxydant) vers le complexe oxydant (PPM). Ce transfert dépend
du potentiel redox, du pH du milieu et de la structure du composeé antioxydant.

Le test est basé sur la réduction du molybdéne de I'étage d'oxydation (VI) a I'étage
d'oxydation (V). Cette réduction se matérialise par la formation d'un complexe verdatre
(phosphate/ Mo (V)) a un pH acide. On mesure la diminution de la coloration du complexe
molybdéne (VI) en présence d'antioxydant. A la différence des autres tests, ce test permet
non seulement de quantifier I'apport de I'activité antioxydante des polyphénols mais aussi
d'autres composés antioxydants tel que les vitamines.

La méthode consiste a introduire dans un tube Eppendorff 300 pl de composé
phénoliquephénolique mélangées a 2.7 ml d'un réactif composé de H,SO,4 (0.6 M), de
NaH,PO4 (28 mM) et du molybdate d'ammonium (4 mM). Le tube est ensuite bien fermé
puis incubé a 95°C pendant 90 minutes. Apres les avoir refroidis, I'absorbance est mesurée
a 695 nm. Le témoin est constitué de 300 pul de méthanol mélangé avec 2.7 ml du réactif
mentionné ci-dessus[190].

Les étalons, les échantillons et les témoins sont incubés dans les mémes conditions. Les
résultats obtenus sont exprimés en mg équivalentd'acide gallique par gramme de matiere
séche (mg E AG/g Ms).

60C° 70C° 80C° 90C* 100C°

Acide 59.84 70.12 80.28 89.65 100.20
gallique

vanilline 59.84 70.26 79.89 89.78 99.94

Acide 60.23 70.00 80.15 89.91 99.81
ascorbique

Tableau 7 : Résultat de I’activité ontioxydant
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5-3-Le test DPPH :

Le test DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) est une méthode largement utilisée dans
I'analyse de I'activité antioxydante.

En effet, le DPPH se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libres stables.
Cette stabilité est due a la délocalisation des électrons libres au sein de la molécule. La
présence de ces radicaux DPPHe donne lieu a une coloration violette foncée de la solution,
qui absorbe aux environs de 517 nm. La réduction des radicaux DPPHe par un agent

antioxydant entraine une décoloration de la solution a examiner.

L'évaluation de la capacité antioxydante est réalisée comme suit : a 0.5 ml d'une solution
méthanolique de DPPH (7.8 mg DPPH dans 100 miméthanol) a été mélangé 0.3 ml de
composé phénolique. Le mélange obtenu est ensuite gardé a l'abri de la lumiére a la
température ambiante pendant 30 minutes. Puis I'absorbance est mesurée a 517 nm contre
un témoin composeé de 0.5 ml de la solution de DPPH et de 0.3 ml de méthanol[189].

La préparation des échantillons et du témoin est réalisée dans les mémes conditions
opératoires. La décroissance de lI'absorbance est mesurée au spectrophotometre et le % IC
(pourcentage d'inhibition) est calculé suivant la formule ci-dessous
% IP = [ (Ato- Atzo)/ Atox 100)].

Avec Aty: absorbance du témoin (ne contenant aucun antioxydant) apres 30 minutes

Atso: absorbance des composé mesurés apres 30 minutes.

L'activitéanti radicalaire exprimée en 1Cso(ug / ml), ladoseanti radicalairenécessaire pour
provoquer50% d'inhibition. Toutes les résultats présentéessont des moyennes(

