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Pour désigner les composés isolés ou réarrangés décrits dans ce travail, nous avons

Cette nomenclature est sans rapport avec celle habituellement utilisée pour désigner les
polyphénols de cette série, ni méme celle officielle[1].



Introduction

INTRODUCTION

L’alimentation est « vitale » pour I’homme, mais plus encore que sa quantité, sa
composition est certainement le facteur qui a 'impact le plus important sur son état de santé.
Cette conviction, forgée par ’expérience accumulée sur des millénaires, ’homme I’a acquise
depuis fort longtemps. On en retrouve méme des traces écrites plus de 400 ans avant JC.
«Que ton alimentation soit ta premiere médecine » est un des nombreux aphorismes
rapportés par Hippocrate dans son Corpus Hippocratum. Le plus étonnant, ¢’est sirement que
cette sentence n’ait jamais €té remise en cause.

Du temps ou il prélevait ses aliments directement dans la « Nature », et qu’il ne leur
faisait subir que des transformations « naturelles » (fermentation, salaison, ...), cette
affirmation ne faisait probablement aucun doute. De nombreuses études épidémiologiques[2,
3] ont cherché a confirmer, s’il en était besoin, cet impact de I’alimentation sur la santé[4-8].
Elles ont permis d’observer qu’une alimentation « équilibrée », de type méditerranéen[9-11],
est fortement associée a un bénéfice santé maximal[12, 13]. Les études visant a trouver les
explications scientifiques a ces observations se comptent par milliers. Elles ont clairement
montré que certaines catégories de «nutriments», dont celle des antioxydants trés
particulierement[14, 15], sont reliées a une forte diminution de I’incidence des principales
pathologies (cardiovasculaires[16, 17], inflammatoires[18, 19], dégéneératives[20, 21],
cancéreuses[22-25]).

Ces derniéres décennies, il est surtout constaté une hausse spectaculaire de la
longévité[26, 27] qui gagne prés d’un trimestre par an. Une personne qui nait aujourd’hui en
France, par exemple, a une espérance de vie d’environ 87 ans, si ¢’est une femme, et 79, si
c’est un homme. Il est 1égitime de penser qu’elle serait due aux progrés de la médecine et a
I’amélioration de I’hygiéne de vie, mais ne serait-elle pas due aussi, et méme en grande
partie, a ’augmentation de la qualité de ’alimentation ?

Vers une alimentation « raisonnée ». Pour répondre a cette question, et savoir dans
quels sens la faire progresser encore, les scientifiques ont eu comme objectif principal ces
derniéres années, de mieux connaitre la composition des aliments en métabolites secondaires et
autres vitamines qui font I’objet de recherches approfondies en termes tant de diversité

structurale (des « tables de compositions alimentaires » recensent le contenu de centaines de
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légumes et fruits[28]) que de propriétés biologiques individuelles[29-31]. Ces connaissances
permettent aux enquétes épidémiologiques d’établir des « corrélations » plus fines, entre
abondance ou qualité de certains composés des legumes ou des fruits et « bénéfice santé »[32].
Leurs conclusions, presque univoques, suggerent que les polyphénols et, plus généralement les
antioxydants, mis a la disposition de ’homme a travers son alimentation, sont d’un intérét
considérable pour sa santé[31, 33]. De nouvelles hypothéses sur les mécanismes d’action des
métabolites végétaux sont élaborées, a partir desquelles des tests nouveaux permettent
d’évaluer plus finement I’impact d’aliments « calibrés », « enrichis » en métabolites actifs, sur
la santé[21, 34, 35]. Parmi les facteurs d’amélioration potentielle des aliments figurent les
« procédés de traitement ». Aujourd’hui, il ne s’agit plus seulement de cuisson, de salaison ou
de fermentation. L’homme prépare des produits de « quatrieme gamme » (fruits et légumes
frais préemballés : salades classiques ou mélangées, crudités rapées ou découpées) ; voire
méme, de «cinquieme gamme» : plats crus ou cuisinés a 1’avance, puis tout de suite congelés et
conservés ainsi jusqu’a leur utilisation par le consommateur (procéde dit « de liaison froide ») !
A moyen et long terme, quelles répercussions peuvent avoir sur notre santé de telles pratiques ?
De nouvelles recherches sont initiées avec pour objectif de fournir des données précises sur
« I’origine » et la valeur du bénéfice santé de ces nouveaux aliments et d’en apprécier I'utilité.
La découverte et la mise au point de tels aliments constituent un enjeu capital de santé publique
pour I’ensemble des nations. I1 en va ainsi des « recommandations » pour un « comportement
alimentaire sain » qui auraient un effet direct sur la maitrise des dépenses de santé, qui est
méme déja évalué[36] !

Notre contribution : Certaines techniques de préparation des aliments reproduisent
des conditions que nous savons favorables a des réactions et/ou réarrangements chimiques des
composeés naturels initialement présents dans nos aliments. Cependant, ces transformations
peuvent avoir de profonds retentissements sur les propriétés biologiques et donc, un impact
insoupconné sur la qualité « santé » des aliments les plus riches en polyphénols, tels que le
chocolat, le vin ou le thé. Au cours de cette thése, nous avons cherché a apporter des éléments
de réponse dans ce domaine, en nous restreignant a la question du devenir des polyphénols
(tanins catéchiques) dans ces principaux aliments et boissons au cours de leur préparation et

dans leurs contributions réelles dans les vertus attribuées a ces mémes aliments.

Au cours de la fabrication des produits chocolatés, par exemple, un traitement en

milieu alcalin de la masse de cacao sert a produire la couleur plus ou moins intense du



Introduction

chocolat. Au cours de cette étape, épimérisation et réarrangements peuvent survenir.

Notamment, les flavanols (catéchine, épicatéchine et de leurs polymeéres) sont des molécules

chirales susceptibles de s’épimériser ou de subir des réarrangements dans de telles conditions

de tempeérature ou de pH, mais les modifications structurales induites ne sont pratiquement

pas détectables par les moyens d’analyse « conventionnels » (les monomeres forment leurs

homologues de la série antipodale...).

Pour mener a bien cette étude, nous avons di considérer, tout d’abord :

les aspects structuraux relatifs aux « réarrangements », en préparant les
composés de référence issus des polyphénols naturels (les deux flavan-3-ols
monomeéres et un de leurs oligomeres, le dimere B2), par un « traitement »
simulant les procedés agroalimentaires. Nous les avons alors utilises pour
rechercher leur présence dans les différents produits commerciaux (chocolat,

vin),

Puis le bénéfice santé qui peut en découler, en étudiant in vitro les propriétés
différentielles avec les produits naturels. Les composeés épimérises et
réarranges ont fait aussi ’objet d’une évaluation de leur activité biologique,
antioxydante, antiproliférative et de leur mécanisme d’action sur certains
récepteurs membranaires aux androgenes, impliqués dans le cancer de la

prostate.
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Premiére partie : Etude bibliographique

.1 Geénéralités sur les polyphénols

Les polyphénols sont des composés qui comportent plusieurs fonctions hydroxyles sur
des noyaux aromatiques qui ont, bien souvent, une appellation consacrée par l'usage et qui

sont décrits dans la Figure 1.

5 & 4 0 & L

phénol  catéchol résorcinol hydroqumone pyrogallol  phloroglucinol

Figure 1 Les noms consacrés par I’usage des principaux noyaux phénoliques

La fonction hydroxyle peut étre libre ou engagee dans une autre fonction (éther, ester,
hétéroside). Par extension, on entend aussi par polyphénols, tous leurs dérivés esters, éthers,
hétérosides etc. Une classification, basée sur la biogenese, est la meilleure approche pour une

description de cette famille de composeés naturels[37-39].

Dans la nature, la synthese du noyaux aromatique est le fait des seuls végétaux et micro-
organismes. Les polyphénols sont des molécules fabriquées exclusivement par les plantes. La
Figure 2 présente un schéma simplifié de cette biosynthese. La synthése des polyphénols
majoritaires, suit les deux premiéres voies A et B de 1’aromagenése et surtout la premiere.
Leur biogenése procede de ces deux voies métaboliques a savoir celle de I’acide shikimique et
des polyacetates. 1l existe cependant une voie mixte : shikimates + acetates qui est a l'origine

de la classe des flavonoides au sens large[40].
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Y
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Figure 2 : Schéma simplifié de la biosynthese des flavanoides (R1= H, OH et R2= H, OH)

Les preuves de leur présence chez les végétaux sont nombreuses : couleur des fleurs
jaunes (flavonoides), rougissement des feuilles a ’automne et couleur des fruits rouges
(anthocyanes) mais, le brunissement d’une plante Iésée ou attaquée par la pourriture est
stirement 1’'un des signes les plus visibles de I’intervention des polyphénols dans sa protection.

Les polyphénols sont les principales substances de défense dans les plantes

(phytoalexines). Par exemple, dans des baies de raisins botrytisées (pourriture noble), des
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Premiére partie : Etude bibliographique

polyphénols, dont le resvératrol, sont synthétisés en plus grande quantité pour lutter contre

I’envahissement du champignon.

Ils rassemblent les composés organiques possédant au moins un hydroxyle phénoliques et
éventuellement une fonction acide. On distingue :
- les phénols simples (catéchol, gaiacol, phloroglucinol, I’hydroquinone voir figure 1) ;
- les acides phénols dérivés de I’acide benzoique ce sont des composés en C6-C1,
issus de I’hydroxylation de 1’acide benzoique ;
- les acides phénols dérivés de ’acide cinnamique ce sont des composés en C6-C3
(acide 4-coumarique, caféique, férulique, sinapique). lls sont souvent estérifiés en

esters d’alcools (acides mono- et dicaféyl-tartrique, la feruloyl-tartique).

Les flavonoides lato sensu sont des pigments quasi universels des vegétaux,
hydrosolubles. On distingue :

- les flavones et les flavonols voir tableau 1, cette classe représente la majorité des
flavonoides stricto sensu connus. Le cycle A est, dans la majorité des cas, substitué par deux
hydroxyles phénoliques en C-5 et en C-7. Ces hydroxyles peuvent étres libres ou éthérifiés ;

- le squelette flavonoide est composé de 15 carbones organisés en C6-C3-C6. Il
comporte deux noyaux aromatiques, reliés par un chainon dit propanoide. Selon la position
des cycles aromatiques sur ce chainon, on peut distinguer trois familles de composés : les
flavonoides proprement dits (organisés en 1,3-diarylpropane), les isoflavonoides (1,2-
diarylpropanes) et les néoflavonoides (1,1-diarylpropanes). Le tableau 1 résume les
principales structures des flavonoides et quelques classes de composés et des exemples qui en

découlent.



Premiére partie : Etude bibliographique

structure classe Exemple
o @EOH Ri=H, flavone R R,
@ R, R;=OH, flavonol Apigénine  H H
L quercétine OH OH
noyau 2-phénylchromanone
. @EC’“ R;=H, flavanone, chalcone Ri R
m R, R.=flavanonol Naringénine H H
Lo taxifoliol OH : OH
noyau 2-phénylchromanone
R o Anthocyanes R; R, R3
- : O OH H |Glc
O S R OCH; H Glc
7 OR3
noyau%ahénylbenzopynnum
@{OH R;=0OH, R,=H, flavan-3-ol R, R,
. NN R1=OH, R,=0OH flavan-3,4-diol | (-)-Epicatéchine = -OH H
R, (+)-Catéchine —OH| H
OH R,
noyau 2-phénylchromane

Tableau 1 : Structure des flavonoides

Ce sont des polyphénols constitués de deux cycles aromatiques séparés par un pont
éthane ou éthéne, en I’occurrence les benzyles et les stilbénes, ainsi que les produits qui leur
sont  biosynthétiguement  rattachés:  phénanthrenes,  9,10-dihydrophénanthrénes,
phényldihydroisocoumarines. Les stilbénes peuvent étre libres ou hétérosidiques. Le trans-

resveratrol est une phytoalexine caractéristique du vin.

classe squelette structure Nature de R | exemple
A R H, OH o
. i R HO
Stilbéne | C6-C2-C6 g ou OGlc Resvératrol S

Tableau 2 : Structure des principaux stilbénoides

Les tanins sont des polyphénols dont I’'unité de base est plusieurs fois représentee. La
nature de cette unité permet de les classer en deux familles : les tanins hydrolysables[41] (ou
tanins galliques) qui sont des esters de 1’acide gallique et du glucose, et les tanins catéchiques
ou proanthocyanidoliques. Pour ces derniers, 'unité monomére est un flavan-3-ol dont le

carbone 3 peut exister sous les deux configurations 3(R) dans le cas de la (+)-catéchine et 3(S)
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pour la (-)-épicatéchine. Ces monomeres peuvent s’oligomériser par formation de liaisons
covalentes entre les centres nucléophiles (positions 6 et 8), et le carbone 4 qui devient
électrophile (cationique) a partir de son précurseur biogénétique, le flavan-3,4-diol (voir
tableau 1). La liaison entre deux unités monomeres, encore appelée liaison interflavanique, est

en géneral de type 4-6 ou 4-8 par référence aux atomes de carbones a I’origine de cette liaison
(figure 3).

OH

3
HO

Procyanidol de type A Procyanidol B5

Configuration

Diméres c-3C C-3F c.ac
BL  om " — —_—
B2 cn conn —
B3 — —_ "
B4 _— W "
B5 T s —

Figure 3 : Différent types de diméres de type A et B avec liaison interflavanique 4-8 et 4-6 et différentes

configurations au niveau des carbones 3 et 4 des cycle C et F selon les diméres

L’ouverture des cycle C ou F avec formation d’une méthyléne quinone intermédiaire
et la refermeture des cycle C ou F par attaque de cette méthyléne quinone par 1’un des
différents groupes hydroxyles situés a proximité peut conduire a différents réarrangements et
par conséquent différentes structures. La configuration du groupe hydroxyle 3(R) ou 3(S) est
susceptible d’orienter la réaddition du groupe hydroxyle sur la face re ou si de la double
liaison de la méthyléne quinone intermédiaire. En milieu acide ou basiqgue comme lors des
opérations d’alcalinisation et de vinification, I’ouverture du cycle C peut se produire

facilement et par conséquent conduire a plusieurs possibilités de re-additions.
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En s’alimentant par les végétaux, ’organisme humain sélectionne les vitamines
antioxydantes (E et C) qui le protegent[42]. Cependant, notre alimentation renferme d’autres
substances tout autant actives en 1’occurrence les polyphénols. Certains végétaux sont tres
riches en polyphénols, et ceux-ci sont la base de nos aliments comme le thé, le raisin et ses
boissons, le cacao qui feront I’objet de cette étude.

Certains aliments et boissons comme les pommes, le raisin, le thé, le chocolat et le vin

rouge sont particuliérement riches en tanins catéchiques[43].

Le chocolat et la poudre de cacao

Produit principal a forte valeur ajoutée issu de la transformation du cacao, le chocolat
peut se definir comme une dispersion quasi anhydre de tres fines particules non grasses
(saccharose, protéine, minéraux ...) dans une phase grasse issue exclusivement du cacao dans
le cas d’un chocolat noir, mais provenant également du lait dans le cas du chocolat blanc ou
au lait[44].

Outre les qualités gustatives et nutritionnelles du chocolat, les feves de cacao, matiere
de base dans la fabrication du chocolat (beurre de cacao ou poudre de cacao suivant le
procéde industriel [45, 46]), présentent de nombreux constituants parmi lesquels on trouve les
proteines (20 %) et les polyphénols (de 15 a 20%). Ainsi, prés d’une quarantaine de
polyphénols ont été identifiés ou isolés du cacao a ce jour [47-79]. Parmi les plus abondant on
trouve la (-)-épicatéchine, la (+)-catéchine, et leurs oligoméres dont les dimeres B2, B5, et
ceux de type A[70].

Le vin

Les polyphénols sont tres abondants aussi bien dans le jus de raisin que dans le vin. Ce
sont des monomeres, des diméres et surtout, des polymeéres de la catéchine, de 1’épicatéchine
et des dérivés galloylés. Ils sont accompagnés, selon les variétés de vin, d’anthocyanosides et
de flavonoides. Dans les vins rouges, la composition varie selon le mode de préparation (la
plus grande partie restant dans les marcs) et selon le vieillissement qui induit des
transformations chimiques diverses. Cépage, année, site de production, et degré de maturité

interviennent également pour modifier la composition initiale en polyphénols[41].
Le vin issu d’une longue fermentation peut contenir des quantités importantes de
polyphénols (des flavonoides, des stilbénoides et autres acides phénols). Certains vins rouges
12
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en renferment plus de 4 g/l et d’'une grande variété dont I’impact positif sur la santé s'accorde
parfaitement avec les propriétés intrinséques de certaines de ses constituants[42].

Parmi les constituants on trouve des tanins condensés ou hydrolysables, des
anthocyanosides, des stilbénoides et differents autres polyphénols.[80].

Parmi les polyphénols des vins rouges les plus riches en éléments nutritifs, il y a les
tanins condensés ou oligomeéres procyanidoliques qui dérivent de la (+)-catéchine ou de la (-
)-épicatéchine (1-2,5 g/l) ; contenus essentiellement dans les marcs. Dans le cas ou un passage
en barrique aurait lieu pendant son élevage, le vin s'enrichie d'un autre type de tanins, ceux
apportés par le chéne, mais qui sont alors des tanins hydrolysables et qui correspondent a des
esters galliques ou ellagiques de glucose.

La couleur des vins rouges est due aux anthocyanosides (0,5 g/l) comme le glucoside
de malvidol contenus dans les pellicules. lls sont extractibles que lorsque 1’alcool issu de la
fermentation alcoolique est présent en proportions suffisantes.

Le resveratrol, un stilbénoide est present en quantité de 2 a 5 mg/l dans le vin, aussi
bien blanc que rouge. Il possede des propriétés remarquables contre la prolifération cellulaire
[42].

Des recherches récentes ont montré la présence de nouveaux composes tels que des
oligomeres de stilbénes ou encore, des hétérosides, comme le picéide[81], mais surtout
I’astringine[82, 83]. Il est remarquable de découvrir qu'un tel dérivé du resvératrol puisse étre
présent parfois, a des teneurs bien supérieures au resvératrol lui-méme, puisque qu'on I’a dosé
jusqu'a 70 mg/l dans certains vins. Des dérivés des anthocyanes tels que les castavinols ont

également éteé identifiés[80, 84].

Le the
Camellia sinensis (L.) O. Kuntze, voici I’'un des plus beaux cadeaux de la nature a
I’homme. Vert ou noir, oolong, en feuilles, en sachets, soluble, nature, a la menthe ou au
citron, le thé est I’'une des boissons les plus consommées et appréciées dans le monde avant
d’étre une plante médicinale[41]. Il existe de trés nombreuses sortes de thés commerciaux
parmi lesquels on distingue :
- le thé vert, stabilisé par la chaleur seche ou par la vapeur, roulé, séché rapidement et
plus ou moins torréfié. Il est consommeé en Chine, au Japon, en Afrique et au Moyen-

Orient ;

13
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- le thé noir, flétri une vingtaine d’heures, roulé, fermenté en atmosphére humide puis
séché a I’air chaud. Il représente 80 % du marché mondial ;

- le thé oolong est peu connu. 11 n’est que partiellement fermenté.

La feuille de théier non fermentée contient des protéines, des acides aminés (théanine,
I’éthylamine et I’acide glutamique), des glucides, de I’acide ascorbique, des vitamines du
groupe B et des bases puriques (caféine). On note également la présence d’hétérosides
d’alcools terpéniques, aliphatiques et aromatiques dont 1’hydrolyse libére des constituants qui
contribuent a l’arome de Iinfusion. Les composés phénoliques sont particulierement
abondants (plus de 20 % de la masse séche) mais leur teneur varie selon la variété, I’age de la
feuille et la saison (une teneur plus élevée en été qu’au printemps). On note la présence
d’acides phénols (acide chlorogénique, acide caféique), d’esters galliques de glucose (tanins
galliques) et de flavonoides (O-hétérosides de flavonols et, dans certaines variétés, C-
hétérosides). Les constituants majoritaires sont de nature flavanique : (-)-épigallocatéchine
gallate (12 %), (-)-épicatéchine gallate (1-5 %), 3,5-digallates des mémes, (-)-épicatéchine
(0,2-2%), (+)-catéchine, (+)-gallocatéchine. Plusieurs proanthocyanidols ont été caractérisés
(B-2, B-4, C-1, 3-O-gallates et 3,3’-O-digallates de prodelphinidines, théasinensines). Une
tasse de the vert apporterait 300 a 400 mg de polyphénols[28, 85].
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.2 Les procedés de traitement des aliments

Le chocolat, la poudre de cacao, le raisin et le thé subissent différentes méthodes de
préparation qui peuvent influencer la composition chimique de leurs produits finis a vocation
alimentaires. L’industrie du chocolat fait intervenir, la fermentation, 1’alcalinisation, et la
torréfaction. La fabrication du vin emploie en particulier la fermentation acide et

malolactique. L’ obtention du thé nécessite la fermentation puis une infusion.

La fermentation des féves de cacao est I’étape primordiale du traitement apres
récolte[86]. Dans le cadre de la fabrication du chocolat, I’objectif de la fermentation est
d’induire les réactions biochimiques responsables du brunissement des feves et de la
formation des précurseurs de I’ardme du chocolat. La fermentation dure en moyennede 5a 7
jours[87].

Elle se déroule selon les étapes suivantes:

-1) fermentation alcoolique en anaérobie sous ’action des levures;

-2) fermentation lactique. La liquéfaction de la pulpe entraine une micro aération, la
transformation des sucres en alcool et ’augmentation du pH, ce qui induit une transformation
des sucres en acide lactique puis en éthanol par les bacteries;

-3) fermentation acétique qui a pour but I’oxydation de 1’éthanol en acide acétique et en eau.

Les opérations de fermentation se concluent par une opération de séchage des feves
fermentées pour en diminuer la teneur en eau de 55 % a 7 % afin d’assurer une meilleure
conservation durant le stockage. Cette technique se pratique le plus souvent au soleil en pleine

air.

La torréfaction des feves fermentées et séchées correspond a un traitement thermique
intense entre 100°C et 150°C pendant 20 a 40 minutes suivi d’un refroidissement par
ventilation pour stopper les réactions thermiques et conserver 1’arome du cacao. L’opération
de torréfaction permet également :

- de séparer ’amande de la coque;
- d’¢éliminer une partie de I’acide acétique du cacao;
- d’abaisser le taux d’humidité du cacao a environ 2,5 %;

- de conduire a la formation de 1’ar6me du cacao final[44].
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L’opération d’alcalinisation est effectuée sur le grain provenant de la torréfaction a
une température de 90°C pendant 1h30mn dans une solution alcaline de carbonate de
potassium. La masse du cacao sec est reprise par la moitié de son poids en eau et additionné
de 5 % de carbonate de potassium. Cette opération permet ainsi de développer la couleur
rouge brun voire sombre des poudres, d’un pH plus élevé, d’un cacao ayant une plus grande
mouillabilité et d’un golt caractéristique[44].

Tous ces traitements successifs pour optimiser les qualités marchandes du chocolat et
de la poudre de cacao ne sont pas sans effets sur 1’évolution des constituants et en particulier

des polyphénols.

L’élaboration d’un vin fait appel a deux fermentations, une lactique puis une
malolactique suivies d’un vieillissement en fiit ou en bouteille au cours duquel les qualités
gustatives du vin vont se developper et les polyphénols se transformer et ce plus

particuliérement pour les vins rouges riches en polyphénols.

La «fermentation» des feuilles de thé fait évoluer sa composition, son aspect, son
odeur ainsi que le golt et son aréme apres infusion. Apres fermentation, la composition
change : I’infusé passe du jaune pale (thé vert) au rouge brun (thé noir), I’odeur devient
nettement aromatique. Outre le développement de I’ardme par la formation des produits
volatils (dérivés cétoniques par dégradation de caroténes, hexénal par oxydation d’acides gras
insaturés, hétérocycles divers par oxydation et réarrangement de monoterpenes), on remarque
une oxydation des polyphénols (d’ou la couleur de I’infusé) en particulier la formation de
benzotropolones, théaflavine et ses esters 3-O- ou 3’-O-mono-3,3’-O-digallates (1-2 %), mais
aussi théaflagalline et épithéaflagalline. Les produits les plus abondants sont des produits
d’oxydation et des polymérisations des théaflavines, les théarubigines et leurs dérives (10-20
%). Le thé partiellement fermenté, renferme aussi des produits d’oxydation tel la théaflavine

et aussi la présence de plusieurs théasinensines et celle de bisflavanes.

L’infusion du thé réalisée par le consommateur est encore a I’origine de 1’évolution de
certains constituants. Apparition des flavan-3-ols initialement non présents dans les feuilles de

thé séchées, réactions d’épimérisation qui seront abordées plus loin.

16



Premiére partie : Etude bibliographique

Des modifications structurales majeures se produisent avec les différents procédés de
préparation du chocolat, du vin et du thé. Nous allons les aborder brievement dans le

chapitre suivant.

Modification de structure pendant la fermentation, I'alcalinisation et la

torréfaction du cacao

Pendant les procédés de fabrication du chocolat, les polyphénols natifs, subissent des
modifications aussi bien qualitative (structure) que quantitative (concentration).

Au cours de la fermentation et de la torréfaction des feves de cacao, la concentration
en polyphénols baisse considérablement, pres de 75 %[88]. Cette baisse s’explique par des
réactions d’oxydation puis de condensation des monomeéres de flavan-3-ols en tannins de
hauts poids moléculaires (Figure 4). Ces reactions font intervenir la formation de liaisons
interflavaniques (LIF) 4-6 et 4-8 c'est-a-dire entre le carbone 4 d’une unité et les carbones 6
ou 8 de I'unité suivante. L’insolubilité de ces polymeres réduit considérablement la quantité

de polyphénols détectables.

@OH
HO o™ OH

OH

R1 =H, R2 = OH = (+)-catéchine

Dimeéres de procyanidine Oligoméres de procyanidine

R1 = OH, R2 = H = (-)-épicatéchine

Figure 4 Exemple de polymérisation des flavan-3-ols avec formation de liaison interflavanique

Pendant les opérations d’alcalinisation, des réactions d’épimérisations se produisent au
niveau du carbone C2. Elles font appel a I’ouverture du cycle C et a la formation d’une

méthyléne quinone intermédiaire (Figure 5). La fermeture du cycle C se produit en faisant
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appel aux hydroxyles portés par les carbones 5 et 8a. Dans le cas de la Figure 5 les carbones 5
et 8a de la forme intermédiaire sont équivalents et conduisent au méme composé final avec
éventuellement isomérisation au niveau du carbone 2 suivant que l’attaque de la double

liaison par I'un des groupes hydroxyles se fait par la face supérieure ou inférieure.

OH 1 OH OH 3
méthyléne quinone 4
2
1:(-)- Epicatéchine : — =...... 3: (+)-épicatéchine: @— - — et — - —
2:(+)-Catechine: — _ — 4:(-)-catéchine: @__ _ —— et —— - -

Figure 5 Mécanisme d’épimérisation des flavan-3-ols en milieu alcalin avec formation d’une méthyléne quinone

intermédiaire

Les anthocyanes (voir figure 2) présents dans les feves de cacao disparaissent quasi
totalement pendant les 4 premiers jours de la fermentation [40, 88].

Modification de structure pendant la fermentation et vieillissement du vin
Les polyphénols constituant le vin sont de loin les premiers responsables de sa
couleur, son astringence et voire de son ardme. lls varient et se transforment au cours du
processus de vinification. Ainsi, pendant la fermentation et le processus de vieillissement du
vin, il se produit une polymeérisation des flavan-3-ols induite par de 1’acétaldéhyde produit
dans le vin (Figure 6). Les esters tartriques de 1’acide caftarique et de I’acide p-coumarique
disparaissent également. De ce fait, on voit apparaitre dans le vin, une forte présence d’acide
trans-caféique, trans-p-coumarique et cis-p-coumarique (acides hydroxycinnamiques) qui

étaient présents initialement a 1’état de trace dans le vin[89].
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HO O OH
OH
H;C'CH OH O
HO O (0] OH
OH
OH
Figure 6 Mécanisme induit par ’acétaldéhyde conduisant a la polymérisation des flavan-3-ols

L’une des modifications les plus spectaculaires au cours de la fabrication du vin a lieu
pendant le vieillissement. Cette modification implique plusieurs facteurs dont le type de
cultivar (toute variéte végétale résultant d’une sélection, d 'une mutation ou d’une hybridation
naturelle ou provoquée — et cultivée pour ses qualités agronomiques), la méthode de
fabrication du vin, le contenu polyphénolique, le pH, le potentiel redox, la présence
d’acétaldéhyde et de dioxyde de soufre. Avec le temps, le facteur coloration est affecté, les
composes se transforment en polymeres. Les nouveaux pigments formés sont plus stables que
ceux des génines anthocyaniques. Plusieurs composés seraient a I’origine de cette coloration,
nous déecrivons ici les plus couramment cités.

Un compose responsable de la stabilité de la couleur du vin grace a son dioxyde de
soufre qui a des propriétés similaires au cation flavylium, il s’agit des vitisines A et B (Figure
7) qui sont retrouvées en petite quantité dans le vin rouge mais a I’état de trace dans le
raisin[90, 91].
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Vitisine A Vitisine B
Figure 7 Structures des vitisines A et B

A partir de flavan-3-ol et de C-glycoside ellagitannins comme la (-)-vescalagine et son
épimere en C-1, la (-)-castalagine se forme en milieu acide dans le vin rouge (Figure 8).

Unité biaryle

H+
-H,O

. Y
Unité teraryle

-vescalagine (B-OH)
-castalagine (a-OH)

HO : o ..
(+)-catéchine (B-OH) )
(-)-épicatichine (a-OH) © OH

OH

Q]
©

HO
OH +
HO
HO
o OH ©OH
Acutissimine B (3-OH) Acutissimine A (B-OH)
Epicutissimine B (a.-OH) Epicutissimine A (a-OH)

Figure 8 Formation des acutissimine A et B en milieu acide a partir de la (-)-vescalagine et de la (-)-castalagine
avec rétention de la configuration du centre C-1
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Les acutissimines A et B s’averent avoir des propriétés biologiques trés intéressantes
[92].
Les castavinols, polyphénols glucosylés issus de la condensation des pigments
anthocyaniques avec la butan-2,3-dione selon le mécanisme proposé a la Figure 9, possedent
des propriétés colorantes sous forme masquée, participant ainsi a 1’évolution de la couleur des

vins rouges[80].

R=0CH3, 0uR=H,ouR =0H
Figure 9 Mécanisme possible de la formation des castavinols dans le vin

Les anthocyanes de nature instable ont tendance a se polymeériser. L’adduit de la
malvinidin-3-monoglucoside-acide pyruvique issu de la réaction entre 1’acide pyruvique et de
la malvidin-3-monoglucoside pendant le vieillissement du vin (Figure 10). Leur modification

chimique fait virer le jeune vin du rouge vif au rouge fauve du vin vieilli[91].

Figure 10 Proposition de mécanisme de réaction entre I’acide pyruvique et la malvidin-3-monoglucoside.
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Dans le cas ou un passage en barrique aurait lieu pendant son élevage, le vin s'enrichit
également d'un autre type de tanins, ceux apportés par le chéne, mais qui sont alors des tanins

hydrolysables et qui correspondent a des esters galliques ou ellagiques de glucose (Figure
11).

Figure 11 : Tanin ellagique

L’industrie du vin, utilise le dioxyde de soufre comme protecteur alimentaire (arrét de
’activité enzymatique responsable de la fermentation). Dans ces conditions, le dioxyde de
soufre est susceptible de réagir avec les flavan-3-ols, en présence d’une solution normale de
H,SO3 a 40°C pendant 36 heures. Il se forme des gambiriines (Figure 12) auparavant isolés de
Uncaria gambir ROXB (Rubiaceae).

unité flavan OH

Figure 12 Mécanisme de formation des gambiriines & partir des flavan-3-ols en présence de H,SOs;
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Modification de structure pendant la fermentation et I'infusion du thé

Pendant la fermentation du thé, environ 75 % des flavan-3-ols sont transformeés par des
réactions d’oxydations et de polymérisation partielle[93]. Le contact avec ’oxygéne de
lair est essentiel dans cette réaction. Durant la fermentation, la (+)-catéchine entre en
contact avec la polyphénol oxydase. Cette enzyme est le premier responsable de
I’oxydation de la (+)-catéchine en sa forme quinonique d’espéce oxygénée réactive qui
par la suite donne des diméres et des polyméres caractéristiques du thé fermenté (Figure
13) [85].

— Dimérisation

(-Hz, +H;0)

@OH
HO [ON g OH
"OH

OH OH [}
Epicatéchine @OH
OH OH Theéaflavine OHEA
OH O
Epigallocatéchine - OH
HO

Bisthéaflavine B

Figure 13 Oxydation et polymérisation possibles durant la fermentation du thé[94].

Il est difficile de relater la composition chimique définitive du thé noir suite a la
fermentation. Cela dépend du type de technologie utilisée. Il se produit également,
I’oxydation du cycle B de la (-)-épigallocatéchine ou de la (-)-épigallocatéchine gallate
avec une perte d’un CO; et une fusion avec le cycle B de la (-)-épicatéchine ou de la (-)-

épicatéchine gallate. Quatre théaflavines sont formés au cours de ses transformations : la
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théaflavine, théaflavine 3-gallate, théaflavine 3’-gallate et la théaflavine 3,3’-gallate
(Figure 14). Des composés benzotropolones sont aussi formés mais en quantité infinie. 11
y a aussi I’acide théaflavique, formé a partir de la catéchine quinonique et de ’acide

gallique quinonique. L’acide gallique n’est pas un substrat pour le polyphénol-oxydase.

a) OH o)

Polyphénol-oxydase des feuilles de thé

R (OH) R (OH)
Flavan-3-ol
2

(e}

(0]
b) ~ 0 -
O
R
EGC;R=H HO o :j
— OH (-)-épigallocatéchine(derivé)
EGCG;R=G ., quinones from EGC ou EGCG
OR
OH
quinones
L B R OH
(-)-épicatéchine (derivé) Théaflavine (derivés)
EC ou ECG TFs, (benzontropolones)

EGCG: épigallocatéchine gallate
EGC: épigallocatéchine
EC: épicatéchine

c)
EGC, EGCG
~ o Théasinensins HO R
+ COOH
0 COOH
(o
HO 0 HO O o]
OH - o & OH
“OR HO R
OH
OH
L quinones _ Théaflavines R = galloylé ou autres groupes
benzotropolones Théarubigines

Figure 14 Voies de mécanismes possibles pour la formation de théaflavine et de théarubigine[93]

Pendant I’infusion du thé, les modifications majeures qui ont lieu sont celles liées a
I’épimérisation en C-2 des flavan-3-ols naturels en leurs épimeres non naturels[95]. La
(-)-épicatéchine (20 3a), la (-)-épicatéchine gallate et la (+)-catéchine s’épimérisent au niveau

du carbone 2, le cycle catéchol passant de la position 2a a la position 2 (Figure 15). Ainsi,
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lors de I’infusion du thé vert il y a une augmentation de la quantité de flavanols non naturels

(avec cycle catéchol en position 23) aux dépens des flavanols naturels[96].

(-)-épicatéchine A

' OH

OH
H
o

OH

OH

(-)-catéchine gallate  oH
OH

OH
H

(+)-catéchine

OH
(+)-épicatéchine

Figure 15 Mécanisme d’épimérisation de quelques flavan-3-ols pendant I’infusion du thé

Il a été montré que cette épimérisation est facilitée par 1’utilisation de 1’eau de robinet
de préference a de I’eau purifiée. Cela pourrait s’expliquer par la complexité ionique de I’eau
de robinet et de son pH. Il a aussi ¢té démontré qu’une longue conservation du thé vert a
40°C, est susceptible de declencher cette réaction d’épimérisation. Les températures au dela
de 40 °C, favorisent cette réaction de méme que les pH supérieurs a 6. Les pH inférieurs a 5
inhiberaient cette réaction d’épimérisation[97].

Les effets conjugueés de la concentration en flavanols (1%), du pH (5), de la température

(120°C), et du temps (30mn) ont une incidence positive sur la réaction d’épimérisation[98].
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1.3 Les proprietés santé des polyphénols

Les polyphénols bénéficient d’un intérét croissant aupres des consommateurs, intérét
justifié par des études épidémiologiques[40] et par de nombreux travaux scientifiques[45, 66].
Ces études, attestent les bienfaits d’une alimentation riche en polyphénols qui serait en
relation directe avec la diminution de la mortalité. Cette baisse de la mortalité seraient liées a
la réduction des accidents cardiovasculaires[40, 45, 99-102], des ulcéres gastriques[103], de
certains types de cancers[43, 67, 104] de certaines complications du diabete et de
I’immunorégulation des immunoglobulines[66].

Toutes ces données scientifiques indiquent que les polyphénols, par leurs propriétes
anti-oxydante et réductrice combinées a d’autres réducteurs tels les vitamines (C, E et A),
contribuent a protéger le corps contre des dommages liés au stress oxydant, en luttant contre
les pathologies associées a ce stress oxydant. Ainsi, les polyphénols figurent en premiere
place parmi les molécules d’intérét thérapeutique[42, 43, 105].

Les réactivités observées au niveau biologique, dues aux polyphénols, sont liees aux
nombreuses propriétés physico-chimiques[106, 107] qui peuvent étre résumées comme suit:

Proprietes anti-oxydantes et anti-radicalaires, la fonction hydroxyle phénolique, par
son aptitude a délivrer un électron, confere aux polyphénols des propriétés réductrices. Ceux-
ci peuvent ainsi facilement former des radicaux stabilisés par délocalisation électronique,
donc peu réactifs. Les polyphénols sont donc anti-oxydants[108] et constituent de bons
piégeurs de radicaux libres, notamment de radicaux oxygénés comme I’anion superoxyde Oz

, le radical hydroxyle OH" ;

Réduction d'un radical actif
Oron e oo

@[O\ - . o °<:>:O Stabilisation par conjugaison
&)

Figure 16 : Propriétés réductrices des polyphénols
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Les espéces oxygénées réactives (EOR) réagissent difféeremment, avec les acides gras
saturés (AGS) et avec les acides gras poly-insaturés (AGPI). Une différence de réactivité
supplémentaire apparait encore entre les polyphénols et les AGPI. Les polyphénols sont
environ 1000 fois plus réactifs et réagiront les premiers. Ainsi, dans une bicouche lipidique
qui contient un polyphénol pour 1 million d’AGS, un radical a statistiquement autant de
chance d’oxyder le polyphénol que les acides gras[42].

Les polyphénols peuvent exercer leur propriété de « piégeurs de radicaux libres »
avant méme que les EOR n’entreprennent leur élimination. Ils bloguent alors la chaine
d’oxydation radicalaire et empéchent la formation des cytokines, des LDL-OOH et donc toute
réponse inflammatoire. De méme, les polyphénols (et les vitamines E) en piégeant les

radicaux libres, luttent dans le regne vivant, contre toutes les causes de vieillissement.

Au début des années 90, et notamment depuis les travaux du Dr. S. RENAUD sur le
« Paradoxe Francais »[109], le vin semble jouer un r6le important dans la diminution des
accidents cardiovasculaires et des cancers[110]. Quand le vin est pris en compte dans
I’alimentation d’une population donnée pendant une méme période, les corrélations sont
encore plus convaincantes[111-114].

Certains polyphenols du vin montrent in vitro ont de remarquables propriétés
biologiques. Leur seule présence pourrait expliquer la plupart des faits constatés par les
épidémiologistes.

Il est fortement suspecté, au travers des études épidémiologiques, que les variations du
contenu en polyphénols des différentes alimentations soient les plus importantes causes des
différences de protection de la santé observées[42, 115].

Des etudes épidémiologiques[116] ont montré, ces vingt derniéres années, qu’il existe
une incidence positive de la consommation d’aliments riches en flavonoides sur le systéme
cardiovasculaire. Les pathologies cardiovasculaires sont en étroite relation avec le
métabolisme lipidique. Les LDL oxydées sont captées par les macrophages qui s’accumulent
dans la paroi vasculaire sous forme de cellules chargées de cholestérol, tandis que I’oxydation
physiologique des acides gras polyinsaturés induit les processus inflammatoires. Tous ces
processus se déroulent sans excés dans les conditions physiologiques normales, mais

deviennent pathologiques dans certains cas (hyperlipidémie, inflammation, par exemple).
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Les flavan-3-ols (catéchine, épicatéchine et leurs oligoméres procyanidoliques) ont été
testés pour leur habilité a décroitre la susceptibilité oxydative des LDL tout en augmentant le
potentiel anti-oxydant du sérum total[117].

Ils agissent en inhibant : la peroxydation des LDL notamment dans les cellules hépatiques ;
I’accumulation du calcium et du phosphate inorganique dans le rein et I’aorte ; I’activation
plaquettaire ; la modulation de la synthése d’eicosanoides.

Les flavonoides ont des effets cardioprotecteurs par réduction du stress oxydant sur les LDL.
On enregistre ainsi une hausse du « bon» cholestérol (HDL), une baisse de 8 % de
I’oxydation causée par le mauvais cholestérol (LDL) et une hausse de 4 % de leur capacité

anti-oxydante[16].

Le vieillissement des organismes aerobies est en partie dii aux radicaux libres issus du
métabolisme oxydatif, qui interferent notamment avec le métabolisme lipidique
(lipopéroxydation). L’apparition des maladies dégénératives serait fortement liée au stress
oxydatif[118].

Des etudes realisées in vitro ont confirmé que les propriétés physico-chimiques des
flavonoides notamment les propriétés anti-oxydante et anti-radicalaire peuvent s’exercer sur
les LDL[119]. Les flavonoides permettraient de lutter contre le stress oxydatif et le processus
de vieillissement cellulaire dus a des entités radicalaires réactives (HO', HOO™ et Oy7)
responsables de la lipopéroxydation et du processus inflammatoire. De plus, la complexation
du fer par les flavonoides intracellulaires engagés dans la production de radicaux libres,
pourrait inhiber les réactions de Fenton et de Haber Weiss[120], principales sources du radical
OH.

Des expériences conduites in vitro ont permis de démontrer les puissants effets
biologiques des polyphénols qui se comportent comme antiagrégants plaquettaires, anti-
inflammatoire, anti-infectieux, anti-Alzheimer. Nous allons commenter brievement ces

propriétés ci-apres[42].

Antiagrégants plaquettaires

Par la diminution des formes activées des plaquettes[13, 121-123], tout comme
l'alcool, mais sans en avoir toutefois I’effet secondaire délétere, cet effet "rebond"[109],

susceptible de causer la mort subite ou des accidents ischémiques graves.
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Antiathérothrombotiques, anti-inflammatoires

Par la protection de I'oxydation des LDL cholestérol[119, 124, 125] et des acides gras
polyinsaturés (€icosanoides)[126, 127]. Les anthocyanes de cerises ont révélé par exemple
avoir de telles actions a un niveau comparable, voire supérieur, a celui obtenu avec des
produits commerciaux (médicaments : lbuprofen®, Aspirine®) directement destinés a
conférer ce type de protection[128].