SEM)etanalyséesavectrois répétition.
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DPPH :
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Figure 31 :activité antioxydant (DPPH) gallique a 50 °C pendant 30 min
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Figure 32 :activité antioxydant (DPPH) gallique a 60 °C pendant 30 min
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Figure 33 :activité antioxydant (DPPH) gallique a 70 °C pendant 30 min
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Figure 34 :activité antioxydant (DPPH) gallique a 50 °C pendant 30 min
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Figure 35 :activité antioxydant (DPPH) gallique a 90 °C pendant 30 min
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Figure 36 :activité antioxydant (DPPH) vanilique a 50 °C pendant 30 min
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Figure 37 :activité antioxydant (DPPH) vanilique a 60 C° pendant 30 min
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Figure 38 :activité antioxydant (DPPH) vanilique a 70 °C pendant 30 min
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Figure 39 :activité antioxydant (DPPH) vanilique a 80 °C pendant 30 min
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Figure 40 :activité antioxydant (DPPH) vanilique a 90 °C pendant 30 min
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Figure 41: Activité antioxydant (DPPH) d'acide ascorbique a 60 °C pendant 30 mn
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Figure 42: Activité antioxydant (DPPH) d'acide ascorbique a 70 °C pendant 30 mn
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Figure 43: Activité antioxydant (DPPH) d'acide ascorbique a 80°C pendant 30 mn
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Figure 44: Activité antioxydant (DPPH) d'acide ascorbique a 90°C pendant 30 mn
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Figure 46 : Spectre infrarouge de 1’acide ascorbique traité a 50 °C pendant 2 h
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Figure 48: Spectre infrarouge de 1’acide gallique traité a 50 °C pendant 2 h
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Figure 51: Spectre infrarouge de vanilline traité a 100 °C pendant 2 h

les spectres infrarouge de les acides : ascorbique , gallique et vanilline traité a
50C° pendant 2 h et les acides: ascorbique, gallique et vanilline traité a 100 C°
pendant 2 h : le spectre infrarouge de I' acide ascorbique pendant & 50 °C et I' acide
ascorbique pendant a 100 °C Nous notons la disparition de certains des pics en raison
de liens cassés ou tops constituent une nouvelle indication de la forme de nouveaux
liens a tout autre aspect constituent.

Discussion

Les polyphénols sont des phytomicronutriments trés courants dans les fruits et
I[égumes. La consommation de polyphénols a été estimée a environ 1 g/j. Les fruits (hors
jus) et légumes apporteraient environ 300 mg/j de polyphénols monomeres dans une
alimentation classique. Malgré leurs structures trés différentes, ils partagent un certain
nombre de caractéristiques : une implication dans la couleur des fruits et légumes ; des
propriétés antioxydantes ; des propriétés protectrices envers certaines maladies
dégénératives tels des cancers et maladies cardiovasculaires. Les polyphénols sont
impliqués dans la couleur soit sous forme native (anthocyanes, flavonols), soit apres
oxydation (par le phénoméne de brunissement enzymatique); ils sont abondants dans les

baies, et de nombreux autres fruits, et sont souvent plus concentrés dans les zones externes
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du fruit ou légumes. Les propriétés anti-oxydantes de ces molécules ont été
particulierement étudiées. En effet par leurs propriétés de capture de radicaux ou
d’¢lectrons et leur sensibilit¢ a I’oxydation, ces molécules sont impliquées lors des
phénomeénes d’oxydation. Ceux-Ci représentent le deuxieme mécanisme de perte
organoleptique et nutritionnelle des aliments, juste aprés les dégradations microbiennes.
Enfin, de tres nombreux travaux mettent en exergue les propriétés favorables de ces
molécules pour la santé. Outre le role de certains polyphénols comme précurseurs de la
vitamine A, les effets les mieux prouvés concernent la prévention de la dégénérescence
maculaire liée a 1’age par la lutéine, ou la prévention du cancer de la prostate par le
lycopéne .

Les polyphénols quant a eux sont impliqués dans la santé cardiovasculaire par leurs
effets vasodilatateurs et anti-inflammatoires.