Anti-infectieux

De nombreux travaux font état d’une activité des flavonoides mesurée in vitro, contre
les bactéries, les champignons et les virus. Elles confirment les propriétés anti-microbiennes
des polyphénols par ailleurs utilisés par les plantes pour lutter contre les infections[129].
Activité anti-infectieuse possible des flavonoides sur :
- les bactéries : Sreptocoques, Cariogenes[130, 131], Staphylocoques[132, 133], Bacillus,
Klebsiella, Proteus, Escherichia, Pseudomonas[132, 133].
- les champignons :  Actinomycetes[130], Candida albicans[132]
- lesvirus:  virus de I'immunodeéficience humaine[134-136], virus de la grippe[137].

Anti-Alzheimer

Plus récemment encore, le vin a été impliqué dans la diminution du taux d'apparition
de maladies neurodégénératives telles que la maladie d'Alzheimer[138, 139]. Des débuts
d’explication de cette propriété se trouveraient dans la compréhension récente des
mécanismes par lesquels les dépdts amyloides apparaitraient chez les personnes atteintes de
cette maladie[140]. Les polyphénols "liposolubles”, transportés au sein des structures
cérébrales, s’opposeraient avec efficacité aux réactions d’oxydation radicalaire, source des
réactions de polymérisation conduisant aux dép6ts amyloides et ralentiraient ainsi la
progression de la maladie. Ce concept est a la base des traitements a base de vitamine E et
d’anti-inflammatoires[122, 141].

Antiproliférative

I1 s’agit d’une propriété majeure de polyphénols, qui n’est pas entiérement liée a leur
propriété antioxydante. Les stilbénoides, tel le resvératrol, in vitro, ont montré une action
inhibitrice sur les trois phases principales de cancérisation[142] : initiation, promotion (par

diminution du taux d'enzymes caractéristiques de ces états précancéreux : cyclooxygénase-2)
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et propagation (par induction de la différenciation de cellules cancéreuses et de 1’apoptose). Il
a méme été montré que ces molécules agissent de facon préventive contre certaines formes
de cancers, en prévenant l'initiation de cellules cancéreuses, par inhibition de I'expression de
génes de protéine kinase C ou du mARN de la COX-2[143].

Les conséquences biologiques des pouvoirs antioxydants des polyphénols sont
difficiles a quantifier et a démontrer in vivo méme si on soupgonne qu’ils sont d’une
considérable importance. C’est encore une fois les observations des épidémiologistes qui
autorisent a penser qu’ils sont en partie au moins, capable d’exercer in vivo, les propriétés
qu’ils démontrent in vitro. Il est admis qu’ils augmentent 1’espérance et la qualité de vie [42].
Si les peroxydations cellulaires ne conduisent pas a une maladie en tant que telle, elles
contribuent au vieillissement des cellules qui perdent progressivement leurs plasticités et
capacites a se renouveler. Ce processus est plus ou moins rapide selon les protections mises
en ceuvre et le stress auquel sont soumises les cellules. Par leur action anti-oxydante, les

polyphénols s’opposent, sur le long terme, au vieillissement[27].

1.4 L’impact des transformations sur les
structures et propriétés biologiques des
polyphénols

De méme qu’il existe une relation structures-propriétés organoleptiques des aliments,
nous tacherons ici de présenter les propriétes biologiques des polyphénols obtenus dans nos
aliments suite aux différents procédés de préeparation.

Bon nombre des composés alimentaires sont chiraux. Certains sont présents sous
forme énantiomérique pure, d’autre sous forme racémique. Le pourcentage de racémisation de
certains composes, en 1’occurrence les polyphénols, peuvent étre fortement affectés par divers
traitements de I’industrie agroalimentaire.

Dans nos aliments de tous les jours, la notion de chiralité est trés difficile a cerner. Les
composés alimentaires sont naturels et en principe exemptes de toute racémisation. Toutefois
la détection de la présence d’énantiomeres non naturels, aux propriétes différentes, pose la
question de la conséquence des traitements agroalimentaires comme 1’élévation de la

température, I’irradiation, la fermentation, 1’adultération (ajoute d’ingrédients synthétiques
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racémiques) et les traitements a pH élevés (alcalinisation). En effet, les énantiomeres peuvent
avoir des propriétés organoleptiques différentes, qui pourront intéresser les industriels de
I’agroalimentaire dont 1’objectif premier est de séduire le consommateur a I’aide des dites
propriétés organoleptiques et de flaveurs[144].

Le scientifique lui, au-dela de cet aspect de plaisir (flaveur et organoleptique) de nos
aliments, a pour objectif de justifier le bien fondé de telles pratiques alimentaires sur la santé
du consommateur. Raison pour laquelle depuis une dizaine d’années, la question du devenir
des composeés chiraux se trouvant dans nos aliments et leur éventuelle racémisation apres les
procedés de fabrication, est au cceur d’un nouvel axe de recherche avec de nouveaux moyens
techniques que sont la chromatographie gazeuse (GC)[145], la chromatographie gazeuse en
deux dimensions couplée a un détecteur de capteur d’électron (GC x GC-DCE)[146], la
chromatographie liquide a haute performance (CLHP) avec support chiral, la chromatographie
liguide en phase inverse, couplée a la (GC) puis a la masse (CLHP-SM)[145],
I’électrophorése capillaire (EC); la chromatographie de partage centrifuge (CPC) avec des
solvants chiraux et enfin des méthodes enzymatiques basées sur la stéreosélectivité des
enzymes[144]. C’est un véritable challenge pour le chimiste de trouver une méthode de
séparation des énantiomeres pour la simple raison que ces composés ne different que par leur
orientation spatiale.

Cet intérét pour les énantiomeres s’est accru par le fait de leur différence au niveau
nutritionnel, sensoriel et des activités biologiques qui en résultent[147]. Cette différence
d’activité biologique est due a la différence d’interaction avec les récepteurs, les systémes de
transports et enzymatiques. Un exemple est le cas de 1’acide usnique isolé des lichens en
1844, et utilisé en médecine, en parfumerie et en cosmétique soit comme principe actif, soit
comme protecteur. En plus de son activité antimicrobienne, antivirale, antiprotozoaire,
antiproliférative, anti-inflammatoire et analgésique, des différences d’activités ont été

trouvées entre les deux formes énantiomeérique de 1’acide usnique[147].

Produits chocolatés (I’alcalinisation et la torréfaction)
- La torréfaction est effectuée pour faire apparaitre les meilleures qualités gustatives des
produits, les conditions de température et de pH peuvent étres responsables de formation de

complexes racémiques; Ce phénomeéne est plus plausible dans le cas particulier de la
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fabrication de la poudre de cacao qui nécessite une alcalinisation (opération a chaud et a pH
trés élevé), ce qui favorise 1’épimérisation des carbones C2 des différents flavanols concernés.

Il a été montré que différents types de café ont une activité antioxydante in vitro[148],
il en est de méme pour le chocolat. En effet, le chocolat noir augmente la capacité
antioxydante du plasma, suivi d’ une hausse du taux de HDL tout en diminuant I’oxydation du
LDL. Le chocolat fait baisser la pression artérielle sanguine et entraine un effet anti-
agrégation des plaquettes[60, 149], entrainant ainsi des effet bénéfiques sur le systeme
cardiovasculaire[116]. 1l a également été montré I’existence d’un effet opposé entre la (+)-
catéchine et la (-)-catéchine sur I’activité de la glycogéne synthétase[150].

La majorité des propriétés biologiques conférées aux polyphénols, a été attribuée a
partir d’expériences menées in Vitro ou ex vivo. Les premiéres découvertes ont mis en exergue,
un effet «cardioprotecteur» du cacao et du chocolat noir, ainsi que traitement du diabete, des
accidents vasculaires cérébraux (AVC) et de la démence vasculaire. Le Dr Norm Hollenberg,
Professeur de Médecine a la Harvard Medical School explique que des résultats cliniques et
expérimentaux assez pertinents concernant les polyphénols sont en cours de validation. En
effet, on sait aujourd'hui avec certitude que les polyphénols sont responsables de la réduction
de l'agrégation plaquettaire, un effet similaire a celui de Il'aspirine, qui fluidifie le sang et
diminue donc le risque de caillot sanguin, soit le risque de thrombose. Cette découverte a des
implications majeures pour des applications pharmaceutiques. Des nouvelles études cliniques
ont aussi révélé que les flavanols du cacao augmentent le débit sanguin dans certaines zones
clés du cerveau, ce qui constitue une piste potentielle pour le traitement d'affections
vasculaires des personnes agées, notamment la démence vasculaire et I'accident vasculaire
cerébral.

Toutes ces découvertes doivent nous interpeller quant a la nécessité de situer les parts

des polyphénols naturels ainsi que celle des non naturels issus de modifications.

Le vin est un aliment exceptionnel en ce sens qu’il peut contenir des quantités
importantes de polyphénols. L’acutissimine A isolée en petite quantité dans le vin rouge est
un excellent inhibiteur de I’ADN topoisomérase II avec une ICioo de 0,2 puM[92].
L’acutissimine A est ainsi 250 fois plus active que tous les anticancéreux utilisés en clinique

(étoposide).
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La fermentation du vin et spécialement la fermentation malolactique, en plus d’étre
cruciale pour ses propriétés organoleptiques comme la coloration, 1’astringence et
I’amertume, joue un réle de pourvoyeur de composés antioxydants que sont les polyphénols.
De récentes études effectuées indiquent une capacité anti-oxydante qui augment avec le
vieillissement des vins[151].

Le thé fermenté

Avec une composition du thé issu de la fermentation qui suit : flavan-3-ol (10-12%),
théaflavine (3-6%), théarubigine (12-18%), flavonol (6-8%), acides phénols et depsides (10-
12%), amino acides (13-15%), il a été montré que ces polyphénols du thé noir ont une activité
antioxydante[93].

Thé vert

Il a éte montré que les polyphénols naturels du thé vert aussi bien que leurs
homologues non naturels inhibent a proportion égale 1’activité des protéasomes[152].

Des effets inhibiteurs exerces contre les allergies de type IV induit par 1’0xazolone
chez la souris sont étudiés. Les épimeres de type 2S, 3R en C-2 des flavan-3-ols du thé
produits pendant 1’infusion ne présentent pas selon les auteurs de différence d’activité
significative par rapport a leurs correspondants naturels de type 2R, 3R. Ces résultats
montrent que les composés produits pendant 1’infusion pourraient étres non avantageux pour
’activité antiallergique sur les allergenes de type IV[153].

Les quatre épimeres non naturels issus d’une réaction d’épimérisation du thé a savoir:
la (-)-gallocatéchine gallate (GCG), la (-)-catéchine gallate (CG), la (-)-gallocatéchine (GC) et
la (-)-catéchine ont fait 1’objet d’étude de I’activité antioxydante et de leur biodisponibilite.
Cette activité a été menée sur trois systemes in vitro a savoir 1’oxydation du LDL humain, le
pouvoir de réduction antioxydante ferrique (FRAP), et I’anti-2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle
(DPPH) des essais sur les radicaux libres. Tous ces tests montrent que les épiméres non
naturels ont la méme voire une moindre activité que leurs précurseurs. Une prise orale et en
intra veineuse des épimeres concernés, augmente la capacité antioxydante totale du plasma.
La biodisponibilité des différents épimeres est tres faible (0.08-0.31).

En conclusion de ces travaux, ’ensemble des observations faites montrent que les

épimeres issus des composés naturels n’ont pas d’activité antioxydante significative[154].
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Les différentes approches qui émergent de I’ensemble des travaux font état des
activités biologiques des polyphénols en général et en particulier de ceux de nos aliments
comme le chocolat, le thé et le vin. Il ressort que différentes modifications possibles de
structures liées aux différentes techniques de préparations de nos aliments ont eu lieu.

Une nouvelle approche ne serait-elle pas envisageable, par la nécessité de mieux
connaitre les structures polyphénoliques pour permettre des études épidémiologiques
beaucoup plus fines dans la relation aliments et santé.

En effet la quasi-totalité des travaux effectués en la matiére, attribuent les propriétés
biologiques aux seuls polyphénols naturels et ce aprés des dosages discutables en la matiere.
Est-il donc pertinent de mesurer avec précision les quantités de polyphénols naturels dans nos
aliments afin d’évaluer leur propriétés sur la santé?

Ou, ne faut-il pas prendre en compte les composés de la série non naturelle afin
d’évaluer leur contribution & la santé du consommateur ?

Au stade actuel, des connaissances, une question se pose a tous les spécialistes de
I’industrie alimentaire, chimistes et en nutrition et sante, a savoir premié¢rement qu’advient-il
des composés chiraux que regorgent nos aliments apres les différents traitements cités et voir
I’épimérisation possible in vivo lors du transit intestinal par ces mémes composés; mais aussi
le bénéfice santé pour le consommateur.

Des études épidémiologiques «alimentation/santé» s’averent nécessaires pour une plus
grande compréhension. Il a par exemple été montré 1’existence d’un effet opposé entre la (+)-
catéchine et la (-)-catéchine sur I’activité de la glycogéne synthétase[150]. C’est a ces
questions que nous essayerons d’apporter quelques €léments de réponses dans nos différentes
démarches, a savoir I’épimérisation des monomeres et du dimére B2 pour isoler les composés
non naturels qui en reésultent afin d’investiguer leurs éventuelles activités biologiques sur les
mécanismes de 1’oxydation et de la prolifération cellulaire.

Enfin une étude du chocolat commercial pour connaitre la présence ou non de ses

différents composés qu’ils soient naturels ou non.
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1.1 Introduction

Pour répondre a la question visant a situer la part des modifications chimiques des
polyphénols suite aux procédés de préparations des aliments, dans le bénéfice santé du

consommateur, nous allons procéder en quatre étapes :

-1) Isoler a I’état pur (suivant une méthode brevetée[155]) un certain nombre de

polyphénols de cacao pour éventuellement servir de référence.

-2) Traiter en milieu alcalin les monomeéres isolés du cacao et en isoler les produits de

transformation.

-3) Traiter en milieu alcalin, dans des conditions analogues a la fabrication du

chocolat, le dimére B2 issu du cacao ou encore extrait de pépins de raisin.

-4) Extraire les polyphénols du chocolat noir commercial pour évaluer leur évolution a

partir du cacao lors de la fabrication du chocolat.

Pour conclure, des investigations biologiques seront menées a partir des molécules
naturelles isolées et de leurs produits de transformation pour évaluer leurs effets sur les
récepteurs membranaires aux androgenes et sur des lignées cancéreuses et apprécier leurs

activités antioxydantes, avec les molécules naturelles et non naturelles isolées.
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1.2  Extraction des polyphénols du cacao et
de pépins de raisins

L’extrait polyphénol total (EPT) obtenu a partir des feves de cacao représente de 5 a 8
% du poids des féves fraiches. Il est obtenu par macération pendant 24 heures dans un
mélange eau-alcool (24/76) des féves de cacao broyées apres avoir été privées de leur coque
et de leur pulpe mucilagineuse. La solution obtenue est concentrée a sec et lyophilisée. Pour
enrichir cet extrait en polyphénols, le concentré préalablement obtenu est rédissout a chaud
dans de I’eau distillée puis lavé par de I’hexane pour en extraire les lipides et enfin lavé par du
chloroforme ou du chlorure de méthylene pour en extraire les méthylxanthines. Les
polyphénols sont alors extraits par de ’acétate d’éthyle. La phase organique obtenue est

concentréee a sec puis lyophilisée pour éliminer toute trace d’eau.
Séparation par Chromatographie de Partage Centrifuge (CPC)

Parmi les différentes méthodes permettant d’isoler les polyphénols des féves de cacao,
la Chromatographie de Partage Centrifuge (CPC)[156] nous parait la plus adaptée pour une
premiére phase de préparation. La technique est basée sur le partage du soluté entre deux
phases non miscibles, préparées en mélangeant deux ou plusieurs solvants. Le soluté se
répartit entre une phase stationnaire maintenue par la force centrifuge et une phase mobile

pompée a travers la phase stationnaire.

Parmi les différents systemes de solvants décrits dans la littérature pour I’extraction et
la purification des grandes familles de substances naturelles dont les flavonoides et les
anthocyanes[157], nous avons choisi un systéeme de solvants quaternaire mis au point au
Laboratoire et dont la composition est la suivante: hexane/acétate d’éthyle/ éthanol/ eau dans
les proportions suivantes : 1-8-2-7; (v/v, conditions I) et 4-5-3-3;(v/v, conditions II) [158].

Le regroupement des fractions issues de la CPC se fait a partir des profils d’analyse
obtenus par Chromatographie sur Couche Mince (CCM) sur toutes les fractions obtenues. La
Figure 17 présente I’ensemble des profils CCM obtenus a partir d’un extrait EPT de feves de

cacao. Les fractions sont regroupées par blocs comme indiqué sur la figure 17. Les blocs
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numérotés de V a XII correspondent aux anthocyanes, ils ne font pas fait I’objet de la présente
étude. Les blocs | & IV ont été retenus pour une analyse par CLHP. Le bloc | qui ne contient

pas de polyphénol est écarté.
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Figure 17 : le profil CCM de la CPC a partir de 4g d’un extrait EPT de féves de cacao dans les conditions
Hex/AcOEt/EtOH/H20 en proportion 1-8-2-7. 90 fractions de 6 ml ont été collectées et regroupées par blocs

Le bloc Il représente 5,9 % du poids de départ. 1l contient majoritairement de la (-)-
épicatéchine. Les blocs I11 et IV représentent respectivement: 1,2 et 1,5 % du poids de départ
et contiennent majoritairement des oligoméres qui nécessitent une purification par CLHP
préparative. Le bloc Il est soumis a une nouvelle purification par CPC avec le systéme de
solvant précédemment décrit (condition Il). Aprés analyse par CLHP, les nouveaux blocs

VIIb et XIIb sont récupérés pour une ultime purification par CLHP préparative.

Les purifications par CLHP sont réalisées sur colonne C18 avec un gradient méthanol-
eau variant de 15 % a 100 % (MeOH) sur une durée de 120 mn. L’ensemble de ces opérations

est schématisé dans la Figure 18.
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49 EPT
1°® CPC systéme solvants condition |

Blocs 11 Bloc IV
2°M¢ CPC systéme solvants condition Il CLHP préparative.sur C18
Bloc VlIb... Bloc XllIb...
CLHP préparative CLHP préparative
sur C18 sur. C18
\ \ 4 \ 4
Cl Cc2 C4 C3

Figure 18 : Schéma de purification des composés C1 a C4 a partir de I’extrait total.

Caractérisation des composés isolés

Quatre molécules majoritaires ont été isolées a I’état pur a partir de ’extrait EPT
suivant le protocole présenté dans la figure 18. Leur caractérisation a été effectuée par les
méthodes classiques : spectrometrie UV Visible, polarimétrie, spectrométrie de masse et

résonance magnétique nucléaire.

Le spectre de masse (FAB) du produit C1 présente un pic moléculaire a m/z = 291,1
en mode positif [M+H], correspondant a la formule C;sH1406. Le spectre UV présente un
maximum d’absorbance a 279,3nm. Les spectres RMN enregistrés *H et *3C (1D et 2D)
présentent les caractéristiques de la (+)-Catéchine (Tableau 3) [159]. Le pouvoir rotatoire
mesuré dans 1’acétone donne un [o]p?® de + 11 proche de celui de la (+)-Catéchine ([o]p® =
+ 16). Cette différence peut s’expliquer par la coloration de la solution méme apres addition
de noir animal. Les Rf respectifs observés en CCM pour C1 et la (+)-Catéchine sont
identiques de méme que les temps de rétention mesurés en CLHP phase inverse sur colonne

C18. Les données spectrales RMN *3C obtenues pour C1 et représentées pour comparaison
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avec celles de la (+)-catéchine dans le Tableau 3 montrent I’identité des produits dont la
structure est présentée dans la Figure 19.

N° de carbone | C1 (+)-catéchine]
C2 82 81,3
C3 67 67
C4 27 24,4
C4a 101 99,3
C5 156 156,4
C6 94 94,8
C7 158 155,8
C8 95 94,1
C8a 155 155,6
Ccr 131 130,9
c? 114 113,9
Cc3® 145 144,3
c® 145 144,3
C5 115 114,4
Ce’ 118 118,7

Tableau 3 : Déplacements chimiques ™C comparés du composé C1 (méthanol-d,) et de la (+)-Catéchine
(acétone-d¢/D,0)

Figure 19 : Structure du composé C1 (la (+)-catéchine)

Le spectre de masse (FAB) du produit C2 présente un pic moléculaire a m/z = 291 en
mode positif [M+H], correspondant a la formule Ci5H1406. Le spectre UV présente un
maximum d’absorbance a 279,3 nm. Les spectres RMN *H et **C (1D et 2D) enregistrés en
solution dans le méthanol-d, présentent les caractéristiques de la (-)-épicatéchine[159]. Le
pouvoir rotatoire mesuré dans 1’acétone donne un [o]p?® de - 47,2 proche de celui de la (-)-
épicatéchine ([a]o®® = -52). Les RF respectifs observés en CCM pour C2 et la (-)-
épicatéchine sont identiques de méme que les temps de rétention respectifs mesurés en CLHP
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phase inverse C18. Le spectre RMN 1D de C2 est identique a celui connu de la (-)-
épicatéchine dont la structure est présentee Figure 20.

Figure 20 : Structure du composé C2 (la (-)-épicatéchine)

Le composé C3 est isolé par CLHP C18 préparative & partir du bloc 1V de la 1°® CPC.
L’analyse par CCM de C3 permet d’observer aprés révélation par 1’anisaldéhyde un spot
orangé-brun caractéristique des tanins catechiques. Le Rf est inférieur a celui des monomeéres
et superposable a ceux des diméres de références. Le spectre de masse (FAB) de C3 présente
un pic moléculaire & m/z = 577 en mode négatif [M-H], correspondant a la formule brute
C30H26012. Le spectre UV présente un maximum d’absorbance a 279,3 nm. Les spectres
RMN *H et °C (1D et 2D) enregistrés en solution dans le méthanol-d4 donne des raies
fortement élargies mais présentent les caractéristiques de la procyanidine B2 [65, 159]. Le
pouvoir rotatoire mesuré dans ’acétone donne un [o]p? de + 34. La figure de la procyanidine

B2 et présentée a la Figure 21.

°" C3 Dimére B2
Figure 21 : Structure du composé C3 (dimére B2)

L’analyse par CCM de C4 montre apres révélation par I’anisaldéhyde un spot orange-

brun caractéristique des tanins catéchiques. Le Rf est inférieur a celui des monomeres et
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superposable a ceux des dimeres de références. Le spectre de masse (FAB) du produit C4
présente un pic moléculaire a m/z = 579,1 en mode positif [M+H], correspondant a la formule
brute C3oH26012. Le spectre UV présente un maximum d’absorbance a 279,3 nm. Les spectres
RMN 'H et °C (1D et 2D) enregistrés dans le méthanol-d4 présentent les caractéristiques de

la procyanidine B5 [160] comme on peut le voir par comparaison dans le Tableau 4.

N° de carbone C4 procyanidine B5
C2 77,80 78,0
C3 72,5 73,4
C4 38,4

C4a 99,5 101,4
C5 159,0 158,7
C6 96,9 96,9
C7 160,0 160,3
C8 97,5 97,5
C8a 160,0 160,2
Ccr 133,5 133,1
c? 116,5 116,0
Cc3® 146,0 146,7
c® 146,0 146,4
Ccs 116,5 116,7
Ce’ 120,0 120,0
C2 80,0 80,5
C3 67,9 68,2
C4 30,4

C4a 101,0 101,4
C5 157,0 157,0
C6 109,0 108,9
C7 155,5 156,6
C8 97,5 97,4
C8a 155,5 156,2
Ccr 133,5 133,1
Cc2 116,5 116,1
C3 146,0 146,7
c4 146,0 146,5
C5 116,5 116,7
Cce’ 120,0 120,2

Tableau 4 : Comparaison des spectres RMN **C du composé C4 et du procyanidine B5 Le spectre **C du
composé C4 a été enregistré @ 100 MHz en solution dans CD3;OD. Les données de la procyanidine B5

proviennent de la référence de Cheng-Ben et al [160]

La structure du dimere de la procyanidine B5 est présentée dans la Figure 22.

42



Deuxiéme partie : Travaux personnels

Figure 22: Structure du composé C4 (dimére B5)

Les quatre composés provenant de I’extrait EPT des féves fraiches de Theobroma
cacao ont eté obtenus avec des quantités tres variables. Le bloc Il qui représente 240mg
d’extrait a partir des 4g initial d’extrait EPT contient majoritairement de la (-)-épicatéchine, et
en quantité nettement plus faible de la (+)-catéchine et du procyanidine B5 (6mg représentant
0,15% de I’extrait EPT). A partir des 60mg du bloc 1V (soit 0,015% des 6g de I’extrait EPT),
on a extrait 18mg de procyanidine B2. Pour disposer des quantités suffisantes de ces quatre
produits, surtout les minoritaires, les opérations de purifications ont été répétées plusieurs
fois. Ces quatre composés ont été préparés pour faire 1’objet d’études biologiques spécifiques

sur les récepteurs membranaires aux androgénes impliqués dans le cancer de la prostate.

Pour augmenter les quantités disponibles de procyanidine B2 dont nous aurons besoin
pour I’étude des réarrangements chimiques, nous avons procédé a une extraction de ce produit

a partir de I’extrait de pépins de raisins.

Pour cette opération d’extraction, nous avons utilis¢ le protocole mis au point par C.
Castagnino[161]. 50g d’extrait sec ont été soumis a séparation, en une seule opération, sur une

CPC 5 litres utilisant le systeme de solvants quaternaire Hex/AcOEt/EtOH/H,0 en proportion
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1-8-2-7. Le profil d’élution CCM est présenté (Figure 23). Seuls les blocs VII et VIII
(rendements respectifs : 8,9 % et 3 %) contenant le dimere B2 (C3) ont retenu notre attention.
Le bloc VIII contient deux composés dont le majoritaire est le dimere B2.

VIl VI

o
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Figure 23 : Profil CCM de la CPC 5L a partir de I’extrait de raisin, Hex/ACOEt/EtOH/H20 : 1-8-2-7.

Cette opération nous a permis de purifier 500 mg de procyanidine B2 qui serviront a

1’étude du réarrangement de la procyanidine B2 en milieu alcalin.

1.3 Réactivité des polyphénols C1, C2 et C3
en milieu alcalin

Les composés polyphénoliques C1 et C2 sont connus pour s’épimériser en milieu
alcalin. La (+)-catéchine (C1) s’équilibre avec la (+)-épicatéchine (C6) [162, 163] dans les
proportions (3-1) et la (-)-épicatéchine (C2) s’équilibre avec la (-)-catéchine (C5) [164, 165]
dans les proportions de (1-3). Cette épimérisation implique le carbone C2 qui intervient dans
un intermédiaire de type méthyléne quinone. Le carbone 3 n’est en aucun cas impliqué dans

ce mécanisme d’isomérisation (Schéma 1) et sa stéréochimie n’est en aucun cas affectée.
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B-1

Y

1-3)

Y

(-)-épicatéchine (-)-catéchine
c2 G5

Schéma 1 : Isomérisation des catéchines en épicatéchines

Le Schéma 2 illustre le mécanisme d’isomérisation de la (+)-catéchine en (+)-
épicatéchine. Il fait intervenir un premier intermédiaire phénolique radicalaire et anionique
4[166, 167], qui conduit a ouverture du cycle C et a la formation d’une méthyléne quinone
intermédiaire. Celle-ci conduit par recyclisation au produit de départ mais aussi a son isomere
suivant que ’attaque de la double liaison se fait par la face supéricure ou la face inférieure.
L’¢équilibre de cette réaction se fait en faveur du composé le plus stable. Dans le cas présent
c’est la (+)-catéchine qui est le plus stable. Quand on compare les équilibres (-)-épicatéchine
<> (-)-catéchine et (+)-catéchine < (+)-épicatéchine on constate que ce sont les catéchines
qui sont les dérivés les plus stable et les épicatéchines les moins stables. Ceci est
vraisablement lié a la stéréochimie et a I’encombrement stérique au niveau des carbones 2 et 3
ou les substituants se trouvent en position équatoriale.

Dans les conditions limites (pH basique a chaud et en présence trace d’oxygéne) la
réaction d’épimérisation peut conduire de fagon irréversible a 1’acide catéchinique 5 par
formation d’une liaison covalente entre le carbone 6 ou le carbone 8 et le carbone C2 [165,
168].
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Sous argon

(+)-épicatéchine: méthyléne quinone Acide catéchinique

Schéma 2 : Mécanisme d’épimérisation (+)-catéchine <> (+)-épicatéchine par I’intermédiaire d’une méthyléne

quinone

L’extrait brut de cacao ne fournit que de la (+)-catéchine C1 et de la (-)-épicatéchine
C2. Pour disposer en guantité suffisante des isomeres C5 et C6 sur le carbone 2 nous avons
procéde a la mise au point des conditions expérimentales necessaire a la production de ces
isomeres a partir des produits naturels accessibles C1 et C2. Il faut travailler en absence totale
d’oxygene sous atmosphére d’argon, contrdler la quantité de réactif (PO4Na3) et le temps de
réaction. L’évolution de ces milieux réactionnels a été suivie par CLHP analytique sur

colonne C18.

Ainsi la (-)-épicatéchine C2 s’isomérise en 30 heures a température ambiante et sous
atmosphére d’argon dans une solution de 60 mM de phosphate trisodique a pH 11,9. Dans ces
conditions nous n’avons pu récupérer que 65% de brut réactionnel contenant le produit de
départ et son isomere. La (+)-catéchine C1 s’isomérise en 30 heures a température ambiante
et sous atmosphere d’argon, mais avec une solution moins concentrée (30mM) de phosphate
trisodique a pH 11,7. Dans ces conditions on récupére 97% de brut réactionnel contenant le
produit de départ et son isomere.

Les produits de la réaction d’isomérisation sont purifiés par chromatographie
préparative sur colonne C18 avec le mélange isocratique méthanol-eau dans la proportion 15-
85. La Figure 24 présente le diagramme d’élution correspondant a la séparation de la (+)-
catéchine C1 et de son isomere C6. Un diagramme identique est observé pour la séparation de

la (-)-épicatéchine C2 en (-)-catéchine C5.
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Figure 24 : Chromatogramme CLHP du mélange brut réactionnel. Condition : isocratique H,O/MeOH 85/15 en
60 min. détection a 280 nm.

Ces réactions d’épimérisation des composés polyphénoliques C1 et C2 sont
représentatives des réactions les plus simples qui peuvent se produire au cours de la
fabrication du chocolat.

La (-)-épicatéchine C2 éetant abondante dans notre extrait EPT on doit s’attendre a voir
apparaitre de la (-)-catéchine C5 lors de la fabrication du chocolat. Il en est de méme pour la
(+)-catechine C1 qui doit donner de la (+)-épicatéchine C6 dans les mémes conditions de la
fabrication du chocolat.

Les deux énantiomeres C5 et C6 obtenus en quantité suffisante au cours de cette
préparation seront utilisés pour la réalisation de tests biologiques, la mesure de I’activité

antioxydante et I’influence de ces produits sur la prolifération des cellules cancéreuses...

Traitement de C3 en milieu alcalin et purification des produits de réaction

On peut s’attendre pour la réaction d’isomérisation du dimere B2 (C3) en milieu alcalin
a une plus grande complexité en raison du doublement du nombre de centres asymétriques et

de ’encombrement stérique li¢ a la structure tridimensionnelle du dimere.

L’¢étude de I’épimérisation du dimére B2 en milieu alcalin s’est effectuée en solution de
phosphate trisodique, sous atmosphére d’argon et a température ambiante. La mise au point

des conditions de I’expérience a été effectuée a partir de petites quantités de produits en
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variant la quantité de phosphate trisodique et le temps de réaction. L’évolution de la réaction
au cours du temps étant suivie par CLHP analytique sur colonne C18 comme précédemment.

Le diagramme d’élution CLHP de la Figure 25, correspond a 1’analyse du brut
réactionnel obtenu a partir de 200mg de procyanidine B2 mis a réagir dans 400ml d’une
solution de phosphate trisodique 7,6 mM a pH 11,1. Pendant le temps de la réaction (150
minutes [169, 170]) on voit apparaitre dans les diagrammes d’¢lution CLHP de nouveaux pics
précédant ou suivant le produit de départ. Le diagramme de la Figure 25 correspond a la fin
de la réaction. Le pic le plus important correspond au dimére B2. Le deuxiéme pic en intensité
est identifié a la (-)-épicatéchine C2 par coinjection en CLHP avec le produit de référence. Le
pic correspondant a la (-)-catéchine C5 est identifié de la méme fagon par co-injection du
produit de référence. Un 4°™ pic élué dans Pordre, aprés la (-)-catéchine C5 le dimére B2 et
la (-)-épicatéchine C2 correspond suivant la spectrometrie de masse a un dimere (C7) de
masse identique a celle du produit de départ mais avec un temps d’élution beaucoup plus
long. Cing autres composés correspondants a des pics de plus faibles intensités n’ont pu étre

analyses [94, 169-174].

Auto-Scaled Chromatogram
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Figure 25 : Chromatogramme du brut réactionnel du composé C3 dimére (B2) en milieu alcalin.

La (-)-épicatéchine C2 est le constituant de base du dimere. Sa présence dans le milieu
réactionnel est donc tres attendue. Par contre, la faible quantité isolée de (-)-catéchine C5 doit
étre reliee au temps de réaction tres court qui ne permet pas 1’épimérisation complete de la (-)-
épicatéchine C2 en (-)-catéchine C5 dans les proportions décrites précédemment (Schéma 1)
[175]. Le Schéma 3 présente de maniére synthétique les différents produits obtenus dans la

purification des produits dérivés du dimere C3.
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+ NazPoy m/z = 577

Produit de départ Dimére C7

Autres composés

(-)-épicatéchine C2 (-)-catéchine C5

Schéma 3 Différents réarrangements réactionnels du dimere B2 C3 en milieu alcalin

Etudes spectroscopiques du composé C7 par spectrométrie de masse et
de RMN

Etude de C7 par spectrométrie de masse

Le spectre de masse (FAB) présenté dans la Figure 26 donne un pic moléculaire a m/z
= 577 en négatif [M-H], correspondant a la formule brute CzoHz6012. 11 s’agit donc toujours

d’un dimeére.
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Figure 26 Spectre de masse du composé C7 en mode négatif.

Le spectre de masse enregistré en mode MS/MS (Figure 27) permet d’observer
différents fragments a m/z 245,15, 289,12, 331,10, 407,21, 425,10, 449,10 451, 00, 467,08,
559,09 et 577,05. Ce dernier correspond au pic moléculaire en mode négatif [M-H].

Deux pics intenses a m/z = 451,00 et a m/z = 467,09 sont caractéristiques de la perte
d’une unité phloroglucinol de masse 125 (CsHsO3e) et de la perte d’une unité catéchol de
masse 109 (CsHsO-e). Il nous faudra donc retrouver ces deux unités dans la structure du

dimeére.
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CaoH26012 — CsHs0%3 = CoyH210% CaoH26012 — CgH50%, = CqH210"10

ion 18 : m/z = 451,00 ion 19 : m/z = 467,09
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Figure 27 : Spectre de masse du composé C7, fragmenté MS/MS. Coupure de I’unité phloroglucinol— ion I8

puis du catéchol— ion 19.

Etude du dimére C7 par spectrométrie de RMN

Les spectres de RMN du composé C7 en solution dans le méthanol deutérié (CD30D) ont été
enregistrés en mode homonucléaire 1D et 2D. Les spectres COSY et HMBC sont présentés

dans les (Figure 28 et Figure 31).
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Figure 28: spectre COSY de C7 enregistré a 400 MHz en solution dans CD3;OD. Quatre systémes de spin de 3 et

4 protons sont observés et numérotés de 1 a IV.

Les spectres protons 1D et 2D COSY permettent d’identifier quatre systemes de spin
de 3 et 4 protons numérotés dans la figure 28 de | a IV. Le systeme de spin | bien identifié par
ses deux protons géminaux 4a et 4b a 2,70 et 2,87 ppm permet de caractériser 1’unité
inférieure du polyphénol. Les protons H3 et H2 du cycle pyranne F de ’unité inférieure sont
rapidement repérés dans le spectre COSY a 4,10 ppm et 4,67 ppm et caractérisés par la
position de leurs carbones a 68 ppm et 79 ppm dans le spectre HMBC (figure 29). Les
couplages longue distance entre le proton H2 du systéme de spin | et les 3 protons
aromatiques du systéeme de spin 111 (figure 28) permettent de caractériser 1’enchainement du
noyau catéchol E et du cycle pyranne F. Les couplages hétéronucléaire entre le proton H2 et
les 3 carbones 1, 2 et 6 du cycle F confortent cette attribution. Le spectre HMBC montre
également des couplages longue distance %Jcy et *Jcy entre les protons géminaux H4a et H4b
avec les carbones 3 et 2 du méme cycle pyranne F mais aussi 3 autres couplages avec 2
carbones quaternaires aromatiques hydroxylés entre 155 ppm et 160 ppm et avec un carbone
aromatique & 99,9 ppm. Ce dernier correspond au carbone 4a (“Jcn) et les 2 précédents aux

carbones 5 et 8a (3Jc) (Figure 29).
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Figure 29 : couplages longue distance H-C observés sur 1’unité inférieure

Le proton aromatique & 5,98 ppm présente 2 couplages longue distance *Jcy avec deux
carbones quaternaires aromatiques dont le carbone 4a a 99,9 ppm déja remarquée pour son
couplage avec les protons H4a et H4b du cycle F. Le second carbone aromatique correspond
au carbone 8 du cycle D impliqué dans la liaison interflavanique (LIF). L’attribution de la
résonance a 5,98 ppm au proton H6 du cycle D découle de la présence d’un faible couplage
longue distance entre le proton H2 du cycle F et le carbone 8a du cycle D qui permet de
caractériser une liaison interflavanique de type 4-8 [176]. Le proton H4 du cycle C de I'unité
supérieure a 5,62 ppm est couplé avec les carbones 7, 8 et 8a du cycle D a 156,9 ppm, 104,9
ppm et 154,4 ppm pour lesquels des corrélations ont déja été observées a partir du proton H6
du cycle D et H4a/H4b du cycle F. Un couplage longue distance est observé dans le spectre
COSY entre le proton H6 du cycle D a 5,98 ppm et le proton H4 du cycle C de 'unité

supérieure a 5,62 ppm.

Les systemes de spin Il et IV du spectre 2D COSY de la figure 28 correspondent aux 3
protons du cycle pyranne C de 1’unité supérieure et aux 3 protons de 1'unité catéchol du cycle
B. Le proton H2 du cycle pyranne a 4,15 ppm est identifié par ses couplages avec les protons
H2 et H6 du cycle catéchol a 6,58 ppm et 6,42 ppm. Le carbone correspondant au proton H2
résonne a 45,3 ppm, ce qui ne correspond pas a la proximité d’'un oxygeéne comme dans le
produit de départ. Le proton H3 est identifié a 4,25 ppm et présente une constante de couplage
de 2,2 Hz avec le proton H2. Le proton H4 du cycle C déja identifié a 5,62 ppm, présente une
constante de couplage de 1,2 Hz avec le proton H3. Le carbone correspondant au proton H4

est observé a 69,9 ppm ce qui traduit la proximité du carbone 4 du cycle C avec un oxygene.
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OH

Figure 30 : Couplages longue distance 2JCH et 3JCH observés a partir des protons H2, H3 du cycle C et H6, H8
du cycle A dans le spectre HMBC de la figure 30

Les deux protons du cycle A présentent une seule résonance de deux protons a 5,93
ppm mais avec 2 carbones inéquivalents a 95,1 ppm et a 96,4 ppm comme on peut le voir sur
le spectre HMBC de la Figure 31. Trois couplages longue distance Jcy sont observés entre
les deux protons aromatiques H6 et H8 et les carbones aromatiques 8, 6 et 4a du méme cycle a
104,9 ppm, 97,7 ppm et 99,9 ppm. Trois autres couplages sont observés entre ces protons et
les trois autres carbones 5, 7 et 8a du cycle A situés a 157-159 ppm. Le carbone 4a du cycle A
se retrouve fortement couplé aux protons 2 et 3 du cycle C mais plus au proton 4 comme dans
le produit de départ. Par contre un couplage longue distance est observé dans le spectre COSY
(figure 28) entre les protons 6/8 du cycle A et le proton 2 du cycle C, ce qui avec les résultats
précédents indique que le cycle A est maintenant porté par le carbone 2 comme le cycle
catéchol B (Figure 31). Compte tenu de I’intensité de corrélations du proton 4 avec les
carbones D8a et D7, il n’est pas possible d’observer un quelconque couplage entre le proton

H4 et un carbone quaternaire hydroxylé provenant du cycle A.
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Figure 31: spectre HMBC de C7 enregistré & 400 MHz 'H et 100 MHz **C en solution dans CD;0D
Les pics résiduels sont cochés X. Les lettres A, B... E et F correspondent aux cycles du polyphénol et les
chiffres aux numéros des atomes.
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Les constantes de couplages mesurées a partir du proton 3 du cycle C donnent une
constante de 2,2 Hz avec le proton H2 et une constante de 1,1 Hz avec le proton H4.
Ces premiers résultats suggérent une structure pour le composé C7 différente de celle

obtenue par BURGER et al. lors du traitement du procyanidine B2 en milieu alcalin[169].

Hypotheses et mécanismes de rearrangements des dimeres

polyphénoliques en milieu alcalin.

L’¢élucidation de la structure du composé C7 a partir des données spectrales obtenues,
nécessite d’envisager les différents mécanismes d’épimérisation et de réarrangement
susceptibles d’intervenir dans la transformation de la procyanidine B2 en C7 en milieu
alcalin. Tous les mécanismes partent de I’ouverture du cycle pyranne avec formation d’une
méthyléne quinone intermédiaire (Figure 32), susceptible de réagir avec les groupes
hydroxyles proches fortement nucléophiles.

Figure 32 : Réactions de cyclisation a partir de la méthyléne quinone intermédiaire conduisant aux composés | et
Il par attaque des groupes hydroxyles C8a-OH (i) et C5-OH (ii) (R= H ou polyphénols)

Si le groupe R est un hydrogéne, I’attaque de la double liaison de la méthyléne
quinone par les groupes hydroxyles en 8a ou en 5 conduira au méme dérivé ou au méme

meélange d’épimeres en C2 selon que I’attaque - stéréospécifique ou non - se fera par 1’'une ou
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I’autre face de la double liaison en raison de I’encombrement stérique. Si R est un groupe
flavanol, ’attaque de la double liaison de la méthylene quinone par les hydroxyles en 5 et en
8a conduira a des composés différents avec formation d’une liaison interflavanique de type 4-
6 ou 4-8 par simple rotation autour de la liaison 4a-4 avant I’attaque de la double liaison par

’un des deux groupes hydroxyles fortement nucléophiles (Figure 32).