Des traitements thermiques sont appliqués aux fruits et légumes pour en améliorer la
texture, pour les stabiliser, permettant ainsi un accés toute I’année a des produits attractifs
et variés, alors que les fruits et légumes frais sont hautement périssables, et pour en
garantir la sécurité microbiologique. La séverité des traitements thermiques appliqués est
tres variable. Ainsi, garantir la sécurité microbiologique de conserves de légumes,
généralement de pH > 5, au cours d’une conservation au long terme a température
ambiante, exige des traitements séveres (stérilisation). Enfin, un blanchiment est souvent
nécessaire en préalable a la congélation ou au séchage. Les fruits et Iégumes ont en
commun d’étre majoritairement composés de parenchyme, bien qu’ils correspondent a
différents organes de la plante, fruit, partie végétative, racine, chacun de ces organes
comprenant différents types de tissus. La vacuole est un compartiment majeur occupant 80
a 90% du volume des cellules. Elle contient de 1’eau et des substances organiques et
inorganiques, substances de réserve mais aussi métabolites secondaires, dont les
polyphénols. Dans le tissu végétal intact, ces molécules sont donc strictement
compartimentées et protégées de 1’oxydation. L’effet des traitements thermiques sur les
matrices végétales et leurs phytomicronutriments est complexe. En effet, il va intégrer
successivement la déstructuration proprement dite, due a la destruction des membranes
plasmiques (vers 50°C) puis des structures pariétales (a haute température), et la
dégradation des phytomicronutriments sous 1’effet des enzymes libérées ou de réactions
purement chimiques. La disparition des membranes (membrane cytoplasmique,
membranes des plastes) permet en effet le libre accés de 1’oxygene et des enzymes a leurs
substrats. Les polyphénols vont donc pouvoir étre exposés a des réactions, la principale
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étant 1’oxydation, pouvoir diffuser plus librement, et pouvoir interagir avec les
macromolécules présentes, principalement les polyosides pariétaux.
L’impact des traitements thermiques sur les micronutriments des fruits et légumes en lien
avec leur effet sur la santé est d’un intérét récent, mais des travaux plus anciens s’y sont
intéressés en tant que déterminants de qualités sensorielles principalement la couleur. Les
travaux identifiables dans la littérature peuvent €tre regroupés en deux catégories : d’une
part des études in vitro sur des molécules isolées, qui permettent d’identifier des
mécanismes et molécules néoformées, et qui indiquent une certaine fragilité, et d’autre part
des bilans appliqués sur des procédés, aux résultats trés variables et aux indicateurs
souvent contestables.
Les mécanismes de dégradation thermique des polyphénols

Nous ne traiterons pas ici des mécanismes d’oxydation, et en particulier d’oxydation
enzymatique, des polyphénols. Un mécanisme spécifique de dégradation par clivage de
liaison C-C, susceptible de se produire dans les produits acides traités thermiquement, a été
décrit pour les proanthocyanidines.
Les polymeres de flavan-3-ols sont nommés proanthocyanidines car ils conduisent a la
formation d'anthocyanes lors de leur dépolymérisation en milieu acide. En milieu acide a
chaud, la liaison interflavanique des procyanidines, qui est relativement fragile, est rompue
(Figure 52).
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Figure 52 : Hypothése de mécanisme de dégradation des proanthocyanidines en milieu

acide a chaud.
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Sa rupture conduit a la formation d'un carbocation réactif localisé en C(4) de l'unité
flavan-3-ol supérieure (position 4, stabilisée en résonance avec sa forme méthyléne
quinone) et, a la libération de l'unité (-)-épicatéchine ou (+)-catéchine (position 6 ou 8)
correspondant a l'unité inférieure. Les carbocations formés sont des molécules tres
réactives qui peuvent s'‘oxyder dans le milieu afin de former des anthocyanes.

De plus, ces carbocations, formés en milieu acide, peuvent réagir avec des groupements
nucléophiles des protéines, des polysaccharides et des polyphénols puis former des liaisons
exogénes avec la chaine polypeptidique, polysaccharidique ou des liaisons
polyphénol/polyphénol Lors de traitements & haute température (50-60°C), la structure des
polyphénols peut étre dégradée. De plus, les traitements thermiques peuvent conduire a la
formation d'o-quinones et d'o-semi-quinones, molécules tres réactives qui peuvent réagir

avec des groupements nucléophiles des protéines et/ou des polysaccharides.
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Conclusion générale

La famille des polyphénols renferme de nombreux composés d’intérét nutritionnel et
valorisables dans 1’industrie alimentaire et la cosmétologie en raison de leurs propriétés
réductrices (antioxydants) et de leur capacité a interagir avec les radicaux libres.
Ce travail comporte deux parties :
Une ¢étude de I’effet des température et I’oxygene sur la stabilité des composés phénoliques
Des différentes analyses pratiquées.

L’étude des propriétés antiradicalair des composés phénoliques, 1’activité antioxydant
total et DPPH des composeés phénoliques traités par différents températures.
Globalement, les polyphénols sélectionnés dans ce travail, présentent une forte activité
antioxydant et sont particulierement tres intéressants pour leurs applications dans le
domaine alimentaire et pour leur capacité a protéger 1’organisme contre le stress oxydant et
ce dés le compartiment gastrique. L’ingestion réguliére de poly phénols par la
consommation de fruits et Iégumes 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 de I’influence et la stabilité des composés phénoliques vis-a-vis la

température et I’oxygene.
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