Si l'on considere maintenant 1’unité supérieure d’un dimere polyphénolique, la
position 4 du cycle C est maintenant substituée par un groupe flavanol (Figure 33). L’ attaque
de la double liaison de la méthyléne quinone de I’unité supérieure pourra se faire comme
précédemment par 1’un des hydroxyle en 8a ou en 5 du cycle A mais aussi par un hydroxyle
provenant du cycle phloroglucinol de I’unité inférieure. Dans ce dernier cas on pourra obtenir
des dérivés de type phlobatannin ou le cycle aromatique D se retrouve accolé a deux cycles
pyrannes. Différents arrangements des trois cycles sont possibles selon la structure de 1’unité
inférieure (LIF 4-8 ou LIF 4-6).

o @( "
O e
F

OH

.,,l',

OH
l:LIF 4-8

IV :LIF4-8

Figure 33 : Réactions de cyclisation a partir de la méthyléne quinone intermédiaire conduisant aux composes |11
et IV par attaque des groupes hydroxyles 70H du cycle D (i) et 50H du cycle A (ii). Le composé 11 est de type

phlobatannin
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L’attaque de la double liaison de la méthylene quinone intermédiaire peut également
s’effectuer a partir de I'un des carbones 4a, 6 ou 8 du cycle A également nucléophiles.
L’attaque par 1’un des carbone 6 ou 8 conduirait a un dérivé de type acide catéchinique
comme cela a déja été présenté dans le Schéma 1 de la premiére partie de cet exposé.
L’attaque de la double liaison de la méthylene quinone par le carbone 4a du cycle A (réaction
de Michael) va conduire a la formation intermédiaire d’un cycle de type cyclobutane (Figure
34) qui va rapidement se rompre avec I’assistance de I’un des cycles polyphénoliques voisins
pour conduire a une nouvelle méthyléne quinone avec migration du cycle phloroglucinol du

carbone 4 au carbone 2.

rupture de la liaison 4-4a

Figure 34 : Réarrangement avec migration du cycle A du carbone 4 au carbone 2. Le carbone 4a du cycle A
attaque le carbone 2 de la méthyleéne quinone, ce qui conduit a un cyclobutane instable et a la migration du cycle
A sur le carbone 2.

Une réaction identique peut impliquer non plus le carbone 4a du cycle A mais le
carbone 8 du cycle D de I'unité inférieure. Dans ce cas elle conduit non plus a la migration du
cycle A du carbone 4 au carbone 2 mais a celle du groupe flavanol (Figure 35) avec formation
d’une structure de type phlobatannin comme décrit plus haut dans la figure 33 mais

interversion des cycles A et B. Une structure de ce type a été décrite par Burger et al [169].
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Figure 35: Réarrangement avec migration du cycle flavanol du carbone 4 au carbone 2 et formation d’un
nouveau cycle pyranne. C’est le carbone 8 du cycle D qui attaque le carbone 2 de la méthyléne quinone et donne

lieu au réarrangement par I’intermédiaire d’un cyclobutane comme précédemment décrit dans la figure 34.

Une ou plusieurs combinaisons des réactions d’épimérisation avec celle de
réarrangements peut conduire a de multiples produits ou la stéreochimie en C2 et C4 dépendra
de différents facteurs dont I’encombrement stérique. Apres la formation d’une méthyléne
quinone intermédiaire, 1’attaque de la double liaison peut s’effectuer par 'une ou I’autre de
deux faces conduisant éventuellement a des mélanges d’énantioméres ou a un composé
majoritaire si I’attaque par 1’une des faces est favorisée. Dans le réarrangement d’un dimére
tel que B2, la stéréochimie en 3 ne sera pas affectée mais trés certainement celles des
carbones 2 et 4. La mesure des constantes de couplage J,-3 et Js.4 sera susceptible de fournir

des informations utiles pour résoudre ce probléme.

Il est trés utile dans ’analyse structurale des diméres de pouvoir déterminer le type de
liaison interflavanique (LIF). Ceci peut se faire a partir de 1’observation des couplages longue
distance dans les spectres HMBC. La liaison sera de type 4-8 quand les protons H4 du cycle
et H2 du cycle F sont couplés au méme carbone quaternaire 8a (Figure 36). Dans le cas d’une
liaison interflavanique de type 4-6 le proton en 2 du cycle C ne peut plus voir le carbone

quaternaire 8a (devenu 5 par suite du changement de numerotation) [176].
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Figure 36 : Etablissement de la liaison interflavanique 4-6 ou 4-8 a partir de 1’observation des couplages longue

distance Jcy & partir des protons 4 du cycle C et 2 du cycle F [176]

Proposition de structure de 'Ebaphlobanidol

Les résultats de la spectrométrie de masse indiquent la perte d’un cycle catéchol
mais aussi celle d’un cycle phloroglucinol ce qui pourrait suggérer que ce dernier cycle n’est
relié a la structure du composé C7 que par une seule liaison avec possibilité de rotation du
cycle autour de cette liaison.

Les données RMN privilégient une structure du dimére ayant subi un
réarrangement avec migration du phloroglucinol du carbone 4 sur le carbone 2 du cycle
pyranne C, sans modification de la structure de 'unité inférieure. Les constantes de couplages
Jo3=2,2Hz et J34 = 1,1 Hz mesurés sur le cycle C de I'unité supéricure suggerent selon les
données de la littérature une stéréochimie (2R,3R,4S)-2,3-cis-3,4-trans [177]. L’observation
d’un couplage *Jcy entre le proton H4 du cycle C et le proton H2 du cycle F indique que la
liaison interflavanique (LIF) est de type 4-8.

Des mesures complémentaires seront nécessaires pour affiner la structure du

compose C7.

60



Deuxiéme partie : Travaux personnels

Figure 37 : Structure possible du composé C7

.4  Etude des polyphénols d’un chocolat
commercial

Le but de cette investigation est d’acquérir une meilleure connaissance du contenu
polyphénolique de la féve fraiche de cacao, de son eventuelle modification dans le chocolat
commercial suite aux différents procédés industriels a savoir la fermentation, le séchage, la
torréfaction et 1’alcalinisation.

Notre étude a été réalisée a partir de 300 g de chocolat noir a 86% de cacao (marque
Cote d’or) dissout dans 300 ml d’eau portée a 90 °C. Apres refroidissement la solution est
délipidée par 3 lavages successifs a I’hexane. La quantité de lipide obtenue apres évaporation
de I’hexane représente 117 g, soit 39 % du poids initial du chocolat. La solution aqueuse
délipidée est alors lavée par 10 litres d’acétate d’éthyle pour en extraire les polyphénols.

Cette solution organique aprés évaporation et lyophilisation fournit 43,67 g de poudre. Il, en
reste donc 140 g de produit en solution dans I’eau aprés extraction par 1’acétate d’éthyle (soit
47 % de la masse initiale). Les 43, 67 g de poudre sont a nouveau mises en solution dans 100
ml d’eau portée a 90°C pour en obtenir la dissolution. Apres refroidissement, la solution
aqueuse est lavée par 4 litres de chlorure de méthyléne [178] pour en extraire la cafeine et la
théobromine. La solution aqueuse résiduelle est alors lyophilisée pour fournir un extrait brut
de 1,37 g de polyphénols soit 0,45 % du poids initial du chocolat.
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300 g Chocolat
+ 300 ml Eau & 90°C

l

1) Delipidation Evaporation
3 X700 ml

117 g
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»
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43,79

|

Redissolution dans 100 ml Eau a 90°C
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Phase aqueuse

l

1) Extraction : caféine, théobromine
par chlorure de méthylene

2) Extraction par Acétate éthyle

Phase organique évaporeée lyophilisée

l

1,37 g d’extrait brut polyphénolique

Schéma 4 : Préparation d’un extrait enrichi en polyphénols & partir d’un chocolat noir commercial
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Pour identifier les différents composeés polyphénoliques présents dans I’extrait brut
issu du chocolat noir commercial, nous avons utiliseé deux supports différents en CLHP. Le
premier utilise une colonne C18 en phase inverse et le second utilise une colonne chirale a

base de B-cyclodextrine dans le but de déceler la présence d’éventuels énantiomeres.

Analyse CLHP phase inverse C18

L’extrait brut obtenu précédemment a été analysé en CLHP (Figure 38). La (-)-
épicatéchine C2, la (+)-catéchine C1 et les procyanidines B2 C3 et B5 C4 ont été identifiés
dans ce diagramme par coinjection des produits de références.
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Figure 38 : Chromatogramme CLHP de I’extrait brut de chocolat enrichi en polyphénols.

Analyse CLHP sur phase chirale

L’analyse CLHP du méme extrait brut sur phase chirale (B-cyclodextrine) nous permet
de confirmer la présence de la (-)-épicatéchine C2 mais aussi celle de la (-)-catéchine C5,
bien qu’en plus faible quantité. L’identification des produits a été obtenue par co-injection
avec les quatre molécules de références que sont: la (-)-épicatéchine C2, la (+)-épicatéchine
C6, la (+)-catéchine C1 et la (-)-catéchine (Figure 39).
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Figure 39: Chromatogramme CLHP sur phase chirale de I’extrait polyphénolique de chocolat

Cette investigation nous a permis de mettre en évidence la présence dans le chocolat
noir commercial (86 % de cacao) des composés phénoliques naturels suivants: la (-)-
épicatéchine C2, la (+)-catechine C1 et les procyanidines B2 C3 et B5 C4 tous ces composés
ont été déja isolés des feves de cacao comme nous ’avons vu dans le chapitre précedent. La
présence de (-)-catéchine C5 issue de 1’épimérisation de la (-)-épicatéchine naturelle lors des
procédes de fabrication du chocolat (alcalinisation) est également observée. Il est a noter que
pendant I’alcalinisation, le pH trés alcalin autour de 11 favorise 1’ouverture du cycle C en 2
puis une recyclisation qui peut avoir lieu soit sur la face re, soit sur la face si du méme
carbone C2 conduisant ainsi a la formation soit du produit natif de départ, soit de son épimére
en C2 qui est ici (-)-catéchine.

Nous apportons ainsi une donnée nouvelle quant a la question du devenir des
composés chiraux présents dans le cacao aprés les traitements de I’industrie du chocolat. La
prochaine étape serait de connaitre les potentialités biologiques de cet composé non natif afin
de pouvoir conclure sur I’impact réel des procédés de I’industrie du chocolat sur les bienfaits
«santé» de la consommation du chocolat. Cette étude a été confirmée au cours de notre

rédaction de thése par I’équipe de Gotti et all en Italie [179].
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Dans le but de vérifier la présence du composé C7 dans le chocolat noir commercial,
nous avons utilisé 1’extrait riche en polyphénols issu du chocolat.

Nous avons effectué une CLHP analytique de ’extrait enrichi de polyphénols de
chocolat, puis une coinjection avec le dimere de référence : ’Ebaphlobanidol C7. Cette co-
injection ne nous a pas permis de confirmer 1’absence de ce produit dans le chocolat
commercial.

Il est fort probable que cette absence du composé C7 soit simplement due au fait de la
trés faible présence de composé C3 la procyanidine (B2) dans le chocolat commercial, mais
aussi dans la matiére de base, le cacao. Cette hypothése est d’autant plus vraie quand tient
compte des proportions des produits formés dans la réaction de réarrangement du dimere B2.
Le composeé C7 ne représente que 2,5% du mélange réactionnel brut. Ce pourcentage rapporté
a la faible quantité de B2 dans le chocolat, il est normal que nous ne puissions apercevoir le
dimere réarrangé issu de ce dernier.

En toute connaissance de cause nous disons qu’il doit étre présent a 1’état de trace.

L’objectif de cet essai est d’apporter une meilleure connaissance a la composition
phénolique de 1’extrait des féves fraiches de cacao, nous avons soumis I’Extrait
Polyphénolique Total (EPT) aux mémes conditions que le dimére B2 C3. 30 g de
I’échantillon EPT ont été traité, aprés élimination des methylxanthines puis extraction des
polyphénols totaux par de 1’acétate d’éthyle, nous avons obtenu un extrait enrichi avec un
rendement de 14,6 %.

200 mg de cet extrait de cacao enrichi en polyphénols ont été soumis aux mémes
conditions expérimentales que le dimere B2 (voir partie expérimentale page98).

Aprés une coinjection comme précédemment, nous avons décelé la présence du

dimere C7 : ’Ebaphlobanidol issu du réarrangement de B2 en milieu alcalin.

Toutes ces réactions d’épimérisation et de réarrangement réalisées nous ont permis

d’accéder aux composés non naturels que sont la (+)-épicatéchine C6 issu de 1’épimérisation
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de la (+)-catéchine C1, la (-)-catéchine C5 obtenu soit par I’épimérisation du monomeére natif
la (-)-épicatéchine C2, soit aprés réarrangement en milieu alcalin du dimére B2, et le dimére
C7 (PEbaphlobanidol).

Ces composés ont fait 1’objet d’étude de leurs propriétés biologiques, dans le but d’en
savoir plus sur les conséquences de 1’alcalinisation (opération intervenant au cours de la
fabrication du chocolat) du point de vu bénéfice santé du consommateur.

Nous avons par ailleurs mis en évidence la présence de la (-)-épicatéchine C2, la (+)-
catéchine C1 et des dimeéres B2 C3 et B5 C4 naturels dans le chocolat noir commercial.

Un seul composé non naturel a été mis en évidence dans le chocolat noir commercial,
il s’agit de la (-)-catéchine C5. Nous n’avons pas pu confirmer 1’absence du dimére C7
réarrangé dans le chocolat.

Nous pouvons ainsi dire que les différents traitements de I’industrie du chocolat en
occurrence I’alcalinisation, en plus de leur rdle majeur dans la mise en place d’un brief
marketing dans le souci pour le professionnel de I’agroalimentaire de rendre ses produits les
plus délicieux et savoureux possible ; s’ajoute une recomposition chimique majeur en ce qui
concerne le devenir des composés chiraux face a de tels traitements.

La prochaine question qui se pose est le bénéfice santé pour le consommateur, nous allons

essayer de répondre avec les moyens d’études biologiques qui sont a notre disposition.
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1.5 Activité biologique sur des cellules
Isolées

Les propriétés antioxydante et antiproliférative des molécules isolées du cacao (C1,
C2) et des molécules obtenues par réarrangement chimique (C5, C6 et C7) ont été évaluées a
I’aide du test DPPH mais aussi a partir de tests de viabilité sur quatre lignées de cellulaires :
HT-29 (carcinome humain coloré), 361 (carcinome mammaire humain), Mewo (mélanocyte
humain) et NCTC (kératinocytes de peau).

Le stress oxydant se définit par un déséquilibre entre les oxydants et les
antioxydants en faveur des oxydants conduisant a des dégats structuraux et fonctionnels dans
I’organisme. De hombreux systemes de défense tant, endogenes que exogeénes participent a la
réduction de ce stress oxydant dans I’organisme. Les polyphénols fournis par 1’alimentation
participent également a la réduction de ce stress. Ils doivent leurs activités a un grand nombre
d’hydroxyles qui leur permettent de lutter contre les radicaux libres présents dans

I’organisme.

Mesure de D’activité antioxydante de C2, C5 et C6 par le test DPPH

Différents tests permettent de mesurer ’activité antioxydante d’un échantillon en
fonction des conditions de mesures. L’un de ceux-ci, le test DPPH utilisé ici, implique
I’utilisation du radical stable 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazile (DPPH). La neutralisation de ce
radical par un antioxydant s’accompagne de la perte de la couleur violette intense de ce
radical qui peut étre suivie par son absorbance a 515 nm.

Chacun des composés soumis au test DPPH dissout dans 0,1 ml d’un mélange eau-
ethanol (50/50 ; v/v) a des concentrations variant de 1 uM a 120 uM. Le volume de ces
solutions est porté a 3 ml par ajout d’une solution éthanolique de DPPH a la concentration de
0,5 mM. Apres une incubation de 90 mn, la mesure de I’absorbance résiduelle est effectuée a
515 nm et traduite en pourcentage d’inhibition. Les courbes obtenues pour les composeés C2,
C5 et C6 sont présentées dans la figure Figure 40.

L’activité antiradicalaire de ces composés s’exprime en ICso (UM) c'est-a-dire la

concentration nécessaire pour obtenir une diminution de 50 % de ’absorbance initiale du
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DPPH en présence de ces composés. Les valeurs obtenues pour C2, C5 et C6 a partir des trois

premiers points de chaque courbe sont relativement semblables.
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Figure 40 : test DPPH effectué sur le polyphénol C2, C5 et C6. Chaque expérience est reproduite deux fois.

Mesure de ’activité antioxydante de C2, C5 et C6 sur quatre lignées

cellulaires
Leur potentiel antioxydant a été également suivi par des tests de viabilité effectués sur
quatre lignées cellulaires. Les cellules HT-29 (carcinome humain coloré), cellules 361
(carcinome mammaire humain), cellules Mewo (mélanocyte humain) et cellules NCTC
(kératinocytes de peau) sont ensemencées et cultivées sur des plaques de 96 puits avec
environ 7000 cellules par puits pendant 48 heures. Les cellules sont ensuite incubées pendant
une nuit en présence de trois concentrations des produits C2, C5 et C6 (0,6 uM, 1,2 uM et 3
pUM). Une partie des cellules est traitée pendant 2 heures par 100mM H,0,. Les cellules non
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traitées sont utilisées comme contr6le et pour tester une éventuelle toxicité de ces produits.
Différents échantillons tests sont également préparés : avec H,O, seule, avec vitamine E seule
et avec H,O, + vitamine E. Le test avec la vitamine E est utilisé comme contréle positif de
Iactivité antioxydante. Les résultats sont évalués par le test SRB qui relie la viabilité
cellulaire a la quantité de protéines cellulaires mesurée par ’interaction des protéines avec le
colorant sulforhodamine B (SRB). Les valeurs de P< 0,05 et P< 0,01 présentes dans les
différentes figures qui suivent, traduisent la pertinence statistique des mesures.

Les résultats présentés dans la Figure 41 (A et B) pour les cellules NCTC montrent
une faible activité antioxydante des trois polyphénols C2, C5 et C6 comparativement a la
vitamine E en présence de ce type de cellules.
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Figure 41: Test de viabilité mené sur les cellules NCTC (kératinocytes de peau) avec C2, C5 et C6 en présence

et en absence d’eau oxygénée

Le test de viabilité réalisé sur les cellules 361 a trois concentrations différentes de C2,

C5 et C6 en présence et en absence d’eau oxygénée (Figure 42 A et B) montre une activité
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antioxydante légerement supérieure pour ce type de cellules. On note un leger effet de
concentration dans la Figure 42 A.
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Figure 42 Test de viabilité sur les cellules 361 (carcinome mammaire humain)

Le test de viabilité réalise sur les cellules HT-29 a trois concentrations différentes de
C2, C5 et C6 en présence et en absence d’eau oxygénée montre une activité antioxydante
encore un peu plus importante quoique limitée dans la Figure 43 (B) et un effet de

concentration plus affirmé dans la Figure 43 (A).
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Figure 43: Test de viabilité sur les cellules HT-29 (carcinome humain coloré)

Le test de viabilité conduit sur les cellules Mewo avec les trois composés C2, C5 et
C6 en présence et en absence d’eau oxygénée est présenté dans la Figure 44 (A, B). L’activité
antioxydante est encore plus affirmée avec ce type de cellules et il n’y a pratiquement pas

d’effet de concentration.
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Figure 44: Test de viabilité sur les cellules Mewo (mélanocytes humains)

Mesure de I’activité antiproliférative de C2, C5 et C6

L’utilisation de la Doxorubicine 1,5 uM sur les deux lignées cellulaires 361 et NCTC
a permis d’effectuer une mesure de ’activité antiproliférative des trois composés C2, C5 et
C6. Les cellules sont incubées a trois concentrations différentes de polyphénols (0,6 uM, 1,2
UM et 3 uM) avec ajout ou non de Doxorubicine 1,5 uM. Chaque expérience réalisée sur
quatre puits a été repétée trois fois.

Les trois substances ne présentent pas une activité antitumorale considérable méme si

leur effet est plus évident sur les cellules NCTC (Figure 45).
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Figure 45 : Test d’antiprolifération sur les cellules NCTC et 361

Toutes ces mesures ont été effectuées dans le Laboratoire du professeur Cristiano RUMIO

Departement of Morphology via Mangiagalli 31 20133 Milan-Italy.

Mesure de Pactivité antiproliférative de C7

Une évaluation des propriétés biologiques du polyphénol réarrangé C7 a été effectuée
dans le Laboratoire du Pr. Jean Frangois ROSSI de I’Unit¢é INSERM U475 de
Montpellier[180]. Les quatre lignées cellulaires cancéreuses hématopoiétiques utilisées pour
ce test sont différentes des quatre lignées de cellules utilisées pour I’évaluation des propriétés
antioxydante et antiproliférative de C2, C5 et C6.

Les quatre lignées cellulaires U266 (myélome, autocrine IL-6), K562
(érythroleucémie), Raji (Lymphome B, syndrome de Burkitt) et THP1 (monocyte) sont
incubées en présence de six concentrations du produit C7, de 1pg/ml a 100ug/ml. La

concentration de cellules dans chaque puits est de 10000 et la durée d’incubation de 4 jours a
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37°C en présence de 5 % de CO,. Apres marquage des cellules a I’iodure de propidium, le
comptage des cellules est effectué a I’aide d’un microscope. Les courbes obtenues pour
chaque lignée cellulaire avec les six concentrations de C7 permettent de déterminer le
paramétre 1Cso correspondant a la concentration du produit nécessaire pour que la moitié des
cellules soit préservée.

Les résultats des tests biologiques de I’Ebaphlobanidol C7 effectués sur ces quatre

lignées sont résumés dans le tableau suivant ou les 1Cso sont exprimées en uM.

Ebaphlobanidol (C7) Resvératrol
U 266 12 28
K 562 59 25
THP 1 110 88
Raji 31 22

Tableau 5: Résultats en ICsy (UM) du dimere C7 (Ebaphlobanidol) et du resvératrol comme molécule de

Référence sur les lignées cancéreuses U266, K562, THP1 et Raji.

Les résultats obtenus montrent que le dimere C7 présente une tres bonne activité
antiproliférative sur la lignée U266 comparable a celle du resvératrol, mais aussi une activité

acceptable sur les trois autres lignées.

A la suite des études biologiques décrites ci-dessus, il est a noter que les trois
composeés a savoir la (-)-épicatéchine (C2) naturelle, la (+)-épicatéchine (C6) et la (-)-
catéchine (C5) non naturelles, ne montrent pas une activité antioxydante considerable
comparées a la vitamine E, ni une activité antiproliférative significative en comparaison de la
Doxorubicine. Cependant aucune toxicité n’a été décelée en présence de ces composés.

Le composé C7 présente lui une activité antiproliférative intéressante comparée a
celles des composés C2, C5, C6 utilisés dans cette étude et a celle du resveratrol utilisé
comme témoin.

C7 étant un produit de transformation apparaissant dans I’élaboration du chocolat, on
peut s’attendre a ce que les activités antiprolifératives rapportées dans la littérature pour le

chocolat, soient reliées a la présence de composés tels que C7 ou analogues.
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L’objectif de cette étude est de comprendre et de proposer un nouveau mécanisme
d’action des polyphénols isolés, a savoir la (+)-catéchine C1, la (-)-épicatéchine C2, les
dimeres B2 (C3) et B5 (C4) concernant le processus de dégénérescence des cellules
cancéreuses T47D de la prostate[181].

Les monomeéres et les diméres de flavanols entrent en compétition pour la fixation sur
les sites des récepteurs membranaires aux androgénes des cellules T47D.

Les investigations indiquent a la Figure 46 que la dihydrotestostérone (DHT) entre en
compétition, pour la fixation de testostérone radioactive avec une apparente affinité de 1Cso de
4,7 nM, compatible avec D’affinité de la DHT pour les récepteurs membranaires aux
androgénes dans les différents systemes de cellule humaine.

Il ressort que la (+)-catéchine C1 et la (-)-épicatéchine C2 entrent en compétition partielle sur
ces sites. Elles induisent un déplacement de I’ordre de 30 % de la spécificité de la fixation de
la testostérone avec des ICso apparentes de 21,4 et 19,2 nM respectivement. Le dimére B2
(C3) induit un déplacement total de la fixation de la [*H] testostérone avec une ICso apparente
de 82,2 nM. Quant a la B5 (C4) le déplacement est de 60 % avec une ICso de 1,7 nM (voir le
Tableau 6). Ces résultats indiquent que les monomeres et plus particulierement les diméres de
flavanols entrent en compétition partielle ou totale sur les sites de fixation des récepteurs

membranaires aux androgeénes, avec ce dernier.
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Figure 46: Compétition pour la fixation sur les récepteurs membranaires aux androgenes par le composé C1, C2,
les dimeres C3 et C4. Les membranes des cellules T47D isolées, brievement acidifiées, dans le but de dissocier
tout récepteur ou stéroide intracellulaire, sont incubées avec des concentrations fixes de [*H] testostérone (5nM),
et en variant la concentration des monomeéres (gauche) ou des dimeres (droite) de flavanols indiquées, a gamme

de concentration de 1024 10°M.

Agent IC50 nM £ SEM (nM) % Déplacement + SEM
DHT 4,7+23 100+9

(+)-Catéchine 21,4+13 72+12
(-)-Epicatéchine 192+1,8 70+ 14

B2 82,2+8,6 100 £ 10

B5 1,7+19 58+ 8

Tableau 6: Capacité des monoméres C1, C2 et des diméres C3 et C4 de flavanols & déplacer la [*H] testostérone

dans les membranes de T47D acidifiées.

Modification de la redistribution du cvtosquelette d’actine dans les cellules T47D par les
monomeres et les diméres de flavanols.

La Figure 47 montre la modification de I’organisation du cytosquelette d’actine dans
les cellules T47D, 1 h aprés I’application de 107 M de ces polyphénols. Comme indiqué,
I’application de la testostérone change I’apparition de filopode et de lamellipode.
L’application de la (+)-catéchine C1 et de la (-)-épicatéchine C2 entraine une induction
modérée du filopode des cellules T47D. En contraste, 1’application de la procyanidine B2

(C3) et spécialement la B5 (C4) entrainent une redistribution périphérique et une
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augmentation de D'intensité de la structure du cytosquelette d’actine avec une induction
massive de la formation de filopode.

Ces résultats indiquent qu’en plus de la compétition de fixation, les monomeres et les
diméres naturels de flavonoides induisent des effets similaires sur 1’organisation du

cytosquelette d’actine comme décrit pour la testostérone.

.
.
Figure 47: Modifications du cytosquelette d’actine par les monoméres et diméres de flavanols. Les cellules
T47D sont incubées dans le milieu sans sérum pendant 3 h, et puis pour 1 h additionnelle dans un milieu
standard en 1’absence (contrdle, A) ou en présence de 107 M de testostérone-BSA, de C1, C2, de C3 ou C4 (B-F

respectivement). Ensuite le milieu est éliminé, les cellules sont fixées, et le cytosquelette d’actine est visualisé
par la rhodamine-phalloidine comme décrit dans la partie expérimentale. Echelle bar = 10uM.

Modification du signal des molécules impliquées dans la redistribution du cytosquelette
d’actine par les monomeres et les dimeres de flavanols.

L’observation de la redistribution du cytosquelette d’actine aprés traitement par les
flavanols ou les OPC suggeére une possible implication du signal moléculaire qui est contrélé
par la réorganisation du cytosquelette d’actine. La Figure 48B présente une rapide activation
de la FAK et du PI-3K induite aprés une incubation des cellules T47D par la testostérone—
BSA. L’ensemble de ces kinases est rapidement phosphorylé par le traitement a la
testostérone-BSA et un retour au niveau de controle aprés 30 min d’incubation. Ces résultats
sont en accord avec ceux de la phosphorylation transitoire des signaux moléculaires sur
I’activation des sites de fixation membranaire de la testostérone dans les cellules du cancer de
la prostate.

Une incubation des cellules T47D avec les flavanols ou les tanins condensés,
contribue & une meilleure phosphorylation de la FAK et de la PI-3K. Comme I’indique la
Figure 48B, la phosphorylation de la PI-3K est observée dans les limites des 2 min
d’incubation avec la (+)-catéchine C1 et la (-)-épicatéchine C2, pendant que la

phosphorylation de la FAK évolue pour les 30 min restantes.
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Ces résultats montrent que I’interaction des monomeres et/ou des dimeres de flavanols avec
les sites de fixation membranaires de la testostérone induit une activation des mémes kinases
comme celle décrite pour le traitement a la testostérone-BSA. Comme le montre la Figure 49,
dans les cellules prétraitées avec du wortmannin, les polyphénols réduisent I’induction du
réarrangement de 1’actine, comme indiqué par la baisse de filopode et de lamellipode. Les
résultats obtenus suggérent que la description de I’ensemble des cascades de signalisation doit

pouvoir réguler la réorganisation du cytosquelette d’actine observée dans les cellules T47D.

Induction de ’apoptose des cellules T47D par les monomeéres et les diméres de flavanols.

Les résultats de la Figure 50 montrent que les deux diméres C3 et C4 expriment une
triple induction de 1’apoptose des cellules T47D incubées dans le sérum comparativement aux
cellules de contrdles de maniéere temps-dépendant. Ces résultats montrent que la (+)-catéchine
C1, la (-)-épicatéchine C2 et les dimeres C3 et C4 induisent une apoptose similaire a celle de
la testostérone lors de leur interaction avec les sites membranaires aux androgenes présents
dans les cellules T47D.

Les monomeres et diméres de flavanols se comportent comme des agonistes des

récepteurs membranaires aux androgenes.
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Figure 48: La (+)-catéchine C1, la (-)-épicatéchine C2, le dimére B2 (C3) et le dimére B5 (C4) induisent une
polymérisation similaire a celle de 1’actine et un signalement de la phosphorylation comme la testostérone-BSA
dans les cellules T47D. (A) temps de course du rapport des monoméres (Triton-insoluble, T1) actine, dans les
cellules T47D, induite par la testostérone-BSA ou les polyphénols (107 M). Les cellules sont incubées avec 10
M de cet agent pendant la période indiquée. TS et T1 sont essayés comme décrit dans la partie expérimentale
*P<0,05 au plus petit (n = 4). (B) au cours du temps des conditions de phosphorylation de FAK (squares) ou
P13K (cercles) aprés incubation des cellules T47D avec 107 M de C1, C2, de C3 et de C4 ou de testostérone-
BSA. Les cellules T47D, cultivées dans un milieu sans sérum pendant 3 h, sont incubées pour la période
indiquée (5, 15, 30 min) avec 10”7 M de testostérone-BSA ou de polyphénols. Ensuite le milieu est aspiré, les
cellules sont lysées, le P13K phosphorylé et le FAK sont dosés par électrophorése et immunoséchage comme

décrit dans la partie expérimentale. Les résultats présentés sont comparés au contrdle correspondant.
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.
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Figure 49: La P13K impliqué dans la modification du cytosquelette des cellules T47D, induite par les

polyphénals. Les cellules T47D sont incubées pendant 3 h en I’absence de sérum, ensuite la wortmannin (100
nM) est introduite dans le milieu de culture, suivie 1 h plus tard par le milieu standard (A) ou 107 M de
testostérone-BSA, (+)-catéchine C1, de (-)-épicatéchine C2, de dimére B2 (C3) ou de dimére B5 (C4) (B-F,
respectivement). Aprés 1 h d’incubation, le milieu est aspiré et les cellules d’actine sont colorées avec du

rhodamine-phalloidine, et visualisées au microscope a laser confocal. Echelle bar = 10 pm.
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Figure 50: temps de I’apoptose des cellules T47D induit par la testostérone-BSA ou les polyphénols. Les
cellules sont incubées avec 107" M ou 10 M de cet agent pour les périodes indiquées. L’apoptose est suivie par
un Pourcentage kit (APO), comme décrit dans la partie expérimentale. Résultats (moyenne + SEM) de trois
différentes expérimentations exécutées trois fois.

Ce travail montre un nouveau mode d’action des flavanols naturels (isolés du cacao)
sur les cellules cancéreuses T47D nous permet de conclure que la (+)-catéchine C1, la (-)-
épicatéchine C2, les dimeres B2 (C3) et B5 (C4) sont des agonistes des récepteurs
membranaires aux androgeénes. Ils pourraient étres utilisés comme des additifs de la
testostérone pour le traitement des tumeurs, dans lesquelles 1’application du complexe
testostérone-BSA induit une régression. Des résultats complémentaires seront nécessaires

pour comprendre le mécanisme de leur action antiproliférative.
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.6 Conclusion et perspective

Au cours de cette étude nous avons pu isolé quelques composés polyphénoliques
présents dans I’extrait polyphénolique totale des feves fraiches de cacao a savoir la (+)-
catéchine C1, la (-)-épicatéchine C2 et les procyanidines B2 et B5 dont I’unité de base est la
(-)-épicatechine C2, les deux produits se différenciant par leur liaison interflavanique (LIF) de
type 4-8 pour B2 et de type 4-6 pour B5.

Nous avons regardé comment ces produits isolés étaient susceptibles d’évoluer en
milieu fortement alcalin pour essayer de comprendre comment ces mémes produits pouvaient
évoluer et de nouveaux produits apparaitre lors du processus de fabrication du chocolat. Nous
avons observé avec nos conditions d’expérimentation, I’épimérisation de la (+)-catéchine C1
en (+)-epicatéchine C6 et de la (-)-épicatéchine C2 en (-)-catéchine C5. Les trois produits
d’épimérisation C1, C2, C5 et les procyanidines B2 et B5 se retrouvent effectivement (a
I’exception de la (+)-épicatéchine C6) parmi les polyphénols présents dans I’extrait
polyphénolique du chocolat noir commercial. Le procyanidine B2, un dimere constitué de
deux unités de (-)-épicatéchine évolue pour donner en plus de la (-)-épicatéchine, la (-)-
catéchine et un compose dimere [Ebaphlobanidol] C7 de type phlobatannin. Le procyanidine
B2 étant faiblement présent dans le produit de départ, il a été difficile de mettre en évidence la

présence de C7 dans le chocolat commercial.

Les polyphénols sont réputes pour leur action antioxydante et antiproliférative sur les
cellules. Pour évaluer ces propriétés biologiques des produits isolés, ceux-ci ont été soumis a
des études d’interaction avec différents types de lignées cancéreuses. Seul le dimere C7
réarrangé présente une activité antiproliférative intéressante sur les cellules U266 et Raji par
comparaison avec la molécule de référence le resveratrol. Nos résultats montrent que les
composés C2, C5 et C6 ne présentent pas d’activité antioxydante et antiproliférative
intéressantes mais il est a remarquer qu’ils ne présentent pas non plus de toxicité sur ces
lignées de cellules. 11 est a remarquer également que les faibles activités observées pour ces

trois produits varient selon le type de lignée cellulaire étudié.

Les études menées sur différentes lignées cellulaires s’accompagnent aujourd’hui

d’études plus spécifiques par interaction des composeés avec les récepteurs membranaires aux
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androgenes des cellules T45D. Les quatre polyphénols étudiés montrent qu’ils sont des
agonistes potentiels des récepteurs membranaires aux androgénes et pourraient étre utilisés
comme des protéines conjuguées de la testostérone pour le suivi des tumeurs dans lesquelles

I’application de la testostérone-BSA induit une régression.

Ces polyphénols présentant des activités variées sur des cellules cancéreuses ou des
récepteurs membranaires, sont également présents dans des produits voués a 1’alimentation
comme le chocolat, le vin, le thé et de nombreux autres produits. A défaut d’une activité
biologique significative pour certains comme la (-)-épicatéchine C2, la (-)-catéchine C5 et la
(+)-épicatéchine CB6, il est a remarquer que ces produits heureusement ne présentent pas de

toxicité.

Outre les propriétés biologiques décrites précédemment, les polyphénols interviennent
également sur le godt et sur la coloration des aliments et a ce titre ils interessent beaucoup les
industriels du secteur alimentaire pour la mise en valeur de leurs produits. Il reste donc
nécessaire de continuer a evaluer les effets des préparations sur le devenir des polyphénols
initialement présents dans les produits de départ. Le bienfait santé des polyphénols est devenu
un argument commercial comme pour beaucoup d’autres produits (alicaments). Il reste a
évaluer sérieusement la réalité de ce bienfait santé qui n’est plus contestée et a comprendre les

mécanismes d’action des polyphénols sur les différents récepteurs dans la cellule.
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1.1 Matériels et méthodes

Les spectres ultraviolets (UV) sont enregistrés en solution dans le méthanol (cuve quartz de 1
cm) a température ambiante sur un spectrophotométre JASCO V- 530. UV/VIS.
Les pouvoirs rotatoires ([a]p) des différents échantillons sont mesurés sur un
Polarimetre JASCO P- 1010. Les mesures sont effectuées a une concentration de 10 mg/ml.
Les spectres de masse sont enregistrés sur un spectrométre de marque FINNIGAN
LQC fonctionnant soit en mode électrospray (ESI: electrospray ionisation) soit en mode FAB
(Fast Atomique Bombardement).
L’appareil comprend les parties suivantes:
- la zone API (Atmospheric Pressure lonization) : les ions électrosprayés, traversent un
capillaire chauffant (180-250°C), éliminant ainsi complétement le solvant, puis ils sont diriges
vers le tube lens ayant une tension située entre 0 et = 60 V (tube lens offset). Cette tension sert
a aider a la désolvation par I’accélération des ions ;
L’écumoire sert de zone tampon entre la «haute» pression de la région API (1 Torr) et la
«basse pression» (10'3 Torr) des octapoles. La zone entre le tube lens et I’écumoire est celle
de la fragmentation CID (Collision Induced Dissociation), car la pression résiduelle est
suffisante pour induire une collision entre ions;
- les octapdles, qui servent uniquement a transférer les ions de la régions API a la trappe
ionique et a éliminer les ions instables et métastables produits au cours du déplacement. Les
deux octapdles sont reliés par des lentilles (interoctapole lens) qui focalisent les ions durant
leurs transfert ;
- la trappe ionique: c’est I’analyseur de la masse du LCQ. Grace aux différents modes de scan,
plusieurs types d’analyses suivant I’information recherchée, peuvent étre effectués. Les ions a
analyser sont ensuite expulsés de la trappe vers la dynode, puis vers le multiplicateur
d’électrons.
En général, les conditions suivantes ont été appliquées :
*tension de la source: 5 kV en positive et -3,5 kV en négatif ;
*température du capillaire: 210°C;
*flux d’azote: 900 mL/min;
*flux auxiliaire d’azote: 300 mL/min;
*tube de lens offset: - 40 & + 40 V.
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Les spectres de résonance magnétique nucléaire (RMN) sont enregistrés en solution
dans le méthanol deutérié (CD3OD) sur un spectrométre Bruker AMX- 300 opérant a la
fréquence de 300,13 MHz pour le proton et a 75,03 MHz pour le carbone (lock deutérium), ou
sur un spectrométre Bruker AVANCE-400 opérant a la frequence de 400,13 MHz pour le
proton et de 100 MHz pour le carbone 13 (lock deutérium). Les spectres sont référencés par
rapport au pic résiduel de solvant (813c= 49 ppm et 6y= 3,3 ppm). Le traitement des spectres

est effectué avec le logiciel XWIN NMR de Bruker ou avec le logiciel MestreC.

L’analyse par CCM des échantillons obtenus au cours des différentes étapes de
réaction et de purification est effectuée sur support silice 60F,s4 (Merck, référence 5554) et
sur aluminium, 0,2 mm. Deux systémes de mélanges de solvants sont utilisés pour la
migration: 1) CHCI3/MeOH/AcOH (v/viv = 70/30/3);

2) CHCI3/MeOH/ACOH/TFA (viviviv = 70/30/3/0,15).
La révélation des plaques se fait par pulvérisation d’une solution d’anisaldéhyde suivi du
chauffage de la plaque jusqu’a la révélation des taches. La solution d’anisaldéhyde utilisée
comme révélateur est fabriquée a partir de 25 ml d’anisaldéhyde, 5 ml d’acide acétique

concentré, 450 ml d’éthanol et 25 ml d’acide sulfurique concentré.

L’analyse des produits ou milieux réactionnels a été effectuée par CLHP sur une
chaine Waters 1525 munie d’une pompe binaire, d’un détecteur a barrette de diodes (2996
photodiode Array detector) et d’un injecteur automatique Waters 717 plus Auto sampler ;

- La purification des produits d’extraction ou de réaction a été effectuée par CLHP préparative
sur une chaine ICS munie de pompes Bischoff et d’un détecteur KNAUER K2501. Les
colonnes de silice C18 ont essentiellement été utilisées pour la chromatographie analytique et
la chromatographie préparative. Une colonne phase chirale Cyclobond I 2000 RSP (-
cyclodextrine) de diamétre 4,6 x 250mm a également été utilisée en mode analytique pour

certains échantillons. Les détails techniques sont présentés dans le Tableau 21.
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Mode analytique Mode semi préparatif

Systéme de pompe Waters 1525

Injecteur PDA Waters 2996

Injecteur Waters auto sampler 717 Plus

Pré-colonne Symmetry C18 sampler RP18
Longueur =1 cm, Longueur =2, 5cm
Diameétre des particules =5 pum Diamétre des particules = 6 um
Diamétre interne =5 mm Diamétre interne =5 mm

Colonne C18 Symmetry 4,6 x 250 mm, 5 sampler RP18, 8 x 250 mm,
pm opUm

Boucle d’injection prélevement de 0 a 50 pl Iml

Température 30°C 30°C

Logiciel Systéme Empower®: acquisition et retraitement des donnees

Mode préparatif
Systéme de pompes  Module de pompes Bischoff (ICS)
Détecteur UV Knauer (280nm ou 520 nm)
Pré- colonne sampler RP18

Diametre des particules =6 um

Longueur =5 cm

Diamétre interne = 20 mm
Colonne Silice C18

Diametre des particules = 6 um

Longueur =25cm

Diamétre interne = 20 mm
Boucle d’injection 8 mL

Logiciel  Pic 3 pour I’acquisition et retraitement des données

Tableau 7: Caractéristiques de la CLHP utilisée en trois modes différents

La Chromatographie de Partage Centrifuge (CPC) est utilisée pour une premiere
fragmentation des extraits bruts de cacao. C’est une technique chromatographique basée sur le
partage des solutés entre deux phases liquides non miscibles préparés par le mélange de deux
ou plusieurs solvants. Une phase est maintenue stationnaire par une force centrifuge, 1’autre

est pompée au travers de la phase stationnaire et joue le réle de phase mobile. Des échanges
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par transfert de masse s’effectuent entre les deux phases. Cette technique permet de traiter en

une seule opération des quantités relativement importantes de produits comme on peut le voir

dans le Tableau 11. Cette technique chromatographique présente plusieurs intéréts:

- D’absence de support solide élimine les phénomeénes d’absorption irréversible ;

- diversité du choix des systémes de solvants ;

- le caractére préparatif permet d’injecter de grandes quantités de produits avec une

bonne reproductibilité ;

- Il n’y a pas de pertes. Les composeés non élués peuvent &tre récupérés par

I’évaporation de la phase stationnaire.

Deux types d’appareils CPC ont été utilisés, un EverSeiko LLB-M et un Kromaton dont

les caractéristiques sont données dans le tableau suivant :

Appareil SANKI HPCPC série LLB-M 1000

Vitesse de rotation

Matériaux des disques de partage

Pression maximum
Cellules de partage
Longueur des cellules
Section des cellules
Dimension du rotor
Rayon de centrifugation moyen
Capacité de la colonne
Poids du rotor
Dimensions (L x P x H)
Poids total

Pompes

Collecteur

0-2000 RPM

poly-phenylenesulfide (PPS)

60 bars

2136

15 mm

0,0588 cm”

@ 200 mm ; H 95 mm
82,5 mm

240 ml

9,3 Kg
310Wx470DX500H (mm)
45 Kg

Bischoff tétes préparatives (0,1- 19,9mL/min)

Super Frac Pharmacia que

Tableau 8: Caractéristiques de ’appareil CPC SANKI
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Appareil KROMATON HPCPC série LLB-M 5000

Vitesse de rotation 200-2000 RPM

Matériaux des disques de partage poly-phénylénesulfide (PPS)
Pression maximum 80 bars

Cellules de partage

Longueur de cellule *

Section des cellules *

Diameétre du rotor *

Rayon de centrifugation moyen *

Capacité de la colonne 5000 ml

Poids du rotor *

Dimensions (L x P x H) 80 x1360 x H 610 (mm)
Poids total 380 Kg

Tableau 9: Caractéristiques de I’appareil CPC KROMATON. (*) Données non communiquées par le

constructeur

Nous avons mis au point une méthode d’enrichissement de différents extraits en
polyphénols totaux en suivant la régle classique des solvants successifs a savoir:
- délipidation préalable avec de I’hexane, apres dilution dans de I’eau distillée chaude;
- élimination de la quasi-totalité des méthylxanthines par du chloroforme et/ou du
dichlorométhane;
- extraction des polyphénols totaux a 1’aide d’acétate d’éthyle suivi d’une concentration a sec

puis lyophilisation a volonte.

Protocole explicatif de I'extrait EPT.

1- 10 Kg de féves fraiches de cacao pelées sont broyées dans 42791 ml d’un mélange
éthanol/eau 76,2/23,8

2- puis mise a macérer dans une colonne ouverte (& 35 mm) durant 24 heures environ.

3- Apres lixiviation la phase hydro-alcoolique est concentrée a sec puis lyophilisée

4- Une poudre de couleur violette intense est obtenue. Le meilleur rendement d’extraction est
de 5 & 8 % sur la masse de féves fraiches de départ. Ici nous avons obtenu 700 g d’Extrait
Polyphénolique Total (EPT).

Tableau 10 Méthode d’obtention d’un Extrait Polyphénolique Total (EPT) & partir des féves fraiches de cacao

Afin d’accéder a une analyse qualitative des polyphénols du cacao, une

extraction a été menée sur les graines de cacao c’est a dire les feves fraiches. Les graines sont
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d’abord pelées c’est a dire dépourvues de leur pulpe mucilagineuse et de leur coque. Dans le
cas d’une extraction des polyphénols a partir des graines de cacao, il faut tenir compte de leur
teneur en eau pour I’extraction par solvant. Les graines de cacao contiennent environ 38 %
d’eau. 64,5 g de graines (contenant donc 40 g de graines et 24,5 g d’eau) sont broyées dans
276 ml d’un mélange éthanol/eau 76,2/23,8, puis mise & macérer dans une colonne ouverte (O
35 mm) durant 24 heures environ. Apres lixiviation la phase hydro-alcoolique est concentrée
a sec puis lyophilisée. Une poudre de couleur violette intense est obtenue. Le meilleur

rendement d’extraction est de 8 % sur la masse de féves fraiches de départ.

Extraction des polyphénols a partir de I'extrait EPT par Chromatographie
de Partage centrifuge (CPC)

Les conditions expérimentales de fractionnement de I’extrait EPT sont les suivantes :
Apres injection de I’extrait EPT, des fractions de 6 mL ont été récupérées. Les fractions de

CPC sont analysees par CCM (conditions solvant I) et ensuite regroupées en blocs de mémes

profils. Au total nous obtenons 14 blocs

Conditions expérimentales |

Conditions expérimentales |1

Echantillon (volume injecté)

Type d’injection
Appareil utilisé
Mode d’élution

Type d’élution (durée)

4g d’extrait (6,5 mL de phase
stationnaire)

Injection a I’équilibre

HPCPC SANKI Série 1000
Ascendant et descendant
Isocratique (9 heures)

1,87 g d’extrait (3,5mL de phase
stationnaire)

Injection a I’équilibre

HPCPC SANKI Série 1000
Ascendant

Isocratique (11heures)

Systeme biphasique AcOEt/EtOH/eau/hexane AcOEt/EtOH/eau/hexane
Phase stationnaire AcOEt/EtOH/eau/hexane AcOEt/EtOH/eau/hexane
(8/21711) (4/513/3)

Phase mobile initiale

Phase mobile finale

En mode ascendant, la phase
stationnaire est la phase «lourde»
= phase aqueuse. La phase
mobile est la phase «légere» =
phase organique.

En mode ascendant, la phase
stationnaire  est la  phase
«lourde » = phase agueuse. La
phase mobile est la phase
«légere» = phase organique.

Rotation (rpm)
Débit (mL/min)

Perte de charge (bars)
Volume de phase mobile
(rétention)

Détection

Volume des fractions (mL)

1000

2 (tube 1 & 156)

3 (tube 157 24 170)

4 (tube 171 & 180)

13

62 mL (74,16 %)

UV/vis. 280 nm + CCM sur
plaque de silice conditions |

6 mL

1000

2 (tube 14178)

4 (tube 179 & 190)
5 (tube 191 a 220)
+28

UV/vis. 280 nm + CCM sur
plaque de silice conditions Il
6 mL

Tableau 11: Conditions | et Il de fractionnement par CPC

90




Troisiéme partie : partie expérimentale

CPC condition 11

N° Bloc 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Rendement (%) 5,26 6,24 654 14 12,12 14 12,63 16,22 13,13

Tableau 12: Rendement des fractions de la CPC condition 1l

CPC condition |

N° Bloc 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Rendement (%) 1,75 0,75 235 55 187 237 46 282 155 237 363143 313 57

Tableau 13: Rendement des fractions de la CPC condition |

Caractérisation des composeés isolés
e L e composé C1 a été identifié comme étant la (+)-catéchine.
Les différentes caractéristiques physico-chimiques qui nous ont permis d’identifier la
catéchine sont les suivantes:
- la CCM de C1 révele un spot orangé brun (aprés révélation par 1’anisaldéhyde)
caractéristique des tanins catéchiques. Le Rf est superposable a celui de la catéchine
de référence dans le Systéme 1;
- le spectre UV de ce produit indique un maximum d’absorbance a: 279,3 nm;
- la coinjection avec la catéchine de référence en CLHP phase reverse C18 confirme
cette hypothese (le méme temps de rétention et le méme Amax);
- la mesure du pouvoir rotatoire donne un [a]p®® = + 11 (difficilement mesurable &
cause de sa coloration et méme apres addition de noir animal);
- le spectre de masse de C1 (FAB) nous indique le pic moléculaire a
m/z = 291,1 en mode positif [M+H], (C15H140¢) ;
- les spectres RMN de C1; *H, *C, HMBC ont été enregistrés dans CD3;OD et les
caractéristiques proton et carbone (répertoriées dans le Tableau 23) sont identiques a

celles de la catéchine[159].

e L e Composé C2 a été identifié comme étant 1’épicatéchine isolée du bloc VIlb. Les
différentes caractéristiques physico-chimiques qui nous ont permis d’identifier I’épicatéchine
sont les suivantes:

- la CCM de C2 révele un spot orangé-brun (apres révélation par 1’anisaldéhyde)
caractéristique des tanins catéchiques. Le Rf est superposable a celui de 1’épicatéchine

de référence dans le Systéeme 1;

- le spectre UV de ce produit indique un maximum d’absorbance a 279,3 nm;
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la coinjection avec 1’épicatéchine de référence en CLHP phase reverse C18 indique le
méme temps de rétention et le méme Amax;

la mesure du pouvoir rotatoire donne un [o]p?® = - 47,20;

le spectre de masse de C2 (FAB) nous indique le pic moléculaire & m/z = 291 en mode
positif [M+H], (C15H140¢);

les spectres RMN de C.2; *H, *C, HMBC ont été enregistrés dans CDs0OD et les

caractéristiques proton et carbone sont identiques a celles de 1’épicatéchine[159].

e_Le Composé C3 a été identifié comme étant la procyanidine B2 isolée par CLHP

C18 préparative & partir du bloc 1V de la 1% CPC.

Les différentes caractéristiques physico-chimiques qui nous ont permis d’identifier la B2

sont les suivantes:

la CCM de C3 révele un spot orangé-brun (aprés révélation par 1’anisaldéhyde)
caractéristique des tanins catéchiques. Le Rf est inférieur a celui des monomeres et
superposable a ceux des dimeres de références dans le Systeme 1;

le spectre UV de C3 indique un maximum d’absorbance a: 279,3 nm;

la CLHP C18 analytique indique un temps de rétention de 12 min;

la mesure du pouvoir rotatoire indique un [o] |330o =+ 34;

le spectre de masse de C3 (FAB) nous indique le pic moléculaire a

m/z = 577 en mode négatif [M-H], (C3oH26012);

les spectres RMN de C3; 'H, *C, HMBC ont été enregistrés dans CD;OD et les
caractéristiques proton et carbone (voir la Figure 52) sont identiques a celles de la
procyanidine B2[65, 159].

e Le Composé C4 a été identifie comme étant la procyanidine B5 isolée avec un

rendement 0,15 % par CLHP préparative sur le bloc X11b de la CPC du bloc II de la 1% CPC.

Les différentes caractéristiques physico-chimiques qui nous ont permis d’identifier la B5 sont

les suivantes:

la CCM de C4 révele un spot orangé-brun (aprés révélation par 1’anisaldéhyde)
caractéristique des tanins catéchiques. Le RF est inférieur a celui des monomeres et
superposable a ceux des dimeres de référence dans le Systeme 1;

le spectre UV de C4 indique un maximum d’absorbance a: 279,3 nm;

la CLHP C18 analytique indique un temps de rétention de 35 min;

la mesure du pouvoir rotatoire n’a pas été possible pour cause de quantité limitée;
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- le spectre de masse de C4 (FAB) nous indique le pic moléculaire @ m/z = 579,1 en
mode positif [M+H], (CsoH26012); les spectres RMN de C4, *H, **C, HMBC ont été
enregistré dans CD3;OD et les caractéristiques proton et carbone sont identiques a

celles de la procyanidine B5 isolée (voir le Tableau 22).

1.2 Extraction du dimere B2 a partir de
I’extrait de pépins de raisin

L’extrait de pépins de raisins a €té mis au point par Chantal CATAGNINO[80] a partir de
source végétale d’origine de la région de bordeaux.

Conditions expérimentales

Echantillon (volume injecté)
Type d’injection

Appareil utilisé

Mode d’élution

Type d’élution (durée)
Systeme biphasique

50g d’extrait (200 mL de phase stationnaire)
Injection a I’équilibre

HPCPC KROMATON Série 5000
Ascendant et descendant

Isocratique (5 heures 30minutes)
AcOEt/EtOH/eau/hexane

Phase stationnaire

Phase mobile initiale

Phase mobile finale

AcOEt/EtOH/eau/hexane

(8/2/7/1) [17280/3960/15120/2160] en mL

En mode ascendant, la phase stationnaire est la
phase «lourde» = phase aqueuse. La phase mobile

est la phase «légére» = phase organique.

Rotation (rpm)

Débit (mL/min)

Perte de charge (bars)

Volume de phase mobile (rétention)
Détection

Volume des fractions (mL)

400 a 900

de 20 & 70 en fonction de la pression

1a47

1165

UVl/vis. 280 nm + CCM sur plaque de silice
conditions |

150 (tube 1 a 60)

250 (tube 61 a 75)

65 (tube 76 a 100)

Tableau 14: Conditions de fractionnement par CPC 5 litres
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Environ une quarantaine de litres de solvants est nécessaire pour cette séparation.
L’extrait de pépins de raisin (50 g) a été injecté. Des analyses des fractions par CCM puis par
CLHP sont effectuées afin de permettre une exploitation efficace des résultats.

Les 60 premiéres fractions avaient un volume de 150 ml chacune, les 15 suivantes de 250 ml
et enfin les 25 dernieres de 65 ml. Les fractions VII et VIII (rendements respectifs: 8,9 % et 3
%) contenant la B2 ont retenu notre attention. La fraction VIII ne contenait que deux pics dont

le majoritaire était la B2, a servi pour 1’obtention de la quantité exigée.

N° Bloc 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Rendement% 1,44 41 134 3498 106 678 906 334 248

N° Bloc 10 11 12 13 14 15 16 17
Rendement% 4,02 6,98 6,94 442 05 228 7,08 2,78

Tableau 15: Rendement des fractions de la CPC 5 litres

Purification CLHP preparative [deux injections identiques]

Echantillon: CPC Bloc 8 [2 X 400 mg + 1,2 mL de solvant de départ]

Temps en minutes Solvant A: H,0 % Solvant B: MeOH %
0 85 15

120 0 100

Débit: 7 mL/minute Détection a 280 nm

Tableau 16: Conditions de la CLHP préparative.

1.3 Epimérisation et réearrangement en milieu
basique

Premiére réaction : sur la (-)-épicatéchine

L’ épimérisation de la (-)-épicatéchine a lieu en présence de:
- 4 gde NasPO, de N° de référence 28033 prolabo 6172 Rhdne Poulenc;
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- 400ml H20 millig (pH =7, 45);

- le pH du milieu réactionnel est de 11,92;

- sous argon;

- et de 2 gd’épicatéchine;

- duree 30 heures de réaction ;

- Température ambiante.
La réaction est stoppée a ’aide d’une solution normale de HCI en ramenant le pH a 6,5.
Extraction des polyphénols avec 4 x 250 mL d’acétate d’éthyle suivi d’un lavage a I’ H,O
saturée de chlorure d’ammonium puis addition de Na,SOy & la phase acétate d’éthyle pour
absorber la phase aqueuse résiduelle. La phase acétate d’éthyle finale de 1000 mL est
évaporée a sec a ’aide d’un évaporateur rotatif sous vide a 33°C.
Le rendement du brut réactionnel est = 65 %.

Deuxieme réaction : sur la (+)-catéchine

L’épimérisation de la (+)-catéchine a eu lieu dans les mémes conditions, a la différence que :
-la quantité de NasPO, est égale a la quantité de la (+)-catéchine c'est-a-dire 2,5 g de chaque;
-le volume d’ H,O est de 500 mL;

-le pH du milieu réactionnel est de 11,70;

Le rendement du brut réactionnel est de 97 %.

Isolement par CLHP préparative de la (-)-catéchine et de la (+)-épicatéchine

Quantites injectées: 1,3 get 2,43 g

Temps en minutes Solvant A : H,0 % Solvant B: MeOH %
120 85 15 En Isocratique

Rendement (-)-catéchine = 20 % et la (+)-épicatéchine = 4,72 %

Tableau 17: Conditions de la CLHP préparative pour 1’isolement des énantioméres issus de 1’épimérisation

La réaction a eu lieu en présence de:

- 500 mg de NazPO,4 de N° de référence 28033 prolabo 6172 Rhdne Poulenc;
- 400ml H,0 millig de pH = 8,28;

- sous argon;

- le pH du milieu réactionnel est de 11,08;
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- 200 mg de procyanidine B2;
- température ambiante
- durée 2 heures 30 minutes de réaction.
L’arrét de la réaction et 1’extraction des polyphénols totaux suivent les mémes démarches que

celles qui précédent. Le rendement du brut réactionnel est = 78,5 %

CLHP préparative C18

Echantillon : 157 mg d’extrait issu de la réaction de réarrangement de B2

Temps en minutes Solvant A: H,0 % Solvant B: MeOH %
0 85 15
120 0 100

Débit: 7 mL/min Détection: 280 nm

Rendement: F1 = 6,6 %, (-)-épicatechine F2 = 2,25 % :C7, F3 = 2,6 % (-)-catéchine,
F4 = 0,85 % : composée non déterminé, F5 = 4,1 % :C3 dimére B2

Tableau 18: Conditions de la CLHP préparative pour 1’isolement des produits issus du réarrangement de B2 en

milieu alcalin.

Pour la mesure: C =1 (10 mg/ml).
Dans notre cas, nous n’avions que 4,3 mg de produit donc C = 0,4 c'est-a-dire 4,3 mg dilué
dans 1,3 ml de solvant. La température a été stabilisée a 30°C.
Pour F2 (le dimére Ebaphobanidol C7):  [a]p®® = - 44

Pour le dimere d’origine (B2), [a] o0 = + 34,
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1.4 Méthode d’extraction et de
caractérisation des polyphénols totaux a
partir du chocolat commercial

1- 300g de chocolat noir marque Cote d’Or, 86 % de cacao, est solubilisé dans 300ml H,O
chaude.

2- Délipidation a I’aide de 3x 700 mL d’hexane (rendement: 39 %)

3- Extraction des polyphénols totaux avec 10 x 1000 ml AcOEt (rendement: 14,57 %)

4- Evaporation a sec puis elimination des méthylxanthines a 1’aide de 10 x 400 mL chlorure
de méthylene, apres solubilisation dans I’eau chaude. Rendement = 0,45 %

Tableau 19: Méthode d’obtention d’un extrait enrichi en polyphénols a partir du chocolat commercial.

Deux supports de CLHP ont été employeés, a savoir la C 18 (phase inverse) et la
Cyclodextrine (phase chirale)
LaCLHP C18

CLHP analytique C18: coinjection de la catéchine, I’épicatéchine, les diméres B2 et BS

Echantillon: extrait enrichi en polyphénols = 6 mg/mL filtré sur filtre 0,45 pm.

Temps en minutes Solvant A: H,O % Solvant B: MeOH %
0 85 15
60 0 100

Composés identifiés: Catéchine, épicatéchine, procyanidine B2, et B5
Tableau 20: Conditions de la CLHP phase inverse C18 appliquée a I’extrait de chocolat enrichi en polyphénols.

La CLHP chirale

La colonne chirale est précédée d’une précolonne C18, la pression de la colonne ne doit
jamais dépasser 2500 psi et il faut :

- rincer la colonne avec du H,O a 0,6 mL /min pendant 30 minutes;
- rincer la colonne avec de EtOH a 0, 8 mL/min pendant 30 minutes;
- équilibrer la colonne avec le solvant de départ pendant 25 minutes.
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CLHP sur colonne chirale (B- cyclodextrine) puis par coinjection avec la (-)-épicatéchine, la
(+)-épicatéchine, la (+)-catéchine et la (-)-catéchine.

Echantillon: extrait enrichi en polyphénols = 6 mg/mL filtré sur filtre 0,45um, 5uL injecté

Temps en minutes Solvant A: H,0 % Solvant B: MeOH %
0 85 15
40 0 100

Enantiomeéres identifiés: la (-)- épicatéchine, la (+)-catéchine et la (-)-catéchine

Tableau 21: Conditions de la CLHP phase chirale appliquée a I’extrait de chocolat enrichi en polyphénols.

Le traitement en milieu basique de I’extrait EPT issu des feves de cacao est traité pour
en éliminer les méthylxanthines. 30 g de ’extrait EPT sont dilués dans 30 ml d’eau distillée a
90°C puis lavés par 3 x 300 ml de chloroforme. Extraction des polyphénols par 4 x 300 ml
d’acétate d’éthyle puis évaporation de la solution d’acétate d’éthyle. On récupere un mélange

enrichi en polyphénols représentant 14,6 % de la masse totale de 1’extrait EPT initial.

200 mg de cet extrait sont traités par 500 mg de NazPO,4 dans 400 ml d’ecau milliQ. Le
pH de la solution est de 11,02. La réaction se déroule pendant 2h 30 min sous argon, avec
agitation a la tempeérature ambiante. L’évolution de la réaction est contr6lée par CLHP.

La réaction est arrétée par ajout d’une solution normale d’acide chlorhydrique jusqu’a obtenir
un pH de 6,5. L’extraction des polyphénols est effectuée par 4 x 250 mL d’acétate d’éthyle.
La phase organique est lavée par de I’eau saturée en chlorure d’ammonium puis séchée par

ajout de Na SO, puis évaporée a sec.

L’identification du produit de réarrangement C7 de I'extrait de cacao est réalisée par
CLHP analytique phase inverse sur une colonne C18 en utilisant un gradient d’¢lution eau-
méthanol: 85-15 a 0-100 en 60 min. Une premicre injection est faite avec I’extrait seul puis

une coinjection avec le dimere C7 issu du réarrangement de la B2 en milieu alcalin.
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1.5 Investigation de I’activité biologique des
composes isolés

Test DPPH

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est utilisé pour I’évaluation de I’activité
antioxydante des trois composés. 1l montre une forte bande d’absorption a 517 nm en solution
dans I’éthanol en raison de la présence d’un électron libre et présente une coloration violette
intense. La disparition de cette coloration permet une mesure directe de la capacité anti-
oxydante des produits soumis au test DPPH.

Un mélange de I1ml d’eau d’eau/méthanol (50/50; v/v) des dits composés
(concentration finale comprises entre 1uM et 120uM) sont additionnés a 0,5 mM de solution
éthanolique de DPPH (volume final : 3ml) et la diminution de ’absorbance (A = 517 nm) du
mélange rouge aprés 90 minutes d’incubation a la température ambiante en absence de
lumiére. L’activité anti-radicalaire des molécules testées est exprimee en 1Cso (UM), c’est a
dire la concentration nécessaire pour atteindre 50% de baisse de I’absorbance de départ. Une

solution éthanolique de DPPH sert de contréle.

Culture cellulaire

Les cellules HT-29 (carcinome humain coloré), 361 (carcinome mammaire humain),
Mewo (melanocyte de peau) et NCTC (kératinocytes de peau), sont ensemencees dans des

plaques a 96 puits (7000 cellules/puits).

Test de Pactivité antioxydante

48 heures apres I’incubation, les cellules sont incubées pendant toute la nuit avec les
trois composés C2, C6 et C5 correspondant respectivement a la (-)-épicatéchine, la (+)-
épicatéchine et la (-)-catéchine a différentes concentrations de 0,6 uM, 1,2 uM et 3 uM.

Pour évaluer I’activité antioxydante de ces composés, les cellules sont traitées pendant 2
heures avec du H,0, a 100 mM. Les cellules non traitées sont utilisées comme contrdle. Les
cellules incubées avec les trois composés sont analysées pour tester leur toxicité éventuelle

toxicité cellulaire.

99




Troisiéme partie : partie expérimentale

Seules les cellules traitées avec du H,O, (100 uM) sont utilisées pour la mesure du
potentiel oxydatif.

La vitamine E est utilisée comme controle positif de ’activité antioxydante.
Les cellules 361 et NCTC pré incubées avec les trois composés a différentes concentration de
0,6 uM, 1,2 uM et 3 uM, sont de méme traitées avec du Doxorubicin a 1,5 uM pour évaluer
leur possible activité antitumorale.
Les quatre puits ensemencés sont exposes aux mémes traitements dans cette expérience et ces
essais ont été repris trois fois chacun.
Les résultats sont validés par le test SRB, qui donne des informations concernant la viabilité

cellulaire pendant I’évaluation de la quantité de protéine cellulaire.

Etude de la prolifération cellulaire

Les lignees U266, K562, Jurkat, Raji et THP1 sont incubées en présence de la
molécule C7.
La concentration de cellules par puits dans une microplaque 96 puits est de 1.10%.

Les molecules sont testées a des concentrations de 1 - 10 - 25 —50 — 75 - 100 pg/mL.

Préparation du milieu de culture et des cellules

Les cellules U266 sont dénombrées au microscope sur cellule de Malassez en présence
de bleu trypan.
A partir de ce comptage, 1.105 cellules sont ensemencées en présence de 10 % de Sérum de
Veau Feetal (SVF, Cambrex), Pénicilline/Streptomycine 1X (Cambrex), et milieu de culture

RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute, Cambrex) dans une boite 96 puits a fond plat.

Préparation des solutions des molécules a tester

Les solutions meres des échantillons a tester sont préparées a 100 pg/ml (D1) en
présence d’éthanol a 4%. Une étude sur une gamme de 5 concentrations comprise entre 0,01
pg/ml et 100 pg/ml, notées de D1 a D5.

Dilution D1 : 100 pg de molécule + 40 ul de EtOH + 960 pul de RPMI.
Dilution D2 : 100 pl de D1 + 900 pl de RPMI
Dilution D3 : 100 pl de D2 + 900 pl de RPMI
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Dilution D4 : 100 pl de D3 + 900 pl de RPMI

Dilution D5 : 100 pl de D4 + 900 pl de RPMI.

Un contrdle a I’aide d’éthanol est réalisé en employant les mémes dilutions.

Une fois les dépots effectués sur la plaque 96 puits, les cellules sont placées dans un
incubateur pendant 4 jours a 37°C, et 5% de CO,.

Le jour de I’analyse, les cellules sont lavées deux fois au PBS (Tampon Phosphate Saline) pH
=7,4-17,5 et centrifugées pendant 5 minutes a 1500 tr/min a 10°C.

Le surnageant est retiré et on ajoute 500 ul de PBS, puis extemporanément 5 pl d’iodure de

propidium.

Culture cellulaire

Les cellules T47D ont été obtenues aupres de la collection européenne de la culture
cellulaire (Salisbury, UK). Elles ont été cultivees dans du milieu RPMI-1640 supplémenté
avec 10 % de sérum de veau foetal (FBS), en atmosphere humide de 5 % de CO; dans I’air.
Toutes les cultures de milieu de sérum sont de Gibco BRL. (Life technologies, Paisley, UK).
Les lots de sérum sont testes avant utilisation pour la présence de polyphénols oxydase
(seruloplasmine) et transférine, par des techniques néfélométriques conventionnelles. Dans

aucun cas, les niveaux mesurables des substances n’ont été détectés.

La détection des récepteurs membranaires aux androgeénes

Les cultures de cellules T47D sont lavées avec une solution tampon de phosphate saline
(PBS), enlevées par raclage et centrifugées a 1500 rpm. Les de cellules sont homogénéisees
par sonication dans 50 mM du tampon tris-base a pH 7,4, contenant les inhibiteurs de protéase
fraichement additionnés (10 pg/ml PMSF et de 1 pug/ml d’aprotinine). Les cellules intactes
sont enlevées par centrifugation a 2500 tours/min pendant 15 min. Les membranes sont
collectées par centrifugation a 45000 tours/min pendant 1 heure, puis acidifiées par un volume
de 50 mM de glycine pH 3 pendant 3 min, dans le but de dissocier toute membrane
intracellulaire ou des récepteurs aux androgenes adsorbés, et suspendu dans 10 volumes de
tampon tris-base. Apres une centrifugation additionnelle a 45000 tours/min pendant une
heure, la concentration de protéines est mesurée par la méthode de Bradford.

Les expériences de fixation (binding) sont opérées dans un volume final de 0,1 ml,

contenant les membranes cellulaires T47D (2mg/ml) et 5 mM de [*H] testostérone (activité
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spécifique 95 Ci/mol, sampler Binghamshire, UK) en absence ou en présence de différentes
concentrations de dihydrotestostérone (DHT) ou de polyphénols respectivement de 102 & 10
M. & liaison non spécifique est estimée en présence de 5uM de DHT. Apreés une incubation
d’une nuit a 4°C, la radioactivité flottante est séparée par filtration sous pression réduite, a
travers des filtres GF/B, pré trempés dans 0,5 % de polyéthylamine (PEI) dans I’eau et rincés
trois fois avec du gel-froid 50 mM de tampon tris-base pH 7,4. Les filtres sont mixés avec
3ml de cocktail scintillation et les radioactivités flottantes sont comptées dans un compteur a

scintillation (Perkin Elmer, Foster City, CA) avec 60 % d’efficience pour le tritium.

Détermination des actines monomériques et polymérisées

Pour les mesures d’actine monomérique (triton X-100 soluble) et polymérique (Triton X-
100 insoluble), les cellules T47D, ensemencées dans des plaques a 6 puits, sont incubées
pendant 3 h dans du milieu sans sérum. Par la suite, elles sont incubées dans le méme milieu
pendant le temps indiqué avec ou sans testostérone-BSA ou polyphénols (107 m). Aprés, 500
pl de tampon Triton-extraction sont ajoutés (0,3 % Triton X-100, 5mM de Tris, pH 7,4,
EGTA 2mM, saccharose 300 mM, phalloidine 2 uM, PMSF 1 mM, leupeptine 10 pg/mi,
aprotinine 20 um/ml, ortho vanadate de sodium 1 mM), et ce mélange est incubé pendant 5
min sur gel. Les protéines solubles dans les surnageants collectés sont précipitées avec les
mémes volumes de PCA a 6 %. La fraction restante de Triton-insoluble dans la plaque est
précipitée avec 1 ml de PCA a 3 % et collectée par grattage. Les échantillons sont centrifugés
pendant 5 min a 12000 rpm. Le précipité est repris dans 0,2 ml de NaOH a N = 0,1. Des
volumes égaux de cette fraction sont soumis a une électrophorese sur gel de polyacrylamide-
SDS (SDS-PAGE). Les bandes de protéines résultantes sont transférées sur une membrane de
nitrocellulose, puis la membrane est bloguée avec 5 % de lait séché écrémé dans du TBS-T
(20 mM tris pH 7,6, NaCl 137 mM, Tween 20 0,05 %) pendant 1 h a température ambiante.
Les solutions d’anticorps (dans le TBS-T) sont additionnées pendant 1 h a température
ambiante [anticorps monoclonaux anti-actine de souris premierement (sampler,
Buckinghamshire, UK) et deuxiémement anticorps couplés a la péroxydase de horeradish
(Chemicon, Temecula, CA)]. Les taches sont développées en utilisant le systeme ECL
(sampler) et les intensités de bandes sont quantifiées par ordinateur grace au programme basé

sur ’analyse d’image.
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Microscope- scanneur confocal a laser du cytosquelette d’actine

Le cytosquelette est visualisé avec une lignée fluorescente des microfilaments d’actine par
du rhodamine-phalloidine (Molecular Probes, Leiden, NL). Les cellules T47D (3 x 10°) sont
ensemencées sur du poly-L-lysine-coated cover slips, (placées dans des plaques a 6 puits). Un
jour aprés les ensemencements, les cellules sont pré incubées avec du milieu sans sérum
pendant 3 heures et traitées immédiatement avec du testostérone-BSA ou des polyphénols (10°
M) pendant 1 heure. Dans le cas du traitement de Wortmennin, I’agent (obtenu de Sigma) est
introduit a la concentration de 100 mM 1 h avant I’application de la testostérone-BSA ou des
polyphénols. Aprés fixation avec 3,7 % de formaldéhyde et de gel-froid acétone, les cellules
sont incubées pendant 40 min a température ambiante avec du rhodamine-phalloidine (1
unité/puit) pour marquer les filaments d’actine. Les glissements sont amplifiés avec du milieu
Mowiol antifanding. Les couverts slips sont analysés en utilisant un module de microscope a

laser confocal a scan (Leica Lasertechnik, Heidelberg, Germany) équipé avec un Ar-Kr laser.

Les analyses d’immunoprecipitation et d’immunoséchage

Les cellules traitées avec de la testostérone-BSA ou les polyphénols (107 M, pour les
périodes indiquées), de méme que les non traitées (contrbles) sont lavées trois fois avec du
gel-foid PBS et suspendues dans un tampon froid de lysine contenant 1 % de Nonidet P-40
20mM Tris pH 7,4, et du NaCl 137 mM, supplémenté avec une protéase et des inhibiteurs de
phosphate. Les lysats clairs sont pré adsorbés avec de la protéine sampler pendant 1 h a 4°C,
centrifugés et les surnageants contenant les protéines) sont soumis a I’immunoprecipitation en
utilisant les anticorps indiqueés et la protéine sampler beads.

Pour les analyses d’immunoséchage, les cellules lysiate ou les immunoprécipités sont
suspendus dans un échantillon de tampon Laemmli’s et séparé par SDS-PAGE. Les protéines
sont transférées sur la membrane nitrocellulose, et bloquées avec 5 % de la poudre de lait
écrémé dans du TBS-T (20 mM Tris pH 7,4, NaCl 137 mM, Tween-20 0,05%) pendant 1
heure a température ambiante. La solution d’anticorps (dans le TBS-T contenant 5 % de
nonfat) est ajoutée pendant la nuit & 4° C (1% anticorps) et pendant 1 heure (2" anticorps
couplé a la peroxydase de horeradish). Les taches sont développées en utilisant le systeme
ECL et les intensités des bandes sont quantifiées par ordinateur avec analyse d’image (Image
Analysis Inc., Ontario, Canada). Les antiphosphortyrosine (PY20) ainsi que I’anticorps
polyclonal pour FAK (rabbit) sont de Santa Cruz Biotechnology Inc. L’anticorps (p85)
polyclonal anti-PI1-3 rabbit est de Upstate Biotechnology Inc.
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Les essais d’apoptoses
Les cellules T47D sont cultivées dans du milieu RPMI 1640, 10 % de FBS (Gibco BRL,
Life Technologies, Plaisley, UK), dans des plaques de 96 puits précouvertes de gélatine. La

testostérone BSA et les polyphénols sont additionnés au milieu de culture 24 heures apres.
Apres le temps indiqué, le milieu est débarrassé, et ’apoptose est évaluée en utilisant la
sampler Apopotosis Assay Kit (Biocolor Ltd, Belfast, N. Irland), comme décrit auparavant.
Les essais utilisant les colorants qui sont importés par les cellules ayant subi 1’apoptose,
quand le mécanisme de translocation phosphatidyllserine «flip-flop» au feuillet membranaire.
Le colorant est d’une couleur rouge pourpre. Apres cela le colorant provenant des cellules
marquées est rélargué par un apport de tampon et la concentration intracellulaire de colorant
cellulaire est mesurée a 540 nm avec le filtre de référence a 620 nm, dans un colorimétre a
microplaque (Dynatech MicroElisa reader Chantilly, VA). Des expériences ont montré que les
résultats obtenus avec cette méthode présentent une bonne corrélation avec la détermination
des oligo-nucléosomes ou les essais d’apoptose basés sur du Annexin V/PI Standing and Flow

Cytometry.

Analyse des résultats

Les résultats sont analysés en utilisant les programmes OrigineV5 (Microcal Software,

Northampton, MA) et Systat V10 (SPSS Inc., Chicago, Il), programmes basés sur ordinateur.
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1.6 Analyse RMN 1D et 2D des composeés
Isoles

Les produits soumis a 1’analyse RMN sont dissouts dans 0,6 ml de CD3;OD. Les

spectres RMN sont enregistrés sur un spectrometre Bruker AMX- 300 opérant a 300,13 MHz

pour le proton et a 75,03 MHz pour le carbone, et sur un spectrométre Bruker AMX-400MHz
opérant & 400,13 MHz pour le proton et 100 MHz pour le **C.

N° carbone IHRMN  §yppm | 13C RMN | (Jex “Jen)
8C!ppm

2(C) 4,91 78,0
3(C) 4,02 73,4 4(C)
4(C) 4,56 (1,2) 38,4
4a(A) 101,4
5(A) - 158,7 4(C) 6(A)
6(A) 6,06 d (2,4) 96,9 8(A)
7(A) - 160,3 6(A), 8(A)
8(A) 5,99d (2,4) 97,5 6(A)
8a(A) - 160,2 4(C) 8(A)
1°(B) 133,1 5'(B) 2(C), 2°(B)
2’(B) 6,89 d (2,0) 116,0 2(C), 6'(B)
3’(B) - 146,7 5°(B) 2’(B)
4(B) - 146,4 2’(B), 6'(B) 5°(B)
5°(B) 6,73d (8,2) 116,7
6’(B) 6,68 dd (8,2-1,5) 120,0 2(C), 2°(B)
2(F) 4,81 80,5
3(F) 4,15 68,2
4(F) 2,68 (16,5) 30,4

2,98 dd (16,5- 4.5)
4a (D) - 101,4 3(F), 8(D) 4(F)
5(D) 157,0 4(F)
6(D) 108,9 4(C)
7(D) - 156,6 4(C)
8(D) 6,075 97,4
8a (D) - 156,2 4(F)
1’ (E) 1331 3(F), 5°(E) 2(F), 2°(E)
2’ (E) 6,97 d (1.8) 116,1 2(F), 6°(E)
3’ (E) - 146,7 5°(E) 2’(E)
4 (E) - 146,5 2’(E), 6(E) 5°(E)
5’ (E) 6,76 d (8.2) 116,7
6 (E) 6,80 dd (8,2-1.8) 120,2 2(F), 2°(E)

Tableau 22: Déplacements chimiques des protons et des carbones (ppm) observés pour le composé C4 (Dimére
B5) en solution dans CD3OD a partir du spectre HMBC. Les colonnes 4 et 5 présentent les protons couplés a

travers deux et trois liaisons (2 et %J) avec les carbones présentés dans la colonne 1.
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Les spectres sont calibrés par rapport aux déplacements chimiques des solvants
utilisés. L’acquisition et le traitement sont réalisés avec le logiciel XWINNMR de Bruker. Les

tableaux suivants présentent les résultats des analyses effectuées.

Position | OH | oc | (3JCH | ZJCH)
5 (C) 4,56 d 82 2°(B), 6'(B) 3(C)4a(C).
4B(C)
3 (C) 3,95 m 67 2(C).4a(C),
4B(C)
4 (C) 2,48 dd 27 2 (C)
2,85
4a (A) 101 3(C), 6(A), 8(A)  4a(C), 4B(C)
5 (A) 156 40(C), 48(C)
6 (A) 5,85 d 94
7 (A) 158 6 (A), 8 (A)
8 (A) 95
8a (A) 155
1’ (B) 131 3(C) 2(C), 2°(B)
2’ (B) 6,82 d 114 2 ()
3° (B) 145
4’ (B) 145 2’ (B), 6'(B) 3’ (B)
5 (B) 6,72d 115 3’ (B) 6’ (B)
6’ (B) 6,7 dd 118 2(C), 2’ (B)

Tableau 23: Déplacements chimiques des protons et des carbones (ppm) observés pour le composé C1 ((+)-
Catéchine) en solution dans CDs;OD a partir du spectre HMBC. Les colonnes 4 et 5 présentent les protons

couplés & travers deux et trois liaisons (2 et %J) avec les carbones présentés dans la colonne 1.

106




Troisiéme partie : partie expérimentale

Position | oy | 8¢

2 (C) 4,15d (2,2) 453
3 (C) 4,25 dd (1,1; 2,2) 74,1
4 (C) 5,62 d 69,9
2 (F) 4,67s 79,7
3 (F) 4,10m 74,1
4 (F) 2,70 (dd 3,8; 16,6) 29,3

2,87 (dd 4,7; 16,7)

5 (A) 1574
6 (A) 5,93 95,1
7 (A 157,8
8 (A) 5,93 96,4
8a (A) 158,3
4a (A) 101,8
4a (D) 99,9
5 (D) 157,6
6 (D) 5,98 s 97,7
7 (D) 156,9
8 (D) 104,9
8a (D) 154,4
1’ (B) 136,0
2’ (B) 6,58 m 116,5
3’ (B) 145

4’ (B) 144,1
5 (B) 6,65 d 116,4
6’ (B) 6,42 d 120,5
1’ (B) 131,3
2’ (E) 6,60 m 113,4
3’ (B) 145,2
4’ (E) 144,9
5 (B) 6,73 m 116,6
6’ (E) 6,17 d 118,7

Tableau 24: Les & (ppm) des protons et des carbones du de : 1’Ebaphlobanidol (C7) HMBC & 400 MHZ dans du

méthanol deutérié
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Troisiéme partie : partie expérimentale — Annexes RMN

ANNEXES DES DONNEES RMN

OH 2';1'8 ;!35 3,95

C1: (+)-Catechine

Figure 51 : Déplacements chimiques observés pour le composé C1

OH 2,74 2091
C3 : Procyanidine B2

Figure 52 : Déplacements chimiques observés pour le composé C3
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Troisiéme partie : partie expérimentale — Annexes RMN

OH C4 : Procyanidine B5

Figure 53 : Déplacements chimiques observés pour le composé C4
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Troisiéme partie : partie expérimentale — Annexes RMN

Ha,10
oH H, H c7

Figure 54 : Déplacements chimiques observés pour le composé C7
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Résumé

Titre Impact santé des procédés de préparation des
aliments riches en polyphénols : chocolat, vin, thé,...

Mots clés Polyphénols, cacao, chocolat, vin, thé, récepteurs aux androgénes, cancer de la
prostate, prolifération de cellules cancéreuses, (+)-catéchine, (-)-épicatéchine,
dimére B2, B5, (+)-épicatéchine, (-)-catéchine, [Ebaphlobanidol]:, techniques
agroalimentaires, alimentation et santé.

Résumeé

Nous avons dans un premier volet de notre travail isolé a 1’état pur, identifié par RMN
et par la masse, la (+)-catéchine, la (-)-épicatéchine, les procyanidines B2 et B5 des feves fraiches de
cacao, afin d’en investiguer les propriétés biologiques sur un nouveau mode d’action cellulaire au sein
des cellules cancéreuses T47D lors de I’interaction de ces composés avec les récepteurs membranaires
aux androgenes. Il ressort que ces composés sont de potentiels agonistes des récepteurs membranaires
aux androgénes et pourraient étre utilisés comme des protéines conjuguées de la testostérone pour le
suivi des tumeurs dans lesquelles ’application de la testostérone-BSA induit une régression.

Le deuxieme volet de notre contribution a été de faire la lumiére sur le devenir des composés
polyphénoliques présents dans nos aliments a savoir le vin, le thé et le chocolat apres les différents
traitements appliqués par I’industrie agroalimentaire et le bénéfice santé pour le consommateur.

Nous avons ainsi déterminé par CLHP (en phase reverse et phase chirale), la présence de la
(+)-catéchine, la (-)-épicatéchine, les dimeres B2 et B5, dans I’extrait de chocolat ; puis d’un composé
non naturel la (-)-catéchine dont les conséquences biologiques ne sont pas pour I’instant élucidées.

Nous avons par ailleurs, modifié par hémisynthese trois des quatre molécules isolées du cacao et
le dimere B2 isolé de I’extrait de pépins de raisin, puis isolé a 1’état pur les énantioméres qui en
résultent a savoir la (+)-épicatéchine, la (-)-catéchine et les produits issus du réarrangement de B2, que
sont la (-)-épicatéchine, la (-)-catéchine et un phlobatannin : [Ebaphlobanidol] C7. Ces composés ont
fait 1’objet d’études biologiques, d’activité antioxydante et antiproliférative. Seule 1’Ebaphlobanidol
montre une activité antiproliférative satisfaisante sur les lignées cancéreuses U266 et Raji
comparativement au resveratrol.

Ces résultats biologiques sont d’un grand concours pour éclairer I’opinion scientifique et les
consommateurs du bénéfice santé réel des traitements des industries agroalimentaires face aux
composés polyphénoliques chiraux, en plus de leur objectif premier de stimuler I’appétit par leurs
flaveurs, ardmes et colorations.

A T’analyse des résultats obtenus dans le cadre de cette étude, spécifiquement sur le chocolat noir,
qui contient en effet des polyphénols non naturels en plus des composés naturels et de
I’Ebaphlobanidol C7, issu du réarrangement en milieu alcalin de B2 et de son activité sur les cellules
U266.

Il nous semble trés prometteur de continuer sur cette nouvelle lancée de recherche en se focalisan
d’avantage sur les composés non naturels qui résultent des traitements de nos aliments et de s’évertuer
a investiguer toutes les actions biologiques possibles afin de situer non seulement I’importance santé
ou non des procédés de préparations, mais aussi de savoir si oui ou non il vaut mieux consommer par
exemple du raisin que de boire du vin jeune ou vieux ; boire du thé vert ou plut6t du thé noir ?. En
somme, lequel des aliments de quatriéme ou de cinquiéme gamme est le plus bénéfique pour la santé
de I’homme.



